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Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlari; gida giivenligi, biyoteknoloji, endiistriyel
mikrobiyoloji ve arastirma faaliyetleri icin kritik bir altyapidir. Bunlar biyolojik
cesitliligin korunmasi ve siirdiiriilebilir kullanimi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Bu
tez caligmasi, daha Onceki ¢alismalarda yerel mikrobiyel kaynaklardan elde edilen ve
tanimlamasi yapilan maya ve bakteri suslarinin karakterizasyonu, liyofilizasyon ile uzun
stireli korunmasi ve elde edilen tiim verilerin ulusal—uluslararasi erisime agik, standartlara
uygun bir dijital altyap1 ile ydnetilmesini hedeflemistir. Calisma, Hacettepe Universitesi
Gida Miihendisligi Bolimii FoodOmics Laboratuvar: Kiiltiir Koleksiyonu (HUFCC)
blinyesinde yiiriitilmiis ve koleksiyonun hem bilimsel hem de teknik acgidan
strdiiriilebilirligini saglamak i¢in kapsamli bir yontem seti gelistirilmis ve model olarak

sunulmustur.

Koleksiyonda yer alan maya ve bakteri suslari uygun besiyerlerinde canlandirilmas,
morfolojik (makroskobik ve mikroskobik incelemeler) ve biyokimyasal (glukoz
fermentasyonu, katalaz testi) testlerle degerlendirilmistir. Mayalarda yalnizca ITS gen
bolgesi bu ¢aligma kapsaminda ¢ift yonlii PCR ile sekanslanmis; LSU ve RPB2 gibi diger
gen bolgelerine ait veriler 6nceki ¢alismalardan saglanmistir. Bakterilerde ise 16S rRNA

gen bolgesi ¢ift yonlii PCR ile ¢ogaltilmis ve NCBI BLAST analizleriyle tiir diizeyinde
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tanimlama yapilmistir. Tanimlanamayan veya belirsiz eslesme veren suslarda yeniden

sekanslama ve tiir-spesifik dogrulama testleri uygulanmaistir.

Toplamda 85 sus (59 maya, 26 bakteri) koleksiyona yeniden tanimlama testleri ile
kazandirnlmigtir. Maya tiirlerinde Saccharomyces cerevisiae (38 sus), Metschnikowia
pulcherrima (8 sus), Wickerhamomyces anomalus (2 sus), Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii (2 sus) Priceomyces carsonii (3 sus), Naganishia uzbekistanensis (3 sus) ve
Hanseniaspora uvarum, Solicoccozyma aeria, Yarrowia lipolytica tiirlerine ait birer sus
olarak yer almistir. Maya suslarinda 4 adet Saccharomyces cerevisiae ve 1 adet
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii olmak lizere 5 adet sus referans olarak yer
almaktadir. Bakteri tlirlerinde Enterococcus faecalis (12 sus), Enterococcus faecium (3
sus) ve Limosilactobacillus fermentum, Lacticaseibacillus paracasei, Lactococcus lactis,
Pediococcus pentosaceus, Levilactibacillus brevis, Lacticaseibacillus rhamnosus,
Lactobacillus helveticus tiirlerine ait birer sus yer almistir. Bakteri tiirleri arasinda ST-
BODY-1 kodlu, Streptococcus thermophilus, LB-12 kodlu Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, nu-trish® LA-5® kodlu Lactobacillus acidophilus ve HNO19 kodlu
(HOWARU Bifido) Bifidobacterium animalis subsp. lactis suslarimin yaninda bu
calismada dizi analizi yapilan Lacticaseibacillus rhamnosus susu olmak iizere 5 adet

referans sus yer almaktadir.

HUFCC’de gergeklestirilen genetik polimorfizm analizleri, koleksiyonda yer alan maya
ve bakteri suslarinda tiirler aras1 ve tiir i¢i genetik ¢esitlilik diizeylerini ayrintili bigimde
ortaya koymustur. Maya suslarinin ¢ogu Ascomycota (n=30), geri kalan kismi ise
Basidiomycota (n=4) subesinde yer almistir. Filogenetik analiz sonuglari, tiirler arasi
iliskileri yiiksek dogrulukla yansitmis; ITS bolgesine ait dizilerle elde edilmis verilerin
degerlendirilmesi sonucu Saccharomyces cerevisiae (n=16) ve Priceomyces carsonii
(n=3) kisa dal uzunluklar1 ve yiiksek bootstrap degerleriyle genetik olarak homojen bir
yap1 sergiledigi gorlilmiistiir. Genetik polimorfizm analizinde S. cerevisiae’nin LSU
D1/D2 bolgesi yiiksek ayrim giicii (S = 50, Hd = 0,857, = = 0,07916; p-mesafe = 0,000—

0,370) ile one ¢ikarken, I'TS bolgesi daha sinirli varyasyon sunmustur.

Metschnikowia pulcherrima (n=8) filogenetik ve genetik polimorfizm analizi sonucunda
yiiksek haplotip c¢esitliligi (Hd = 1,000), indel varyasyonu ve tiir i¢i ¢esitlilikle dikkat
cekmis; Wickerhamomyces anomalus (n=2) ise tlir i¢i genetik cesitlilik potansiyeli
tasimistir. Naganishia uzbekistanensis, Hanseniaspora uvarum ve Solicoccozyma aeria,
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yiiksek uyumlu filogenetik konumlar1 ve 6zel fenotipik-genetik profilleri ile dikkat

¢ekmektedir.

Bakteri suslarinda, tiim suslar Bacillota subesi, Bacilli siifi ve Lactobacillales takimi
icinde yer almistir. Bu takim altinda ti¢ farkl aile (Lactobacillaceae, Enterococcaceae ve
Streptococcaceae) ve yedi tiir temsil edilmektedir. Filogenetik analizde Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium yliksek bootstrap (>0,90) ve kisa dal uzunluklariyla tiir
ict homojenlik sergilemistir. Polimorfizm verilerinde E. faecalis sinirl1 haplotip ¢esitliligi
(Hd = 0,318, = = 0,00078) ve diisiik p-mesafeler gostermis; E. faecium ise 6zdes 16S
rRNA dizileri ile homojen bir yap1 sergilemistir. Buna karsilik Pediococcus pentosaceus
ve Levilactibacillus brevis referanslara kiyasla anlamli genetik farklilik tasimis; 6zellikle
Pediococcus pentosaceus uzun dal uzunlugu ile belirgin ayrisma gostermistir.
Lactococcus lactis ise veri setindeki en yiiksek genetik uzakliklardan birine sahip olup

potansiyel varyant olasilig1 tasimaktadir.

Genel olarak, LSU bolgesi 6zellikle S. cerevisiae’da yliksek ¢oziiniirliik saglamis; ITS
bolgesi mayalarin ¢ogunda sinirli varyasyon sunarken, 16S rRNA bolgesi bakterilerde
diisiik varyasyonla birlikte taksonomik dogrulugu korumustur. Bu sonugclar,
koleksiyondaki tiirlerin hem filogenetik hem de genetik polimorfizm diizeylerinin

belirlenmesinde ¢cok bolgeli yaklagimin 6nemini ortaya koymustur.

Maya ve bakteri suslarinda gerceklestirilen liyofilizasyon islemleri sonucunda elde edilen
bulgulara gére maya suslarinda liyofilizasyon oncesi canli hiicre sayilar 7,11-8,08 log
kob/mL araliginda degismis, ortalama deger 7,72 log kob/mL olarak hesaplanmistir.
Liyofilizasyon sonrasinda canlilik belirgin sekilde azalmig (ortalama 7,38 log kob/mL),
30 giinlik depolama siiresi sonunda ise ortalama deger 7,45 log kob/mL olarak
korunmustur. Bu sonuglar, liyofilizasyonun maya suslarinda canlilik iizerinde énemli bir
kayba yol actigini, ancak depolama kosullarinda canlilifin genel olarak stabil kaldigini
gostermektedir. Bakteri suslarinda 30 giinliik depolama sonrasinda canli hiicre sayilari
8,86-9,69 log kob/mL, ortalama deger 8,72 log kob/mL ve standart sapma 0,25 log

kob/ml olarak hesaplanmuistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada koleksiyonda yer alan 59 maya susundan 55’ine ve 26 bakteri

susundan 25’ine ait toplamda 80 susa ait liyofilize kiiltiir elde edilmistir.



Calismanin en Onemli ciktilarindan biri, koleksiyonun tiim fenotipik, genotipik ve
saklama verilerinin yonetimi i¢in gelistirilen MySQL tabanl iligkisel veri tabani1 ve PHP
destekli web platformudur. Bu sistem; filtrelenebilir, aranabilir ve indirilebilir sus
belgeleri, meta veri ve analiz sonuglarinin pencerelerde goriintiilenmesi, PDF formatinda
standart referans materyal belgeleri, BLAST-MEGA—-TOL gibi biyoinformatik arag
entegrasyonlar1 ve giiclii giivenlik altyapisiyla donatilmistir. Veri tabani, Visual Studio
Code, XAMPP, phpMyAdmin, DBeaver ve FTP tabanli yonetim araglar1 kullanilarak
gelistirilmis; diizenli yedekleme ve HTTPS giivenlik protokolleri ile korunmaktadir.

HUFCC, 4 Temmuz 2025 itibartyla, WDCM No: 1325 ile World Data Centre for
Microorganisms agina kaydedilmis ve bdylece uluslararasi veri paylasim agina dahil
olmustur. Bu kayit, koleksiyonun kiiresel gorlniirliigiinii artirmig ve Tiirkiye nin
mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlar1 alanindaki is birligi kapasitesine stratejik katki

saglamistir.

Sonug olarak, bu calisma ile yerel mikrobiyel biyocesitliligin korunmasi, fenotipik—
molekiiler diizeyde tanimlanmasi, liyofilizasyon ile uzun siireli saklanmasi ve tiim bu
verilerin standartlagtirilarak ulusal-uluslararasi erisime sunulmasi ve bu konuda
laboratuvar 6lgekli bir kiiltiir koleksiyonu modeli olusturulmasi saglanmistir. Bu modelin,
Tiirkiye’nin kiiresel mikrobiyel kiiltiir koleksiyonu ag1 i¢indeki goriiniirliigiinii artirarak
bilimsel ve teknolojik is birliklerini giliclendirmesi beklenmektedir. HUFCC web

platformu hufcc.hacettepe.edu.tr adresinden erigime agiktir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyel biyogesitlilik, kiiltiir koleksiyonu, mikrobiyel koruma,

molekiiler tantmlama, dijital veri yonetimi
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Microbial culture collections constitute critical infrastructure for food safety,
biotechnology, industrial microbiology, and research activities. They play a key role in
the conservation and sustainable utilization of biological diversity. This thesis aimed at
the characterization of yeast and bacterial strains previously isolated and identified from
local microbial resources, their long-term preservation through lyophilization, and the
management of all resulting data within a standardized digital infrastructure that is
accessible at both national and international levels. The study was conducted within the
framework of the Hacettepe University Food Engineering Department FoodOmics
Laboratory Culture Collection (HUFCC), Hacettepe University, where a comprehensive
methodological framework was developed and presented as a model to ensure the

scientific and technical sustainability of the collection.

The yeast and bacterial strains included in the collection were revived in appropriate
culture media and subsequently subjected to morphological assessments (macroscopic
and microscopic examinations) as well as biochemical assays (glucose fermentation,
catalase test). For yeasts, only the ITS gene region was sequenced within the scope of this

study using bidirectional PCR, whereas sequence data for other gene regions such as LSU
vii



and RPB2 were obtained from previous research. In the case of bacteria, the 16S rRNA
gene region was amplified by bidirectional PCR and subjected to NCBI BLAST analyses
for species-level identification. Strains that remained unidentified or produced ambiguous
matches were further validated through resequencing and species-specific confirmation

tests.

In total, 85 strains (59 yeasts and 26 bacteria) were incorporated into the collection
through re-identification tests. Among the yeast species, the collection comprised
Saccharomyces cerevisiae (38 strains), Metschnikowia pulcherrima (8 strains),
Wickerhamomyces anomalus (2 strains), Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (2
strains), Priceomyces carsonii (3 strains), Naganishia uzbekistanensis (3 strains), and one
strain each of Hanseniaspora uvarum, Solicoccozyma aeria, and Yarrowia lipolytica. The
yeast strains included five reference isolates, namely four strains of Saccharomyces

cerevisiae and one strain of Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.

Within the bacterial species, Enterococcus faecalis (12 strains) and Enterococcus faecium
(3 strains) were represented, together with one strain each of Limosilactobacillus
fermentum, Lacticaseibacillus paracasei, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus,
Levilactibacillus brevis, Lacticaseibacillus rhamnosus, and Lactobacillus helveticus.
Among the bacterial species, five reference strains were included: Streptococcus
thermophilus (ST-BODY-1), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (LB-12),
Lactobacillus acidophilus (nu-trish® LA-5®), Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(HNO19, HOWARU Bifido), and the Lacticaseibacillus rhamnosus strain sequenced in
this study.

Genetic polymorphism analyses conducted within HUFCC revealed detailed patterns of
both interspecific and intraspecific genetic diversity among the yeast and bacterial strains
in the collection. The majority of yeast strains belonged to the phylum Ascomycota (n =
30), while the remaining strains were classified within Basidiomycota (n = 4).
Phylogenetic analysis accurately reflected interspecific relationships; evaluation of ITS
region sequences demonstrated that Saccharomyces cerevisiae (n = 16) and Priceomyces
carsonii (n = 3) exhibited genetically homogeneous structures, characterized by short
branch lengths and high bootstrap support values. In the genetic polymorphism analysis,
the LSU D1/D2 region of S. cerevisiae displayed high discriminatory power (S = 50, Hd
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=0.857,t=0.07916; p-distance = 0.000—0.370), whereas the ITS region provided a more

limited degree of variation.

As a result of phylogenetic and genetic polymorphism analyses, Metschnikowia
pulcherrima (n = 8) was characterized by high haplotype diversity (Hd = 1.000), indel
variation, and remarkable intraspecific diversity. Wickerhamomyces anomalus (n = 2)
also exhibited potential for intraspecific genetic diversity. Naganishia uzbekistanensis,
Hanseniaspora uvarum, and Solicoccozyma aeria were distinguished by their highly

consistent phylogenetic placements and unique phenotypic—genetic profiles.

In bacterial strains, all strains were classified within the phylum Bacillota, class Bacilli,
and order Lactobacillales. Within this order, three different families (Lactobacillaceae,
Enterococcaceae, and Streptococcaceae) and seven species were represented. In the
phylogenetic analysis, Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium exhibited
intraspecific homogeneity, supported by high bootstrap values (>0.90) and short branch
lengths. Polymorphism data revealed that E. faecalis displayed limited haplotype
diversity (Hd = 0.318, m = 0.00078) and low p-distances, whereas E. faecium showed a
homogeneous structure with identical 16S rRNA sequences. By contrast, Pediococcus
pentosaceus and Levilactibacillus brevis exhibited significant genetic divergence
compared to reference strains, with P. pentosaceus showing distinct separation due to its
long branch length. Lactococcus lactis demonstrated one of the highest genetic distances

within the dataset, suggesting the potential presence of a variant.

Overall, the LSU region provided high resolution particularly for S. cerevisiae, whereas
the ITS region exhibited limited variation in most yeasts. In bacteria, the 16S rRNA
region displayed low variation while maintaining taxonomic accuracy. These findings
highlight the importance of a multi-locus approach in elucidating both phylogenetic

relationships and genetic polymorphism levels of the strains within the collection.

According to the findings obtained from the lyophilization experiments performed on
yeast and bacterial strains, the viable cell counts of yeast strains prior to lyophilization
ranged between 7.11 and 8.08 log CFU/mL, with an average value of 7.72 log CFU/mL.
Following lyophilization, cell viability showed a pronounced decline (average 7.38 log
CFU/mL), whereas after 30 days of storage, the mean value was maintained at 7.45 log
CFU/mL. These results indicate that lyophilization caused a significant loss of viability

in yeast strains; however, viability remained generally stable under storage conditions. In
X



bacterial strains, viable cell counts after 30 days of storage ranged from 8.86 to 9.69 log
CFU/mL, with an average of 8.72 log CFU/mL and a standard deviation of 0.25 log
CFU/mL.

As a result, in this study, lyophilized cultures were successfully obtained for 55 out of
59 yeast strains and 25 out of 26 bacterial strains, corresponding to a total of 80 strains

preserved in the collection.

One of the most significant outputs of this study is the development of a MySQL-based
relational database and PHP-supported web platform for the management of all
phenotypic, genotypic, and preservation data of the collection. This system provides
filterable, searchable, and downloadable strain documents; display of metadata and
analysis results; standardized reference material documents in PDF format; integration
with bioinformatics tools such as BLAST, MEGA, and iTOL; and a robust security
infrastructure. The database was developed using Visual Studio Code, XAMPP,
phpMyAdmin, DBeaver, and FTP-based management tools, and is protected through
regular backups and HTTPS security protocols.

As of July 4, 2025, HUFCC has been registered in the World Data Centre for
Microorganisms (WDCM) network under the accession number WDCM No: 1325,
thereby becoming part of the international data-sharing infrastructure. This registration
has enhanced the global visibility of the collection and provided a strategic contribution

to Tiirkiye’s capacity for collaboration in the field of microbial culture collections.

In conclusion, this study ensured the conservation of local microbial biodiversity, its
characterization at both phenotypic and molecular levels, its long-term preservation
through lyophilization, and the standardization and dissemination of all related data via
national and international access. Furthermore, a laboratory-scale culture collection
model was established. This model is expected to enhance Turkey’s visibility within the
global network of microbial culture collections and to strengthen scientific and
technological collaborations. The HUFCC web platform is publicly accessible at

hufcc.hacettepe.edu.tr.

Keywords: Microbial biodiversity, culture collection, microbial preservation, molecular

identification, digital data management
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TESEKKUR

Lisans egitimimin baslarinda beni dinleyip bu yolda bana destek olan, bu konuda ¢alisma
sansini verip bana inanan ve giivenen, normalden uzun siiren ve ¢esitli problemlerin
yasandig1 yliksek lisans siirecinde anlayisi, yol gostericiligiyle bu noktaya gelmemdeki
paymi ifade edemeyecegim danigsmanim Sayin Prof Dr. Remziye YILMAZ’a tesekkiir

ederim.

Tez calismamin yiiriitiildiigii Hacettepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Béliimii’'ne ve Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii ile tez
calismasini FHD-2024-21308 numarali proje ile destekleyen Hacettepe Universitesi

Bilimsel Aragtirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.

Tez jiiri iiyeleri Boliim Baskanimiz Sayin Prof. Dr. Ali TOPCU ve Sayin Dog. Dr. Ozge
KAHRAMAN ILIKAN’a degerli degerlendirme ve katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Tez siirecinde, mikrobiyoloji uygulamalarinda laboratuvar ¢aligmalarimda bana yardimci

olan Uz. Meltem YILDIRIM’a tesekkiir ederim.

Calismamin biyoinformatik analiz kismindaki destekleri i¢in BMLabosis BM Lab. Sist.
Ltd. Sti. firmasma ve Humen CEBBARI’ye ve liyofilizasyon isleminde destekleri igin
Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUNITEK)’e

tesekkiir ederim.

FoodOmics Laboratuvari’nin kiiltiir koleksiyonunun bugiinkii haline gelmesinde katkilar1
bulunan Mithat KURBAN, Sena CAKIR, ipek Ceren YESILDAG ve Beyza
SAYMAN’a; tez calismam siiresince bana yardimci olan ve kiiltiir koleksiyonumuza
katki saglayan laboratuvardaki c¢alisma arkadaslarim Elif Bircan MUYANLI, Zeynep
Gorkem CERIT, Alara KANICI ve Asude CELIK e tesekkiir ederim. Bu isin bu noktaya

gelmesinde onlarin destegi benim i¢in ¢ok kiymetli.

Bu uzun ve zorlu yiiksek lisans siirecinde destekleri, varliklartyla yanimda olan ve devam
etmem konusunda paha bicilemez desteklerinden otiirii babam Hasan Basri CAGLAR,
annem Selma CAGLAR, abim Yigit Ozan CAGLAR, ablam Kiibra SAHIN CAGLAR
ve kendisi aramiza katilali bir yi1l olmasa da hayatimda onemli bir yeri olan minik
yegenim Gokce CAGLAR’a tesekkiir ederim.

Nejat Furkan CAGLAR  Eyliil 2025, Ankara
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1.GIRIS

Dogal kaynaklarin hizla tiiketilmesi ve kiiresel iklim degisikligi, toprak bozulumu ile
cevre kirliligine baglh olarak ortaya cikan c¢evresel sorunlar; tarimsal iirlinlerin
stirdiiriilebilir liretimini ve insan saghigini ciddi sekilde tehdit etmektedir. Bu baglamda,
glinimiizde karsi karsitya kalinan biiyiik 6lgekli  sorunlarin  ¢dziimiinde
mikroorganizmalar temel kaynaklardan biri olarak degerlendirilmelidir. Son elli yil
icerisinde mikroorganizmalar; saglik, tarim, gida isleme ve atik yonetimi gibi alanlardaki
temel problemlerin ¢6zlimiinde etkin bir sekilde kullanilmis ve bu alanlarda cesitli

uygulamalar gelistirilmistir [1].

Biyogesitlilik, insan toplumunun hayatta kalmasi ve gelisiminin temel tas1 olup ekolojik
medeniyet diizeyinin Onemli gostergelerinden biridir. Ulusal bir strateji olarak

biyogesitliligin korunmasi, insan sagligi1 ve refahi ile dogrudan iliskilidir [2].

Biyogesitliligin korunmasi, yalnizca ekosistem dengesi acisindan degil, ayn1 zamanda
gida giivenligi, siirdiiriilebilir tarim ve biyoteknolojik yenilikler i¢in de stratejik bir 6neme
sahiptir. Bu baglamda, Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi (CBD), biyogesitliligin hem dogal
ortaminda (in situ) hem de dogal ortami disinda (ex situ) korunmasinin gerekliligini
vurgulamaktadir. S6zlesme, Biyolojik Kaynak Merkezleri (BKM)’ni, biyogesitliligin ex
situ koruyuculart arasinda oncelikli yapilar olarak tanimlamaktadir. CBD’ye gore
biyolojik kaynaklar; genetik kaynaklar, organizmalar veya bunlarin herhangi bir parcasi,
popiilasyonlar ya da ekosistemlerin, insanlik agisindan giincel veya potansiyel degere

sahip diger biyotik bilesenleri kapsamaktadir [3, 4].

BKM’ler, kiiltiirlenebilir organizma koleksiyonlarini1 (mikroorganizmalar, bitki, hayvan
ve insan hiicreleri gibi), bunlarin ¢ogaltilabilir pargalarini (6rnegin genomlar, plazmidler,
viriisler, cDNA’lar), yasayan ancak heniiz kiiltiirlenemeyen organizma hiicre ve
dokularini, ayrica bu biyolojik materyallerle ilgili molekiiler, fizyolojik ve yapisal veriler
ile biyoinformatik bilgileri i¢eren veri tabanlarini barindirir [3, 4]. Bu yoniiyle BKM’ler,
yalnmizca biyolojik materyallerin muhafaza edildigi pasif depolama alanlar1 degil; aym
zamanda bu materyallerin dogrulama, standardizasyon ve uluslararas1t mevzuata uygun

olarak aragtirmacilara sunulmasini saglayan aktif bilimsel merkezlerdir.



Biyolojik Kaynak Merkezleri, kapsamli bir arastirma ve hizmet altyapisini temsil
ederken; bu altyapimnin 6nemli bilesenlerinden biri olan kiiltiir koleksiyonlari,
ozellikle mikroorganizmalar basta olmak iizere koruma altina alinan
biyogesitliligin somut bir ifadesidir. Baska bir deyisle, kiiltiir koleksiyonlar
BKM’lerin mikrobiyel g¢esitlilife odaklanan ve bu c¢esitliligin uzun vadeli

korunmasini saglayan alt sistemleridir.

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlari, viral arsivler, herbaryumlar, botanik bahgeleri,
hayvanat bahgeleri ve bitki-hayvan genetik kaynak bankalari, biyogesitliligin ex
situ korunmasinda kritik rol tistlenmektedir. Bu koleksiyonlar, saglik, cevre, tarim
ve sanayi gibi farkli alanlarda bilimsel ve teknolojik gelismeleri destekleyen

degerli kaynaklardir [5].

Kiiltiir koleksiyonlari, canli mikroorganizmalarin uzun vadeli korunmasini ve
aragtirma amactyla erisime sunulmasini saglayarak biyolojik c¢esitliligin
stirdiiriilebilir kullaniminda stratejik bir rol {istlenir. Bu koleksiyonlar, ticari iiriin
gelistirme ve biyoteknolojik yeniliklerde genetik kaynak olarak da

degerlendirilebilir.

Biyolojik ¢esitliligin korunmasi, siirdiiriilebilir kullanimi1 ve genetik kaynaklardan
elde edilen faydalarin adil paylasimi, 1993 yilinda yiiriirliige giren Biyolojik
Cesitlilik Sozlesmesi (CBD) ile uluslararasi dlgekte gilivence altina alinmustir.
Ancak, sOzlesmede erisim ve is birligi silireclerine dair ayrintili hiikiimler
bulunmadigindan, 2002’de kabul edilen Bonn Rehberi ile 6n bilgilendirilmis
onam ve karsilikli mutabakata dayali sartlar kavramlar1 tanimlanarak Erisim ve
Faydalarin Paylagimi (ABS) sisteminin ilk ¢ergevesi olusturulmustur. Bu sistem,
genetik kaynaklarin kullanimina iligkin haklarin netlestirilmesi ve elde edilen
faydalarin adil bigcimde paylasilmasi agisindan 6nemli bir adim olmustur. 2014°te
yirlirliige giren Nagoya Protokolii, ABS konusundaki uluslararasi diizenlemeleri
daha ileriye tastyarak teknoloji transferi, fayda paylasimi ilkeleri, ulusal mevzuata
uyum ve yerel otoriteler lizerinden yiiriitiilecek izin siire¢lerini kapsamli sekilde

tanimlamistir [6].

Avrupa genelinde bu alandaki en 6nemli yapilanmalardan biri, 2018’de ERIC
statiisli icin bagvuran MIRRI (Microbial Resource Research Infrastructure)’dir.

On Avrupa iilkesinden 50’den fazla mikrobiyel Biyolojik Kaynak Merkezi, kiiltiir
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koleksiyonu ve arastirma enstitiisiinii tek c¢at1 altinda toplamay1 hedefleyen bu
yapi; yonetimsel islevleri ylriiten Merkezi Koordinasyon Birimi (CCU) ve iilke
kosullarina gore sekillenen Ulusal Diigiimler (NN) ile faaliyet gostermektedir [7,
8]. Avrupa’daki bir diger dnemli ag ise, iiyeleri arasinda bilgi paylagimi, ortak
projeler ve standart gelistirme konularinda is birligi saglayan ECCO (European
Culture Collections’ Organisation)’dur. ECCO, Kkiiltiir koleksiyonlarinin
uluslararasi standartlara uyumunu tesvik ederek hem bilimsel hem de endiistriyel

uygulamalarda giivenilirlik ve goriiniirliik kazandirmaktadir [9].

Kiiltiir koleksiyonlarinin etkin ve giivenilir sekilde isletilebilmesi i¢in uluslararasi
standartlara uyum kritik 6neme sahiptir. ISO 9001 (Kalite Yonetim Sistemi), ISO
20387 (Biyobankacilik: Genel Gereksinimler), ISO 24088-1
(Mikroorganizmalarin Biobankaciligt — Bakteri/Arke) ve ISO 21710 (Veri
Yonetimi) gibi standartlar; kalite giivencesinden veri biitlinliigline, saklama ve
geri kazanim kosullarindan biyoemniyete kadar genis bir cercevede koleksiyon

yonetimine rehberlik etmektedir [10-15].

Diinya genelinde Oncii 6rnekler arasinda yer alan DSMZ (Almanya) ve ATCC
(ABD), on binlerce bakteri, mantar, hiicre dizisi ve DNA 0Ornegini yiiksek
standartlarda muhafaza etmekte ve wuluslararasi arastirma topluluklarina
sunmaktadir. WDCM (World Data Centre for Microorganisms) verilerine gore,
2025 yili itibartyla 80 iilke ve bolgeden toplam 866 kiiltiir koleksiyonu kayitlidir
ve bu koleksiyonlar 4,12 milyon mikrobiyel sus barindirmaktadir. En fazla sus
bulunduran iilkeler arasinda Cin, Japonya, ABD, Kore ve Almanya ilk siralarda

yer almaktadir [16, 17].

Tirkiye’de ise WDCM veritabanina kayith 17 kiiltiir koleksiyonu bulunmaktadir.
Bu koleksiyonlar {iniversiteler, arastirma merkezleri ve ulusal tip kiiltiir
koleksiyonlar1 biinyesinde faaliyet gostermekte olup, bakteri, aktinomiset,
mikroalg ve hiicre kiiltiirleri gibi farklt mikrobiyel gruplara odaklanmaktadir.

Toplam kayith sus sayis1 yaklagik 10.400°diir [17].

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlar1, biyogiivenlik, veri yonetimi, yasal uyumluluk
(Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi, Nagoya Protokolii), kalite yonetim sistemleri
(6r. ISO 9001, ISO 24088-1), FAIR veri ilkelerine uygun dijital altyapi, nitelikli

personel, teknik kapasite ve finansal siirdiiriilebilirlik gibi ¢ok boyutlu
3



gereklilikleri karsilayan arastirma altyapilaridir. Bu altyapilarin  etkin ve
strdiiriilebilir bi¢cimde isletilebilmesi i¢cin kurumsal yap1 (uzun vadeli destek
taahhtidii olan kamu/6zel kurum c¢atisi), amag ve strateji (hizmet kapsami ve
hedeflerle uyumlu planlama), finansman (gilivenilir ve siirdiiriilebilir kaynaklar) ,
altyap1 ve donanim (kalite kontrol ve arastirma i¢in gerekli laboratuvar alani ve
ekipman), koleksiyon igerigi (yerel genetik kaynaklarin ve biyogiivenlik
kurallarinin gozetilmesi) ve personel (koruma, taksonomi, kalite kontrol gibi
alanlarda yetkin, siirekli egitimli kadro) olmak {iizere alti temel unsurun
karsilanmasi gereklidir. Ancak kiigiik 6lgekli koleksiyonlar, sinirli personel ve
biitce nedeniyle akreditasyon, ekipman kalibrasyonu, ¢evresel izleme ve yontem
dogrulama gibi siiregleri uygulamakta zorlanmakta; siirdiiriilebilir biiyiime ve
gelir artis1 ancak dig fon destegi ve etkin kalite yonetim sistemlerinin hayata

gecirilmesiyle miimkiin olmaktadir [5, 6, 18, 19].

Mikrobiyel ¢esitliligin korunmasinda {i¢ temel strateji uygulanmaktadir [20]:
yerinde koruma (in situ), mikroorganizmalarin dogal ekosistemlerinde
stirdiiriilebilir bicimde varligint korumasini saglar ve CBD tarafindan en uygun
yontem olarak tanimlanir [21]; dis ortamda koruma (ex situ), mikroorganizmalarin
kiiltiir koleksiyonlarinda yapay kosullarda depolanmasi ve ¢ogaltilmasi yoluyla
gergeklestirilir; fabrika i¢i koruma (in factory) ise endiistriyel tiretim siireclerinde

biyoteknolojik 6neme sahip suslarin siirekli hazir bulundurulmasini hedefler.

Kiiltiir koleksiyonlarinda uzun siireli muhafaza i¢in en yaygin yontemler arasinda
dondurarak kurutma (liyofilizasyon) ve kriyojenik koruma (gliserol stok) yer alir.
Liyofilizasyon, suslarin fenotipik ve genetik 6zelliklerini koruyarak 15 yil ve
iizeri siireyle saklanmasina olanak tanirken; gliserol stok yontemi, —80 °C’de buz
kristallerinin hiicre zarina verdigi hasari azaltarak yiiksek canlilik orani saglar. Bu
yontemlerde kullanilan koruyucu bilesenlerin (kriyoprotektanlar, stabilizatorler
vb.) secimi ile canlilik, saflik ve genetik stabilite gibi kalite kontrol parametreleri,
uzun vadeli basar1 ve giivenilirlik agisindan kritik 6neme sahiptir. Diinya
genelinde ATCC, DSMZ, LMG gibi 6nde gelen Kkiiltiir koleksiyonlar1 bu
yaklasimlari standart olarak uygulamaktadir [20, 22].

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlarinin yonetiminde veri tabanlari, artik yalnizca

kayit tutma araglar1 degil; stirdiiriilebilirlik, izlenebilirlik ve is birliginin temel
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bilesenleridir. Genomik sekanslama ve c¢ok katmanli “omik” yaklagimlarinin
yayginlagsmasiyla veri hacmi eksponansiyel olarak artmakta; bu durum veri kaybi,
maliyetli tekrar deneyler ve sistemler aras1 uyumsuzluk gibi sorunlar1 beraberinde
getirmektedir. ISO/TC 276’nin 2024°te yayimladigi standart, nBKM’lerde asgari
veri alanlari, dogrulama akislar1 ve yaym formatlarini tanimlayarak altyapilar
arasinda birlikte ¢alisabilirligi, veri izlenebilirligini ve hem insan hem de makine

tarafindan okunabilir rapor tiretimini hedeflemektedir [23, 24].

Bu kapsamda, mikrobiyel veri ekosistemi; sekiz temel unsurdan olusan biitiinlesik
bir yapidir. Dijital katalog ihtiyaci, aragtirmacilara taksonomi, izolasyon kaynagi
ve fonksiyonel oOzellikler gibi bilgileri tek noktadan sunarak veri erisimini
kolaylastirir. Dijitallesme ag1g1, diinya genelinde koleksiyonlarin yarisindan
fazlasinda hala eksik olan g¢evrimigi kataloglarin dnemini ortaya koyar. FAIR
ilkeleri (Findable, Accessible, Interoperable, Reusable), verinin standart
formatlarda bulunabilir, erisilebilir, uyumlu ve yeniden kullanilabilir olmasini
saglar. LIMS y6netimi, numune kabuliinden raporlamaya kadar tiim siirecin dijital
izlenebilirligini sunar. Veri madenciligi, koleksiyon verilerinden istatistiksel ve
yapay zeka destekli analizlerle anlamli sonuglar ¢ikarilmasina imkan verir.
Verilerin toplanmasi ve kiiratorliik, bilgilerin standart formlarla eksiksiz ve
dogrulanmis sekilde kaydedilmesini saglar. Veri tabani tasarimi ve mimarisi,
iligkisel ve belge tabanli yapilarin birlikte kullanilmasiyla giivenli ve
Olceklenebilir bir altyapt sunar. Web arayiizii ise kullanici dostu tasarimiyla

verinin arama, filtreleme ve gorsellestirme islemlerini kolaylastirir [7, 18, 25-29].

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonu olusturulmasinda tiir diizeyinde biitiinciil
tanimlama asamasi, stok kiiltiirlerin canlandirilmasiyla baslayip saflagtirma,
fenotipik ve molekiiler karakterizasyon, DNA izolasyonu, primer spesifik PCR,
dizi analizi, BLAST sorgulamasi ve filogenetik—polimorfizm degerlendirmeleri
ile tamamlanmaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, tiir diizeyinde tanimlamada

tercih edilen is akist Sekil 1.1°de verilmistir.



Stok kiiltiirlerinin yeniden Kat1 Besiyerinde Izolatn MALDI-TOF MS, biyokimyasal
canlandinlmas: ve gelistirilmesi Biylimesi ve Saflik Kontroli testler ve morfolojik analizler

N -

Sanger Dizileme ve Dizi Hizalama Bakteri izolatlar igin 27F-1492R Izolatlardan DNA izolasyonu ve
primerleri ve maya izolatlar igin ITSI- DNA kalitesinin belirlenmesi
ITS4 primerleri ile PCR amplifikasyonu

o

NCBI tiir tammlama Verilerin ve sonuglarin

Tek nikleotid polimorfizmi ve genetik degerlendirilmesi

yakinhga gore sus dizilerinin
dendrogram, genetik polimorfizm ve
SNP matrisiyle degerlendirilmesi

Sekil 1.1. Tiir diizeyinde mikrobiyel tanimlama siirecinin akis semasi

Sekil 1.1.’de deneysel tasarimi verilen ¢alismanin amaci, Tiirkiye’nin zengin mikrobiyel
biyogesitliligini laboratuvar 0Olgeginde siirdiiriilebilir bir kiiltiir koleksiyonu ve
biitiinlesmis dijital veri tabani aracilifiyla koruyarak, standardize edilmis, erisilebilir ve

uluslararasi dl¢ekte taninirligi olan bir model gelistirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyolojik Kaynak Merkezleri

Biyolojik kaynaklarin korunmasinin 6nemi, Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi (CBD)
kapsaminda vurgulanmakta olup bu sézlesme Biyolojik Kaynak Merkezleri (BKM)'nin,
biyogesitliligin ex situ (dogal ortami disinda) koruyuculart olarak 6nemine dikkat
cekmektedir. CBD’ye gore biyolojik kaynaklar; genetik kaynaklar, organizmalar veya
bunlarin herhangi bir parcasi, popiilasyonlar ya da ekosistemlerin, insanlik agisindan
giincel veya potansiyel degere sahip diger herhangi bir biyotik bileseni seklinde
tanimlanmaktadir. BKM'ler, kiiltiirlenebilir organizma koleksiyonlarini (yasamin dort
alani: mikroorganizmalar, bitki, hayvan ve insan hiicreleri), bunlarin g¢ogaltilabilir
kisimlarini (6rnegin genomlar, plazmidler, viriisler, cDNA'lar), yasayan ancak heniiz
kiiltiirlenemeyen organizma hiicrelerini ve dokularini ve ayrica bu koleksiyonlarla ilgili
molekiiler, fizyolojik ve yapisal bilgileri ve ilgili biyoenformatikleri igeren veri

tabanlarini igerir [3, 4].

Mikrobiyel kiltiir koleksiyonlari, viral arsivler, herbaryumlar, botanik bahgeleri,
hayvanat bahgeleri ve ex sifu bitki ve hayvan genetik kaynak koleksiyonlari,
biyocesitliligin  korunmasina katki saglamaktadir. Ayrica, biyolojik cesitliligin
korunmasina 6nemli dlclide katkida bulunan ve saglik, ¢evre, tarim isletmeleriyle sanayi
gibi gesitli sektorler icin kiymetli varliklar olarak hizmet veren vazgegilmezdir [S]. Bunun
yani sira siralanan cesitli arastirma alanlarinda faaliyet gosteririrler; biyogesitlilik
caligmalari, yeni biyomolekiillerin kesfi, ekosistem isleyisi ve restorasyonu, biyosensor
gelistirme, petrol rezervuarlarindan verim artirimi, bitki ve toprak sagliginin

tyilestirilmesi, insan saglig1 gibi [1].
2.1.1. Mikrobiyel Kiiltiir Koleksiyonlari: Tarih¢ce ve Genel Cerceve

Mikrobiyel ¢esitliligin kesfi ve kontrollii kosullarda korunmasi, modern mikrobiyolojinin
dogusuna oOnciiliik eden en biiylik bilimsel atilimlardan biri olmustur. Bu atilimin
temelleri, 19. yiizyilin sonlarinda mikrobiyel saf kiiltiir izolasyon tekniklerinin
gelistirilmesiyle atilmistir. 1878 yilinda Britanyali cerrah Joseph Lister ve 1881 yilinda
Alman hekim ve mikrobiyolog Robert Koch, saf kiiltiirlerin elde edilmesine yonelik ilk

tanimlamalar1 yaparak mikrobiyel calismalarda yeni bir donemi baslatmislardir. Bu



gelismelerin arkasinda, mikroorganizmalar lizerine yaptig1 ¢1g1r agici ¢alismalarla taninan

Fransiz kimyager Louis Pasteur’iin katkilar1 da biiyiik rol oynamistir [30].

Bu bilimsel birikimin {izerine insa edilen ilk mikrobiyel kiiltiir koleksiyonu, 1890 yilinda
Prag Alman Universitesi'nde Profesdr Krél tarafindan kurulmus; ilk sus katalogu ise 1900
yilinda yayimlanmistir. Bu koleksiyon, sadece mikrobiyel suslarin korunmasimi degil,
aynt zamanda arastirma ve endistriyel kullanim ig¢in erisilebilir hale getirilmesini

saglayarak glinlimiiz kiiltiir koleksiyonlarmin temelini olusturmustur [31].

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlar1 tarafindan sunulan tiim hizmetlerin kalitesinin
korunmasi ve yaygilastirllmasinin saglanmasina yonelik belirli gereklilikler dort

kategoride Sekil 2.1.' de verilmistir [25].

Dokiimantasyon Suslarm tanimlanmasi Uygulanabilirlik
ve dzgiinliigiinin takibi
Kiiltiir tedarik dogrulanmas:
standartlan

Sus dzelliklerinin Biiyiime kosullarinin Bilyiime kosullarinin

Basih ve gevrim ici stabilitesi standardizasyonu kontrolii

kataloglar

Tamtim ve Standardize edilmis
bilgilendirme koruma protokolleri

Bakim ve giivenlik Personel ve egitim

Sekil 2.1. Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlarimin kurulmasi ve siirdiiriilebilirligi i¢in
kategori ve gereklilikler: (A) Mikrobiyel kiiltiirlerin karakterizasyonu ve 0zgiinliik
dogrulamasi; (B) Protokollerin  olusturulmasi; (C) Bilgi ve kaynaklarin

yayginlastirilmast; (D) Politika ve standartlar [25, 32]

Uluslararasi bir Kalite Yonetim Sistemi’ne (KYS) uygun ¢alisan ve Ekonomik Kalkinma
ve Is birligi Orgiitii (OECD) tarafindan yayimlanan Biyolojik Kaynaklarin Korunmasina
Yénelik En lyi Uygulama Rehberleri’ni takip eden kiiltiir koleksiyonlar1 (KK’ler),
mikrobiyel Biyolojik Kaynak Merkezi (mBKM) statiisii kazanmaktadir.



Biyolojik Kaynak Merkezleri (BKM), biyolojik materyallerin ve bu materyallere iligkin
bilgilerin korunmasi, yonetimi ve arastirmacilara ulastirilmast amaciyla olusturulan
kurumsal yapilardir. Bu merkezler; mikroorganizmalar, bitki-hayvan-insan hiicreleri,
genomlar, plazmitler, viriisler, cDNA'lar gibi kiiltlirlenebilir ve kiiltiirlenemeyen
biyolojik materyallerin yani sira, bu kaynaklara iligkin molekiiler ve biyoinformatik
verileri de igeren genis kapsamli koleksiyonlardir. Sekil 2.2.’de hizmet kapsamin1 deger

yaratma zinciri baglaminda ele alan akis semasi verilmistir [31] .
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Sekil 2.2. mBKM 'lerde izolatlarin eldesinden uygulamaya kadar deger yaratma zinciri

[31]

1999 Tokyo Calistayi’nda gelistirilen BKM kavram, klasik kiiltiir koleksiyonlarinin
Otesine gegerek, modern yasam bilimleri ve biyoteknoloji altyapisinin temel bir bileseni
haline gelmistir. Ancak, bu merkezlerin yalnizca ¢ok az1 bakteriyel, fungal, bitkisel ve
hayvansal hiicreler dahil olmak T{izere genis ¢esitlilikte organizmaya erigim

saglayabilmektedir.

BKM’lerin karsilastigi baslica zorluklar arasinda; genomik gelismelerin hizina ayak

uydurma, biyogesitliligi koruma cabalari, kalite giivencesi gereklilikleri, finansal



stirdiiriilebilirlik ve biyolojik kaynaklara erisimdeki yasal/etik kisitlamalar yer

almaktadir.

Sonug olarak, biyolojik kaynaklara yonelik artan kiiresel talep karsisinda, BKM’lerin
sayist ve kalitesinin artirilmasi, yasam bilimlerindeki arastirma ve inovasyon slirecleri

icin kritik 6neme sahiptir [31].

Aragtirma ¢iktilarinin tiim bilim camiasina agik hale getirilmesi hedefi dogrultusunda,
kiiltlir koleksiyonlar1 ve biyolojik kiiltiir merkezleri, bilimsel materyal temini agisindan
birer A¢ik Bilim merkezleri olarak degerlendirilebilir [18]. Bu baglamda, s6z konusu
yapilar yalnizca kaynak saglayic1 degil, ayn1 zamanda yasal uygunlugun giivencesini
saglayan yapilardir. Clinkli dagitimi yapilan mikrobiyel suslarin, Nagoya Protokolii gibi
uluslararas1 diizenlemelere ve evrensel biyogiivenlik ve biyoemniyet protokollerine

uygun olmasi zorunludur.

Bu biyolojik materyallere erisimin saglanmast; yeni ¢aligsmalarin tegvik edilmesi, bilimsel
kesiflerin  kolaylastirilmas1 ve deneysel sonuglarin  dogrulanabilirliginin = ve
tekrarlanabilirliginin giivence altina alinmasi anlamina gelmektedir. Kamuya acik kiiltiir
koleksiyonlarinda depolanan suslarla iligkili yayimlarin artan atif sayilari, biyolojik
materyallere erisimin bilimsel yetkinliklerin gelisimi tizerindeki olumlu etkisini agikg¢a

gostermektedir [17].

Sonug olarak, kiiltiir koleksiyonlart ve mBKM’ler, mikrobiyel ¢esitliligin korunmasi,
biyoteknolojik arastirmalarin desteklenmesi ve siirdiiriilebilir bir biyoekonominin

insasinda gelecekte daha da kritik rol oynayacak merkezlerdir [18].

2.1.2. Diinya’da Mikrobiyel Kiiltiir Koleksiyonlariyla ilgili Yapilanmalar

Kiiltiir koleksiyonlarina dayali is birlikleri, canli mikroorganizmalarin kullanilmasi
nedeniyle diger is birliklerinden ayrilir. Bu kiiltiirler, ticari iiriin gelistirme ya da patent
basvurularinda genetik kaynak olarak kullanilabilir. Bu baglamda Budapeste Antlagmasi,
mikroorganizmalarin patent siireglerinde uluslararasi diizeyde taninmasini ve depolama

hakkinin sahibinin fikri miilkiyet haklarinin korunmasini saglayan ilk yapilanmadir.
1993 yilinda yiirtirliige giren Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi (CBD), biyolojik ¢esitliligin
korunmasini, siirdiiriilebilir kullanimin1 ve genetik kaynaklardan elde edilen faydalarin

adil paylasimini hedefleyen 6nemli bir kilometre tasidir. Ancak, is birligi siire¢lerine

iliskin detaylar sozlesmede agikca belirtilmemistir.
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Bu eksikligi gidermek tizere 2002’de kabul edilen Bonn Rehberi, 6n bilgilendirilmis
onam (PIC) ve karsilikli mutabakata dayali sartlar (MAT) kavramlarini tanimlayarak,
Erisim ve Faydalarin Paylasimi (ABS) sisteminin ilk ¢ergevesini olugturmustur. Parasal

ve parasal olmayan faydalarin paylasimi da bu belgede ilk kez vurgulanmstir.

Nagoya Protokolii, 2014 yilinda kabul edilerek ABS konusundaki uluslararasi
diizenlemeleri daha da ileri tasimistir. Protokol, ulusal temas noktalar1 {izerinden
stireclerin baslatilmasini, yerel mevzuata uygunlugu, teknoloji transferini ve fayda

paylasimi ilkelerini kapsamli sekilde tanimlamaktadir.

Nagoya Protokolii’niin kabuliinden sonra, arastirmacilarin genetik kaynaklar kullanirken

yasal sorumluluklarini bilmeleri daha da 6nemli hale gelmistir [6].

Avrupa geneli bir yapilanmaya 6rnek olarak, Kasim 2018’de, MIRRI (Microbial
Resource Research Infrastructure), mikrobiyel Biyolojik Kaynak Merkezlerini (mBKM)
tek bir yasal cati altinda birlestirmek amaciyla Avrupa Birligi destekli bir Avrupa
Aragtirma Altyapist Konsorsiyumu (ERIC) statiisii i¢cin basvuruda bulunmasi verilebilir.
Bu yeni yapi, mutabakat zapti imzalamis on Avrupa iilkesinden (Belgika, Fransa,
Yunanistan, Italya, Letonya, Polonya, Portekiz, Rusya, Ispanya ve Hollanda)
olusmaktadir. Kurucu iiyeler arasinda Belgika, Fransa, Letonya, Portekiz ve Ispanya yer
alirken; Yunanistan, Italya, Hollanda ve Polonya aday iiye, Romanya ise gdzlemci iilke

konumundadir.

MIRRI-ERIC, bu iilkelerde faaliyet gosteren 50'den fazla mikrobiyel alanli Biyolojik
Kaynak Merkezi (mBRC), kiiltiir koleksiyonu ve arastirma enstitiisiinii bir araya
getirmektedir. Yapilanma kapsaminda, yonetimsel islevleri yiirlitecek olan Merkezi
Koordinasyon Birimi (CCU) i¢in mali destegin iiye iilkeler tarafindan saglanmasi
beklenmektedir. Ayrica her tlilkenin, kendi ulusal arastirma topluluguna hizmet vermek
amaciyla birer Ulusal Diigiim (NN) kurmasi1 6ngoriilmektedir. CCU’nun islevleri Avrupa
diizeyinde agik bicimde tanimlanmisken, NN’ler esnek yapisiyla her iilkenin kosullarina

gore sekillenebilmektedir [7, 8].

Diinya genelinde kiiltlir koleksiyonu kurulmasi ve yonetimiyle ilgili ISO standartlar

Cizelge 2.1.’te verilmistir.
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Cizelge 2.1. Ilgili ISO standartlari

Sistemleri Denetim Rehberi

saglamak icin genel bilgiler igerir.

Standart Kiiltiir Koleksiyonlariyla Dogrudan flgisi | Kaynaklar
Koleksiyon genelinde talep ve saklama
ISO 9001 — Kalite Yo6netim stire¢leri, risk temelli diisiinme ve siirekli [10]
Sistemi iyilestirme ¢ergevesi olusturur; pek cok KK,
ISO 9001’1 “semsiye” KYS olarak uygular.
Mikrobiyel materyal ve veri biitiinligi,
ISO 20387 — Biyobankacilik: tarafsizlik ve yetkinlik i¢in akreditasyon (1]
Genel Gereksinimler kilavuzu; KK’lerin mBKM statiisii kazanmasi
icin temel referanstir.
1SO 24088-1 ISO 20387’ye ek Qlarak bakterile'r ve arkeler
. . icin saklama, geri kazanim ve biyoemniyet
Mikroorganizmalarin e [11]
Biobankacilig (Bakteri/Arke) ko;ullar}nl tvammlgr,. t1[3 suslarin k?runmam ve
giivenli dagitimi i¢in 6zel prosediirler sunar.
ISO 21710 — Veri Yonetimi Sus meta-verisinin tutarli formatta tutulmasi,
(Mikrobiyel Kaynak yaymlanmasi ve kalite kontrol akislarini [24]
Merkezleri) tanimlar; WDCM entegrasyonunu kolaylastirir.
ISO 17034 — Referans “Tip sus veya DNA standard}’ﬁreten‘KK’I'e.rir'l
Materyal Ureticileri sertlﬁkal.l referan.s.materyal §unab11m651 1¢in [12]
teknik yeterlilik ¢ergevesi olusturur.
Saklama/isleme protokollerinin “amag-uygun”
ISO 21899 — Islem Yontemi oldugunu kanitlama (6rn. kriyoprotektan [13]
Dogrulamasi (Biyobankalar) optimizasyonu) — validasyon & verifikasyon
adimlart igerir.
KK biinyesindeki tanimlama veya kalite
ISO/IEC 17025 - kontrol laboratuvarlarinin (16S/ITS [12]
Laboratuvar Yeterliligi sekanslama, MALDI-TOF, biyokimya) analitik
dogrulugunu belgelendirir.
ISO 14001 & 14004 — Cevre S1v1 azot, en'erji. tﬁkftimﬁ, gt{k nutrient' agar vb.
Yénetimi & Rehberi cevresel etkilerin yoneqmm? s‘tandard1ze eder; [14]
14004 uygulama tekniklerini detaylandirir.
. ISO 9001/20387/14001 biitiinlesmis KYS
150 19011 = Yonetim denetimlerini planlamak ve denetgi yetkinligi [15]

Diinya genelinde bazi kiiltiir koleksiyonu yapilanmalariyla ilgili O6rnekler asagida

verilmistir. DSMZ (Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu) ve ATCC

(Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu), diinya c¢apinda en kapsamli biyolojik kaynak

merkezleri arasinda yer almaktadir.

DSMZ, yaklasik 85.000 biyolojik materyal i¢ceren koleksiyonunda; 38.300 bakteri, 9.100

mantar susu, 930 insan ve hayvan hiicre dizisi, 910 bitki viriisii ve antiserumu, 1.200

bakteriyofaj ve 21.000 bakteri genomik DNA 06rnegini barindirmaktadir. Koleksiyona

kabul edilen tiim materyaller kapsamli kalite kontrollerinden geg¢irilmekte, fizyolojik ve

molekiiler diizeyde karakterize edilmekte ve ayrintili tanimlayict bilgilerle birlikte

sunulmaktadir.ilgili kataloga https://www.dsmz.de/collection/ adresinden ulasilabilir.
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ATCC, 1925 yilinda geleneksel bir kiiltiir koleksiyonu olarak kurulmus; bugiin ISO
standartlariyla desteklenen bir kalite yonetim sistemiyle, yasam bilimleri ve biyoteknoloji
alaninda 6nemli bir biyolojik kaynak merkezine donligmiistiir. Diinyanin en genis ve
cesitli insan ve hayvan hiicre iirlinleri koleksiyonuna sahip olan ATCC; mikrobiyel
kiiltiirler, molekiiler araclar ve biyolojik materyaller sunmanin yani sira, kiiltiirleme,
kimlik dogrulama, tiirev gelistirme, yeterlilik testi ve materyal saklama gibi hizmetler de

vermektedir. Kataloga https://www.atcc.org/ adresinden erisilebilir.

Brezilya’da yer alan kiiltiir koleksiyonlarinda altyapi, finansman ve insan kaynagi
eksiklikler gibi temel sorunlar ulusal yapilanma 6niinde en biiyiik engeller olarak yer
almaktadir. Brezilya’daki mikrobiyel koleksiyonlarin %58,34’ii 1000°den az sus iceren
kiiciik 6lgekli koleksiyonlar, %29,76’s1 1000—5000 arasi, %9,5°1 ise 5.000-50.000 aras1
sus iceren biiyiilk Olgekli koleksiyonlar olarak siniflandirilmaktadir. Gilineydogu
bolgesinde yer alan bir koleksiyon ise 50.000’in iizerinde sus barindirmaktadir. Bu
koleksiyonlarin  %66,67’sinde koruma yontemi olarak -80°C’de kriyokoruma
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, baz1 koleksiyonlar, alt kiiltiirleme (%45,2), yag icinde
(%26,8) ve Castellani yontemine dayali olarak suda (%33,9) depolama gibi klasik

yontemleri tercih etmektedir [5].

Giliniimiizde Kore’de yer alan ve WDCM’de kayithh olan 27 mikrobiyel kiiltiir
koleksiyonu bulunmaktadir. Bu say1 ile Kore Cumhuriyeti, mikrobiyel sus sayisi
bakimindan diinya genelinde ilk on iilke arasinda yer almaktadir. Bu koleksiyonlar farkli
kurum ve kuruluslarca desteklenmektedir. Kore’nin sahip oldugu kayda deger koleksiyon
ve sus sayisina ragmen, bugiine dek bu koleksiyonlar1 bir araya getiren resmi veya
gayriresmi bir organizasyon yapilandirilmamistir. Bu eksikligi gidermek amaciyla, Kore
hiikiimeti 2021 yilinda biyolojik kaynaklarin ve iligkili verilerin daha etkin sekilde
yonetilmesi i¢in ¢ok bakanlikli bir proje baglatmistir. Kore Cumhuriyeti’nde ilk kez ulusal
diizeyde bir is birligi ag1 olusturmak amaciyla, Temmuz 2023te alt1 farkl1 bakanliga bagl

dokuz ulusal kiiltiir koleksiyonunun temsilcileri bir araya gelmistir [33].

VKM Fungal Koleksiyonu (Tiim Rusya Mikroorganizma Koleksiyonu, Rusya), 1955
yilinda kurulmus olup fungal kiiltiirlerin korunmasi ve depolanmasi1 konusunda uzun
yillara dayanan bir deneyime sahiptir. Filament6z mantarlardan olusan koleksiyon,
halihazirda yaklasik 5.000 sus icermektedir. VKM’de 40 yili askin siiredir muhafaza
edilen 3.800’den fazla sus i¢in kullanilan farkli koruma yontemleri, 6zel olarak

tasarlanmis bir veritabani kullanilarak analiz edilmistir. Bu veritabaninda, koruma

13



protokolleri, depolama kosullari, giivenilir saklama siiresine iligkin hesaplamalar, 6zel
iireme gereksinimleri ve konuya iligkin diger bilgiler yer almaktadir. Bu boliimde sunulan
veriler soz konusu veritabanindan elde edilmistir. Ayrica, her bir susa ait koruma
yontemlerine iliskin bilgiler VKM katalogunda (http://www.vkm.ru/Catalogue.htm) ilgili

veri sayfasinda da erisime agiktir [34].

Diinya Mikrobiyel Veri Merkezi (World Data Centre for Microorganisms,
WDCM/CCINFO) verilerine gore, giiniimiizde 80 iilke ve bdlgeden toplam 866 kiiltiir
koleksiyonu kayit altina alinmistir. Bu koleksiyonlar, toplamda 4.120.390 mikrobiyel sus
icermektedir. Sekil 2.3’te 23.07.2025 tarihi itibariyle WDCM’de yer alan en c¢ok sus
bulunduran ilk on iilkeye ait istatistikler verilmistir. Cizelge 2.2. ise mikrobiyel kiiltiir
koleksiyonlarinin ve barindirdiklar1 suslarin kitalara gore dagilimin 23.07.2025 tarihli

verileriyle gostermektedir [16].

Cizelge 2.2. Kitalara, iilkelere ve bolgelere gore WDCM’ye kayit istatistikleri

Kiiltiir s . .
Kita Koleksiyonlar1 Sayisi Kultu:‘l Sayist Ulke i‘ Bolge
(adet) (adet) (adet)
Afrika 27 21,548 9
Amerika 218 625,355 11
Asya 21 2,238,751 21
Avrupa 279 1,244,644 34
Okyanusya 42 127,304 4
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Ulkelerin Sus Sayilar

Brezilya Almanya Cin, 941.027
a8y A%
Gin Taipeisi ~ °
5.4% ABD, 343.835
Gin Belgika 296.555

Koie 31.9%

0,
=y Japonya 265.863

Tayland, 235.787

Hindistan

7.7% Hindistan, 225.641

Kore, 221.398

Tayland

8% Cin Taipeisi, 158.143

Brezilya, 140.877
Japonya

9% Belgika
10.1% . Almanya, 118.508

Sekil 2.3. Gilincel WDCM verilerine gore diinyada en ¢ok sus bulunduran 10 iilke [17]

2.1.3. Tiirkiye’de Kiiltiir Koleksiyonlar:

Tiirkiye’de WDCM veritabanina kayith 19 kiiltiir koleksiyonu, iiniversitelerden aragtirma
merkezlerine ve ulusal tip kiiltlir koleksiyonlarina kadar genis bir temsil sunmaktadir.
Cizelge 2.3, her bir koleksiyonun kisaltmasini, WDCM numarasini ve adini listelenerek,
farkli mikroorganizma gruplar1 (bakteri, aktinomiset, mikroalg ve hiicre kiiltiirleri)

lizerine uzmanlasan enstitiileri gosterilmektedir.
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Cizelge 2.3. WDCM’ye kayith tiirkiye’de yer alan kiiltiir koleksiyonlar1 [17]

Kisaltma WDCM No Koleksiyon Adi Sus
Sayisi
RSKK WDCM 1317 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu 1030
RSKK WDCM 828 Refik Saydam Ulusa;l{ éflg)K Kiiltiir Koleksiyonu- 876
ACCBS WDCM 1290 Adana Bacillus Suslan Kiiltiir Koleksiyonu 120
ABSCC WDCM 1288 Adana Bacillus Suslan Kiiltiir Koleksiyonu 120
ACTINOCC | WDCM 952 Ege Universitesi Aktinomiset Kiiltiir Koleksiyonu 1156
ASYA WDCM 1267 Antarktika Mikroalg Aragtirmalari 120
EGE-MACC | WDCM 845 Ege Universitesi Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu 43
EUCC WDCM 1202 Erciyes Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu 1341
HUFCC WDCM 1325 Hacettepe Umversnes.l FoodOmics Kiiltiir 35
Koleksiyonu
HUKUK WDCM 756 Hayvan Hiicreleri Kiiltiir Koleksiyonu 89
KUKENS WDCM 101 Kiiltiir Koleksiyonlari Aras_tlrma ve Uygulama 1250
Merkezi
MAKU- Burdur Mehmet Akif Ersoy Uni. Mikroalg Kiiltiir
MACC WDEM 1256 Koleksiyonu 85
MCAS WDCM 1276 Su Bilimleri Mikroalg Koleksiyonu 187
MRC WDCM 800 TUBITAK Marmara Argstlrma Merkezi Kiiltiir 2053
Koleksiyonu
MU WDCM 833 Mugla Sitki1 Kogman Uplvers1te51 Mikrobiyel 357
Koleksiyonu
PUFECC WDCM 1019 Pamukkale Unlver51te§1 Gida Miih. Kiiltiir 250
Koleksiyonu
Soley WDCM 979 Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu -
SUFAKM WDCM 981 SUFAK Bakteri Koleksiyonu 245
T™MCC WDCM 1319 Tiirkiye Mikrobiyel Kiiltiir Koleksiyonu * 1010
Tiirkiye’de Mikrobiyel Kiiltiir Koleksiyonlarinda Yer Alan Kayith Sug Sayisi 10400

*Y1ldiz Teknik Universitesi’ne ait kiiltiir koleksiyonudur

2.1.4. Mikrobiyel Kiiltiir Koleksiyonu Kurmanin Zorluklar:

Gilinlimiizde mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlari, yalnizca mikroorganizmalarin korunup

dagitildig1 yapilar olmanin Otesine gecerek; biyogiivenlikten veri yOnetimine, yasal

uyumluluktan teknolojik gelismelere kadar ¢ok boyutlu sorumluluklar tistlenmektedir. Bu

yapilar, ulusal ve uluslararasi mevzuata uyum saglama (6r. Biyolojik Cesitlilik

So6zlesmesi ve Nagoya Protokolii), kalite yonetim sistemlerinin entegrasyonu, FAIR veri

ilkelerine uygun dijjital altyapilarin kurulumu, nitelikli personel ve teknik kapasitenin

stirekli gelistirilmesi, paydas ihtiyaclarina cevap verebilecek gilincel uygulamalarin

yiiriitiilmesi ve uzun vadeli finansal siirdiiriilebilirligin saglanmasi gibi zorluklarla kars:

karstyadir.Bu ¢ok katmanli ihtiyaglara etkili sekilde yanit verebilmek icin, bir kiiltiir
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koleksiyonunun kurulmasi ve siirdiiriilebilir bicimde isletilmesi alti temel gereklilik

iizerine insa edilmelidir. Bu gereklilikler Sekil 2.4.’te verilmistir [6, 18].

Kurumsal Yapi

Klltur koleksiyonlar bir

kamu veya 6zel kurum

gatisi altinda kurulur ve
uzun vadeli destek
taahhiidii gerektirir.

Amag ve Strateji Personel

Koleksiyonun uzun vadeli
hedefleri, hizmet kapsami
ve kaynaklarla uyumlu
olacak sekilde planlanmali
ve gergekgi hedeflere
dayanmalidir,

Koleksiyonun yonetimi igin
koruma, taksonomi, kalite
kontrol ve musteri hizmetleri
gibi alanlarda yetkin, strekli
egitimli personel gereklidir.

) Koleksiyon Igerigi
Finansman
Saklanan mikroorganizma
cesitliligi, koleksiyonun
amacina uygun olmali; yerel
genetik kaynaklar yansitmali
ve biyoglvenlik kurallarina
uymalidir.

Surdiiriilebilirlik igin
kamu fonlari, hizmet
gelirleri veya kurumsal
destek gibi glivenilir
finansal kaynaklar
saglanmalidir.

Altyapi ve Donanim

Kalite kontrol, tanimlama
ve arastirma igin gerekli
laboratuvar alani ve
ekipmanlar duzenli
bakimla saglanmalidir.

Sekil 2.4. Kiiltiir koleksiyonu kurulmasinda 6 temel gereklilik [5, 18]

Kiiltiir koleksiyonlar1 kamu ya da 6zel sektore ait olabilir ve basit isletmelerden ISO 9001
gibi akredite kalite yOnetim sistemlerine kadar farkli seviyelerde ¢aligsabilir. Minho
Universitesi Mikoteka Koleksiyonu (MUM), ISO 9001 uyumlu KYS’yi benimseyerek
kiigiik 6l¢egine ragmen yeni sus basvurulart ve projelerle biiylimeye devam etmektedir;
bu konuda nitelikli personelin katkisi1 biiyiiktiir. Belgelendirme i¢in etkin bir KYS’in
varligi, slire¢ uyumlulugunun kanitlanmasi ve kritik risk noktalarina yonelik Onleyici
tedbirler sartken; akreditasyon, ekipman kalibrasyonu, ¢evresel izleme, yontem
dogrulama ve tarafsiz teknik yeterlilik gibi ek ytkiimliiliikkler getirmektedir. Kiigiik
koleksiyonlar; personel eksikligi ve finansal kisitlar nedeniyle bu gereklilikleri yerine
getirmekte zorlandigi i¢in biiylime ve gelir artis1 ancak dis fon destegi ve akreditasyonun

tamamlanmasiyla miimkiin hale gelebilir [19].
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2.2. Mikrobiyel Karakterizasyon ve Taksonomi

2.2.1. Mikrobiyel Karakterizasyon ve Taksonomi icin Tarihsel Perspektif

Mikrobiyel karakterizasyon ve taksonomi igin tarihsel perspektif asagida maddeler

halinde verilmistir:

1676, Antonie van Leeuwenhoek: “Animalculum” adryla ilk mikroorganizma
gozlemlerini Royal Society’ye raporlayarak modern mikrobiyolojinin temellerini
atmastir [35].

1753-1758, Carl Linnaeus: Species Plantarum ve Systema Naturae’da ikili
adlandirma  sistemini  gelistirerek  biyolojik  simiflandirmanin  temelini
olusturmustur [36].

1828, Christian G. Ehrenberg: “Bacterium” cins adin1 tanitmistir; daha sonra bu
gruptaki organizmalar farkli cubuk bakteri cinslerine ayrilmistir. Resmi
taksonomide 1950’1lerde gecerliligini kaybetmistir [37].

1870 Ferdinand Cohn: Bakteriyolojinin sistematigi, ¢ubuk, kok, spiral ve ipliksi
formlarla ve Bacillus sporlarin1 tanimlamasiyla sekillenmistir [38].

1883, Emil C. Hansen: Carlsberg Laboratuvari’nda saf maya izolasyonunu
gerceklestirdi; Saccharomyces cerevisiae ve S. carlsbergensis tiir kavramlarim
netlestirerek endiistriyel mikrobiyolojiyle taksonomiyi birlestirilmistir [39].
1923—giliniimiiz, Bergey’s Manual: 1923’te Determinative Bacteriology ile
baslayan; 1984-1989°da Systematic Bacteriology ciltleri, 2001-2012°de ikinci
baski ve 2015°ten itibaren dijital “Systematics of Archaea and Bacteria” olarak
giincellenen seri, 16S rRNA, ANI ve GTDB tabanli filogenomik verilerle
prokaryot taksonomisinin basvuru kaynagidir. Son degerlendirmelerde (2023—
2025), genom merkezli yontemlerin tiir simirlarimi  yeniden tanimladigi

vurgulanmaktadir [40].

2.2.2. Mikrobiyel Karakterizasyon Yontemleri

2.2.2.1 Klasik Fenotipik—Kemotaksonomik Testler

Mikroskobik incelemede hiicrelerin sekli (kok, basil, spiral), dizilisi ve Gram boyama

ozellikleri, makroskobik incelemede ise koloni rengi, sekli ve kenar diizeni

degerlendirilir. Biyokimyasal testler kapsaminda glukoz fermentasyonunda saf kiiltiir
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glukozlu besiyerinde inkiibe edilerek gaz tiretimi (Durham tiipii) ve asit olusumu (pH
indikatorii ile) izlenirken, katalaz testi %3 H20. damlatilan kolonide kabarcik olusumu
tizerinden pozitifligi gosterir. Ayrica GC-FID ile hiicre duvart ve membran yag asitleri,
metil esterlerine dontstiiriiliip kromatografide ayrilarak elde edilen FAME profilleri

referans kiitliphanelerine gore tanimlanir [41, 42].

2.2.2.2 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS (Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon & Zaman-ugus
Kiitle Spektrometrisi), mikrobiyel peptidlerin énce matriks yardimiyla iyonize edilip
ardindan kiitle-ytik (m/z) oranlarina gore ayrilmasina dayanir. Elde edilen spektrumlar,
kapsamli referans kiitliphaneleriyle karsilagtirilarak mikroorganizmalarin genellikle tiire
dek hizli ve giivenilir bicimde tanimlanmasini saglar. Bu yontem, geleneksel
biyokimyasal testler veya DNA dizileme gereksinimini ortadan kaldirir ve kiiltiir elde

edildikten sonra dakikalar i¢inde sonug verir [43].

2.2.2.3 Molekiiler Barkodlama

Molekiiler barkodlama, tiir tanimin1 genetik imza diizeyine tagiyarak kisa, standart DNA
bolgesi dizilerinden yararlanir. Bu ydntemle, ornekten izole edilen DNA’ya 06zgii
primerler uygulanip bdlge dizilendikten sonra referans kiitliphaneleriyle eslestirilerek
hizl1 ve glivenilir tiir tayini yapilir. Tiir diizeyinde olusturulan konsenstis diziler, ayni tiire
ait bireyler arasindaki varyasyonu degerlendirerek referans bankalarinda tutarli bir imza
saglar; bu sayede yanlis eslesmeler azalir ve tanimlama gilivenilirligi artar. Mikrobiyel
ekoloji, epidemiyoloji ve biyogiivenlik ¢aligmalarinda, yiiksek verimli 6rnek takibi ve

yeni sus kesifleri i¢in ideal bir aractir [44-47] .
2.2.2.4 Filogenetik Analiz
Giincel filogenetik analiz ¢aligmalar {i¢ basit adimda degerlendirilebilir :

e (Coklu dizi hizalama,
e En uygun modelle giivenilir aga¢ ¢izimi

e Saglam destek Olciileriyle anlasilir gorsellestirme.
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Asagidaki her adimda en ¢ok kullanilan yazilimlari ve temel kavramlar1 6zetlenmektedir.
Coklu Dizi Hizalama ve Kontrolii

Filogenetik analizlerin dogrulugu, homolog pozisyonlart koruyan giivenilir ¢oklu dizi
hizalamalarina baghdir. Bu amagla gelistirilen MAFFT (v7), on binlerce diziyi kisa
sirede hizalayabilmektedir. Alternatif olarak, MUSCLE v5 da ortalama olarak yiiksek

dogrulukta hizalamalar sunmaktadir [48, 49].

Hizalamanin yalnizca teknik olarak olusturulmasi degil, ayn1 zamanda kalitesinin
degerlendirilmesi de dnemlidir. Guidance2, her pozisyon i¢in hizalama giiven skorlar1
tireterek diistik giiven diizeyine sahip bolgelerin filtrelenmesine olanak tanir. Boylece,

filogenetik aga¢ olusturulmasinda dogrulugu ve biyolojik temsili artirilmis olur [50].
Agac Olusturulmast (MEGA / RAXML / IQ-TREE)

Agac olusturma islemi, veri setinin boyutuna ve ihtiyaca gore farkli araglarla yiiriitiiliir.
MEGA 11’in grafiksel araylizii, kiiciik (<200 dizi) egitim veri setlerinde tek tikla
Neighbor-Joining (NJ) ve Maximum Likelihood (ML) yontemlerini karsilastirmaya
imkan tanir; NJ mesafe matrisine dayandigi i¢in ¢ok hizlidir, ancak model parametrelerini
hesaba katmadigindan sonuglardaki sapmalara dikkat etmek gerekir. ML yontemleri ise
modellerin sundugu parametreleri kullanarak dal uzunlugu hatalarint minimize eder ve
MEGA i¢inde NNI veya SPR optimizasyon secenekleri ile hem niikleotid hem de protein
verilerinde yaygin tercih olusturur. Veri seti biiyiidiikge grafiksel ML analizleri hesap
yikii nedeniyle zorluk ¢ikarir; bu asamada RAXML-NG v1.2 ve IQ-TREE 2.3 devreye
girer. RAXML-NG, ¢ok ¢ekirdekli paralel islem ile hiz kazanci saglarken, IQ-TREE’nin
ModelFinder modiilii (-m MFP) AIC ve BIC kriterleriyle >200 ikame modelini otomatik
degerlendirerek yanlis model secimine bagli topoloji sapmalarin1i en aza indirir.
Analizlere baslangi¢ olarak siklikla Jukes—Cantor (JC) veya Kimura 2P (K2P) gibi basit
modeller uygulanir; elde edilen agaglar daha sonra GTR gibi ModelFinder tarafindan
secilen karmasik modellerle giincellenerek giivenilirlik ve biyolojik tutarlilik artirilir [51-

53].
Agac Giiven Olgiitleri ve Gorsellestirme (FigTree / iTOL)

Agac gorsellestirme hem sonuclarin daha hizli yorumlanmasini saglar. FigTree, yerel bir
uygulama olarak kullaniciya kokleme, dal genislikleri, etiketler ve Olgek cizgileri
lizerinde tam kontrol sunar; agag figiirleri PDF veya SVG olarak disa aktarilabilir ve

yayina hazir sekilde diizenlenebilir. iTOL ise web tabanli etkilesimli bir platformdur;
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renkli/aralik tabanli dataset’ler, 1s1 haritalar1 ve meta-veri katmanlar ekleyerek biiyiik
agac kiimelerini dinamik olarak isleyebilir ve paylasimi kolaylastirir. Gorsellestirme, dal
uzunluklarinin (substitutions/site) evrimsel hiz farkliliklarin1 nicelendirmenin yani sira,
bootstrap destek degerlerinin anlamli esiklerle (%70 gilivenilir, %95 ¢ok giiclii)

vurgulanmasim saglar; bu sayede analiz giiveni ve biyolojik yorum netligi artar [51, 54].

2.2.2.5. Genomik Yontemler

Sanger dizileme tabanli bakteri ve fungus tanimlamalarinda bakteriyel analizlerde yaygin
olarak  kullanilan  evrensel 16S  rRNA  primer ¢iftlerine 27F  5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" ve 1492R 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3
ornek olarak verilebilir. Analizde ¢ogaltilan bolgede, korunumlu bdlgeler (conserved
regions) evrensel primerlerin hedeflenmesine imkan tanirken, V1-V9 olarak adlandirilan
dokuz hiper degisken bolge (V-regions) taksonomik ¢oziiniirligli artirir. Fungus
topluluklart i¢in ise ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3* ve -ITS4
S’TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ gibi internal transcribed spacer (ITS) bolgesine
0zgii evrensel primerler tercih edilir; ITS bolgesi, iki hiper degisken segment (ITSI,
ITS2) ile bunlar1 ayiran 5.8S rRNA geninden olusur ve tiirler arasinda yiiksek varyasyon
sunarak giivenilir DNA barkodlama imkani saglar Sekil 2.5’te bakteri ve funguslar i¢in
tercih edilen gen bolgeleri ve kullanilan primerler gosterilmistir. Tir diizeyinde
tanimlamalarin ~ giiglendirilmesi  amaciyla  ¢oklu  gen  bolgesi  dizileme
kullanilabilmektedir. Bu baglamda, laktik asit bakterilerinde (LAB) 16S rRNA genine ek
olarak rpoA ile hsp60, recA, pheS, rpoB, gyrB ve tuf genleri, tiir ve alt tiir diizeyinde
tanimlama ile filogenetik ¢ozliniirliigli artiran 6nemli belirtegler olarak kullanilmaktadir
[55]. Bununla birlikte prokaryotlarin filogenetik konumunu degerlendirmek igin en sik
kullanilan yontem, 16S rRNA gen dizisinin karsilagtirtlmasidir [56]. Sonug olarak, 16S
rRNA gen dizilemesi, bakteri filogenetigi, tiir diizeyi taksonomik tanimlama ve giincel

mikrobiyom ¢aligmalari i¢in yaygin bicimde kullanilan bir yaklagimdir [57].
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Sekil 2.5. Bakteri ve funguslarda Sanger dizilemede kullanilan gen bolgeleri (a)
Bakterilerde yer alan 16S rRNA bdlgesi; (b) Funguslarda yer alan ITS bolgesi [58, 59]

Sanger dizileme sonucunda elde edilen yiiksek kalitedeki diziler, tiir tanimlamalarini
destekleyecek sekilde NCBI BLAST gibi veritabanlarinda sorgulanir. BLAST
algoritmasi, referans veritabanindaki homolog dizilerle benzerlik skorlart (% identity, e-
value) lizerinden en uygun eslesmeyi belirler ve 6rnegin muhtemel tiirii veya yakin
akrabalarini rapor eder . Bu sayede hem bakteriyel hem de fungal 6rneklerin molekiiler
tanimlamasi, korunumlu bdlge primer tasariminin hassasiyeti ve hiperdegisken bolgelerin
taksonomik ayirt ediciligi sayesinde klasik fenotipik yontemlere kiyasla daha hassas ve

genis kapsamli bir yaklagimla gergeklestirilir [60-62] .

2.2.2.6 Genetik Polimorfizm

Popiilasyon genetiginde haplotip sayisi (h), bir popiilasyondaki benzersiz dizi
dizilimlerinin (haplotiplerin) toplamini ifade eder ve genetik ¢esitliligin dogrudan bir
gostergesidir. Haplotip ¢esitliligi (Hd) ise bu haplotiplerin popiilasyona ne o&lgiide
yayillmis oldugunu olger; O ile 1 arasinda degisir ve 1’e yaklastik¢a bireylerin farkli
haplotiplere sahip olma olasilig1 artar [63]. Niikleotit ¢esitliligi (w), popiilasyondaki tiim
birey ¢iftleri arasindaki ortalama niikleotit farklilik sayisini (substitutions/site) verir ve

gen havuzunun ne kadar zengin oldugunu gosterir; diisiikk © degerleri genetik darbogaz

22



veya kiiclik etkili popiilasyon biiyiikliigiiyle iliskilendirilir [64]. DNAsp yazilim paketi,
bu temel parametreler yani sira Segregating sites (S), Tajima’s D, Fu’s Fs gibi nétralite
testlerini de hesaplayarak popiilasyonun evrimsel gecmisine dair ipuglari sunar. SNP
bazli calismalar i¢in olusturulan SNP matrisi, her bireydeki her pozisyonun alel
durumunu gosterir; bu matris hem haplotip tanimlama hem de daha ileri yapisal analizler

i¢in girdi olusturmaktadir [65] .
2.2.3 HUFCC Suslarimin Giincel Taksonomik Statiisii

Genomik bagta olmak iizere farkli yontemlerle mikroorganizmalarin taksonomisindeki
degisiklikler Sekil 2.6.’da verilen 6 temel basliga bagli olarak kiiltiir koleksiyonlarinin
yapisini etkilemektedir [7].

Dogru Kimlik = Dogru Kaynak (ABC)

* AR-GE & Biyoteknoloji Potansiyeli
Omeklerin hatasiz adlandinmasi sayesinde 2020 yilinda Lactobacillaceae tevizyonu gibi g iden

deneylerin tekrarlanabilirligini garanti altima 5 =‘;-,(ﬂ
alir.

sinflandirmalar,  hedefe  yonelik  probiyotik v al diriin

taramalarini kolaylastirarak yeni biyomolekiil kesif hizint artirmstir

Veri & Dijital I i -

\ Kaynak Optimizasy
@ | - * aynak Optimizasyonu
e

WDCM/WFCC kayitlan GTDB ve Bergey's gevrimigi
stirlimiiyle senkronize edilerek =700 000 genomun fenotip

verisiyle giivenilir indirilmesine olanak tanir

diisiiriir; - yeni  BacDive

hizlandirmakiadir,

Hukuki Uyum (Nagoya + ABS) Biyogiivenlik & Halk Saghi
Dogru tiir adi, ABS Cleari
amman L
ve AB-ABD den

tik siniflandirma, pat

1 benzeri suslan
ibiyotik
GTDB

temel

Sekil 2.6. Taksonominin kiiltiir koleksiyonlarindaki rolii [25, 26, 66]

HUFCC koleksiyonundaki maya ve laktik asit bakterisi suglarinin taksonomisi, 2020’den
itibaren bugiinkii halini almistir. Sonraki boliimlerde maya ve bakteri suslarinin giincel

taksonomik durumu ve siniflandirilmasi verilmistir.
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2.2.3.1 Maya Suslan

HUFCC’de yer alan maya suslarina ait taksonomik siniflandirma Cizelge 2.4.°te

verilmistir. Taksonomik degerlendirme 6zeti, tiir bazinda verilmistir [67].

e Saccharomyces cerevisiae — Tiir ad1 19. yiizyildan beri korunur; giincel ¢alismalar
yalnizca bira-ve sarap kokenli alt-kladlar1 tanimlar. — Bu kararli ad,
Saccharomycetes — Saccharomycetaceae hattiyla uyumludur.

o  Metschnikowia pulcherrima — Eski tiir adi Candida/Torulopsis pulcherrima olup
tiir halen Metschnikowia cinsinde gecerlidir; yakin akraba M. fructicola 2001°de
ayrilmistir [68].

o Wickerhamomyces anomalus — 2008’ de Pichia anomala’dan Wickerhamomyces
cinsine tasinmistir; 2024 tarihindeki inceleme bu konumu dogrulamistir [69].

e Priceomyces carsonii — 2010°da Pichia carsonii basioniminden Priceomyces
cinsine transfer edilmistir [70].

e Naganishia uzbekistanensis — Cryptococcus uzbekistanensis tirii 2015-2020
arasinda ¢ok-lokus filogenisiyle Naganishia kladina taginmistir [71].

e Solicoccozyma aeria — ITS, TEF-1la ve RPBI gen bolgelerinin ¢oklu lokus
filogenetik analizleri, Cryptococcus aerius’un Tremellomycetes’te ayri bir klada
yer aldigin1 gostererek tiirli Solicoccozyma cinsine tagimistir [72].

e Hanseniaspora uvarum — Anamorfu Kloeckera apiculata olup 2021°de “uvarum

kompleksi” sinirlari netlestirilmis, tiir adi degismemistir [73].
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Cizelge 2.4. HUFCC’de yer alan maya suslarinin taksonomik siniflandirilmasi [74]

Alan

Sube

Sus Ad1 (Domain) (Phylum) Simuf (Class) Takim (Order) Aile (Family) Cins (Genus)
Saiceiz‘l:g;ye ces Eukaryota Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomyces
Metschmk.owza Eukaryota Ascomycota Pichiomycetes Serinales Metschnikowiaceae Metschnikowia

pulcherrima
WICk;;ﬁZZIO:;y ces Eukaryota Ascomycota Saccharomycetes Phaffomycetales Wickerhamomycetaceae Wickerhamomyces
Préf;(;zg;ies Eukaryota Ascomycota Pichiomycetes Serinales Debaryomycetaceae Priceomyces
Nagamshza ) Eukaryota | Basidiomycota | Tremellomycetes Filobasidiales Filobasidiaceae Naganishia
uzbekistanensis
Solzcz;c;zy ma Eukaryota | Basidiomycota | Tremellomycetes Filobasidiales Piskurozymaceae Solicoccozyma
Han;s;a;zgora Eukaryota Ascomycota Saccharomycetes | Saccharomycodales Saccharomycodaceae Hanseniaspora

}Tarrovyla Eukaryota Ascomycota | Dipodascomycetes Dipodascales Dlpodascalgs incertae Yarrowia

lipolytica sedis
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2.2.3.2 Bakteri Suslan

HUFCC’de yer alan bakteri suslarina ait taksonomik simiflandirma Cizelge 2.5.’te

verilmistir. Taksonomik degerlendirme 6zeti, tiir bazinda verilmistir [75-78].

Limosilactobacillus fermentum — 2020 revizyonuyla Lactobacillus fermentum tiir
ad1 Limosilactobacillus cinsiyle giincellenmistir.

Lacticaseibacillus rhamnosus — Lactobacillus rhamnosus, yeni olusturulan
Lacticaseibacillus cinsine taginmistir.

Lacticaseibacillus paracasei — Ayni revizyon kapsaminda Lactobacillus
paracasei, Lacticaseibacillus cinsi altina alinmis ve bu nomenklatiir degisikligi
resmen onaylanmistir.

Levilactobacillus brevis — Lactobacillus brevis, 2020'deki taksonomik yeniden
yapilandirmada Levilactobacillus cinsine aktarilmigstir.

Lactobacillus helveticus — Genomik analizler sonucunda, Lactobacillus
helveticus’un mevcut Lactobacillus cinsi i¢inde kalmasi uygun goriilmis; adi
degistirilmemistir.

Pediococcus pentosaceus — Tiir adi degismemistir ve giincel BacDive—DSMZ
veritabaninda 09 Aralik 2024 tarihiyle LPSN giincellemesi yer almaktadir; birden
cok tip sus erisimi listelenmis, ancak nomenklatiirde bir degisiklik yapilmamistir
[79].

Lactococcus lactis — 1985’te  Streptococcus lactis’ten ayr1 cins olarak
tanimlanmis; bu konum 2023 GTDB siirlimiiyle teyit edilmistir [80].
Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium — Her ikisi de 1984’te “grup D
streptokoklar’dan Enterococcus cinsine taginmis; 2023 filogenomik analizleri bu

yerlesimi desteklemistir [80].
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Cizelge 2.5. HUFCC’de yer alan bakteri suglarinin taksonomik siniflandirilmasi [74]

Sus Adi (Dﬁllr?:in) Sube (Phylum) | Simf (Class) Takim (Order) Aile (Family) Cins (Genus)
Limosilactobacillus fermentum Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae | Limosilactobacillus
Lacticaseibacillus rhamnosus Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lacticaseibacillus
Lacticaseibacillus paracasei Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lacticaseibacillus
Levilactobacillus brevis Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Levilactobacillus
Pediococcus pentosaceus Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Pediococcus
Lactococcus lactis Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus
Enterococcus faecalis Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus
Enterococcus faecium Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus
Lactobacillus helveticus Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus
Lactobacillus delbrueckii Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus
Lactobacillus acidophilus Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus
Blﬁdoiclzlzie;zzltcﬁggzmahs Bacteria | Actinomycetota | Actinomycetes | Bifidobacteriales | Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Streptococcus thermophilus Bacteria Bacillota Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus
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2.3. Mikrobiyel Cesitliligi Koruma Metodolojileri

Mikrobiyel ¢esitliligin korunmasi i¢in ii¢ temel strateji uygulanmaktadir. Bunlar asagida

siralanmaktadir [20]:

Yerinde koruma (in situ), mikrobiyel popiilasyonlarin dogal ekosistem ve habitatlarinda
korunmasini ifade eder ve Cevresel Biyogesitlilik S6zlesmesi (CBD) tarafindan da en
uygun yontem olarak tanimlanmistir. Bu metodoloji, tiirlerin dogal ortamlarinda

stirdiiriilebilir bicimde varligini siirdiirmesini saglar [21].

D1s ortamda koruma (ex situ) ise mikroorganizmalarin suni kosullar altinda depolanmasi
ve kiiltlir koleksiyonlarinda ¢ogaltilmasi yoluyla gergeklestirilen ¢aligmalar1 kapsar. Ex
situ koruma, diinya genelinde kiiltiir koleksiyonlarinin temel ¢alisma metodolojilerinden
olmus ve suslarin genetik ¢esitliligini yapay ortamda siirdiirmeye olanak tanimistir. Bu
yontem hem bu koleksiyonlarin degerini artirir hem de ekosistemlerden izole edilen

onemli mikrobiyel tiirlerin uzun 6miirlii korunmasini saglar.

Fabrika i¢i koruma (in factory) ise tarimsal ve endiistriyel isletmelerin kendi iiretim
stirecleri icinde uyguladigi ara bir koruma bi¢imidir. Bu yaklasim, 6zellikle agro-
endiistriyel sektoriin kullandigi, iiretim hattinda veya {iretim tesisinde biyoteknolojik

olarak 6nemli suglarin siirekli hazir tutulmasini amaglar.

2.3.1. Mikrobiyel Kiiltiirlerde Pasajlama

Canli bir kiiltiirden almman mikroorganizmalarin taze ortama aktarilmasi ve burada
yeniden ¢ogaltilmasi islemi pasajlama olarak tanimlanir. Alt kiiltiirleme pasajlama
olarak kabul edilir. Pasaj sayis1 yiikseldikce fenotipik varyasyon, genetik siiriiklenme ve
kontaminasyon riski artar; bu nedenle laboratuvarlarda referans kiiltiirlerden besten fazla
pasaj uzakliktaki caligma Kkiiltiirlerinin kullanilmasi Onerilmez. Pasajlamaya yonelik

ornek uygulama Sekil 2.7.’de verilmistir.

Sertifikali referans materyali temin edildiginde laboratuvar maliyetleri diigiirmek
amaciyla bu sustan dogrudan inokulum siispansiyonlar1 hazirlanabilir. Bununla birlikte,
ileride tekrar kullanilabilir bir referans stogu olusturmak i¢in ilk olarak temin edilen CRM

(Sertifikali Referans Materyal)’den uygun bir yontemle referans stok hazirlanmalidir.
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Cahsma Kiiltiirii
Referans Kiiltiir Pasaj Sayis1 = 2
Pasaj Sayis1 = 0 5 ornek

Stok Kiiltiir
Pasaj Sayis1 = 1
5 ornek

Sekil 2.7. Pasajlama metodolojisi

Laboratuvarlar genellikle bir defa inokulum siispansiyonu hazirlamak yerine, 6nce
referans stoktan stok kiiltiir olusturup ondan c¢alisma kiiltiirleri alt kiiltiirlemeyi tercih
eder; bu nedenle temin edilecek CRM (Sertifikali Referans Materyal) ’in orijinal
referans kiiltiirden 1-2 pasaj uzak olmasi, ¢aligma kiiltiiriiniin en fazla bes pasajda
kalmasini saglayarak USP (Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi) kriterine uymay1
tercih etmektedir [81, 82].

2.3.2. Kisa ve Uzun Siireli Muhafaza Yontemleri

Mikrobiyel cesitliligin korunmasi, her ne kadar temel stratejiler (in situ, ex situ, in
factory) benzer olsa da farkl tiir ve suslarin morfolojik ile fizyolojik 6zelliklerine bagl
olarak ¢esitli koruma yontemleri kullanilmaktadir. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan
sekiz yontem hem laboratuvar hem de biiyiik kiiltiir koleksiyon merkezlerinde kullanilir
ve her birinin kendine 0zgii avantajlar1 ile sinirlamalar1 vardir. Sekil 2.8.°de bu

yontemler verilmistir [20].
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MIKROBIYEL
KORUMA

YONTEMLERI

Sekil 2.8. Mikrobiyel ¢esitliligi koruma yontemleri [20]

Mikrobiyel kiiltiirlerin korunmasinda dondurarak kurutmanin (liyofilizasyon) yani sira
pek ¢ok alternatif yontem de kullanilmaktadir. Bu yontemler ve koruma siiresi Cizelge
2.6.’da verilmistir. Kisa siireli ve diizenli kullanim i¢in agar plaklar1 ve saplama kiiltiirleri
(4 °C) yaygin tercih edilir; agar plaklari kalitatif incelemeler i¢in idealken, stab kiiltiirler
ornek tasima kolayligi saglar. Derin dondurma (—20 °C ila —80 °C) ise gliserol veya
DMSO gibi kriyoprotektanlarla birlikte uygulandiginda hiicre i¢i buz kristallerinin
zararim1 en aza indirir. Mineral yag altinda yatik agarda yer alan kiiltiirlerinin
depolanmasi, oksidatif stresi azaltarak suslarin canliligini korur; silika jel veya steril kum
gibi kat1 destek malzemeleri ise nem dengesini kontrol ederek kiiltiirlerin stabilitesini
uzatir. Ayrica tampon ¢ozeltiler ve steril su, gecici canli tutma ve sus transferleri sirasinda
etkili ¢ézlimler sunar. Bu yontemlerin se¢imi, susun biyolojik 6zelliklerine, kullanim

amacina ve tesis altyapisina bagli olarak degiskenlik gosterir [22].

Cizelge 2.6. Koruma yontemleri ve koruma siiresi [22]

Koruma Yontemi Sicaklik (°C) Siire (yaklasik)
Agar plaklan 4 4-6 hafta
Saplama kiiltiirleri 4 3 hafta —1 yil
Standart dondurucu —20 1-3 yil
Ultra diisiik sicaklik dondurucusu =80 1-10 y1l
Dondurarak kurutma <4 > 15yl
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2.3.2. Kiiltiir Koleksiyonlarinda Tercih Edilen Muhafaza Yontemleri

Uluslararast kiiltiir koleksiyonlarinda, bakteriyel ve fungal suslarin uzun siireli
stabilitesini ve metabolik Ozelliklerini korumak icin oncelikle dondurarak kurutma
yontemi tercih edilmektedir. Bunun yaninda, kriyojenik korumada gliserol stoklar
suslarin —80°C’de dondurularak korunmasinda altin standart olarak kabul edilir; gliserol,
hiicre zarlarin stabil tutarak buz kristallerinin yol ag¢tig1 hasarini azaltmaktadir. Bu iki
yontem, kiiltiir koleksiyonlarinda fenotipik degisim ve genetik stiriiklenme riskini en aza
indirgemek icin kritik 6neme sahiptir; caligsmalar, her iki yaklasimin da yiiksek canlilik
ve biyolojik ¢esitliligin korunmasinda etkin oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica diinya

genelinde bu yontemi kullanan kiiltiir koleksiyonlar1 Cizelge 2.7.’de verilmistir.

Cizelge 2.7. Diinya genelinde kiiltiir koleksiyonlarinin tercih ettigi koruma yontemleri

CP=kriyokoruma (gliserol stok), FD= dondurarak kurutma [20]

No. Kiiltiir Koleksiyonu Kisaltma | Yontem Ulke
1 Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu ATCC CP/FD ABD
Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirii DSMZ | CP/FD | Almanya
Koleksiyonu
3 Belgika Koordineli Mikroorganizma LMG CP/FD Belgika
Koleksiyonlar1 / LMG Bakteri Koleksiyonu
4 Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu NCTC CP/FD Birlesik
Krallik
5 Enfeksiyon Arastirmalari Merkezi Koleksiyonu CCRI CP/FD Kanada
6 Cek Mikroorganizma Koleksiyonu CCM CP/FD Cekya
7 Hollanda Bakteri Kiiltiir Koleksiyonu NCCB CP/FD | Hollanda
8 Pasteur Enstitiisii Koleksiyonu CIP CP/FD Fransa
9 Mikrobiyel Tip Kiiltiir Koleksiyonu ve Gen MTCC | CP/FD | Hindistan
Bankasi
10 Avustralya Mikroorganizma Koleksiyonu ACM CP/FD | Avustralya
11 Japon Mikroorganizma Koleksiyonu JICM CP/FD | Japonya
12 Goteborg Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu CCUG | CP/FD Isveg

2.3.3. Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon)

Gida maddelerinin korunmasinda kullanilan dondurarak kurutmanin kokeni tarih dncesi
caglara kadar uzanir; Aztekler ve Eskimolar’in bu amagla uygulamalar gergeklestirdigi
bilinmektedir. 1880’lerin sonlarinda yontem laboratuvar oOl¢eginde kullanilmaya
baslanmisg, temel ilkeleri bu donemde ortaya konmustur. Ancak endiistriyel Olgekte
uygulanmasi, 1930’lara dek vakum ve sogutma teknolojilerindeki gelismelerin hetorojen
antibiyotikler ile kan {riinlerinin islenmesi ihtiyaciyla kesismesi sonucu miimkiin hale

gelmis; bu sayede liretim amach liyofilizatorler gelistirilmis ve liyofilizasyon, o tarihten

31



itibaren hem gida hem de ilag¢ endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir

[83]. Sekil 2.9.’da dondurarak kurutmanin temel adimlar1 ve rafli bir liyofilizator yer

almaktadir.
Dondurma asamas: Birincil kurutma asamasi ikincil kurutma asamast
“
Atmosferik Basing - Yiiksek Vakum
| . Atmosferik basinca
Raf Sicakhi | di:"ﬁ’ : —
- kapatma
-40°C 1
7o Uriin Sicakli '
E / Yar: kapatma \/ Bosluk olusumu /
?
)
I ) l \ :
- - EEI Al S
Buz kristali Buz kristallerinin Donmarms suyun
olusumu siiblimasyonu desorpsiyonu
\. P\ -

Sekil 2.9. Dondurarak kurutma isleminde gergeklesen farkli agsamalar [84]
Dondurma Asamasi

Liyofilizasyonda ilk adim, 6rnegin katilasmasini saglamak {izere siipersogutma
yoluyla c¢ekirdeklenmenin (niikleasyon) baslatilmasidir. Sicaklik ¢ozeltinin
donma noktasinin altina diistiikge, termodinamik olarak elverisli buz
cekirdeklerinin olugma olasiligi artar. Bu ¢ekirdekler biiyliyerek makroskobik buz
kristallerine doniisiir. Yiksek siipersogutma (diisiik niikleasyon sicakligi)
homojen niikleasyonu destekleyip ¢ok sayida kiigiik kristal olustururken, diisiik
siipersogutma (yliksek niikleasyon sicakligi) daha az sayida, fakat biiytik kristaller
meydana getirir. Kiigiik kristaller, primer kurutmada daha direngli kuru katman
olusturup siireci uzatirken; ikincil kurutmada daha hizli desorpsiyon saglar.
Biiyiik kristaller ise ters etki yaparak primer kurutmay1 kisaltir, ikinciligi uzatir.
Ayrica sise i¢i sicaklik heterojenlikleri, parti i¢i degiskenliklere yol
acabileceginden, dondurma hizi ve homojenligi sistematik olarak kontrol

edilmelidir [85] .
Birincil Kurutma Asamasi

Liyofilizasyon dongiisiiniin en uzun ve kritik asamasidir ve donmus sudan (buz) dogrudan
gaz fazina gecisin (sublimasyon) gergeklestirilmesiyle gerceklesir. Sublimasyonun

stiriicli kuvveti, buz ylizeyinin doymus buhar basinci ile kondenser sicakligi arasindaki
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farktir; bu da daha diisiik 6rnek ve daha yiliksek kondenser sicakligi ile saglanir.
Sublimasyon i¢in gerekli gizli 1s1 ii¢ yolla saglanir: raflardan gelen radyasyon, vial duvari
araciligiyla iletim ve vakumdaki ince gaz tabakasiyla konveksiyon. Ornek sicakligi, cam
gecis sicakligr (Tg’) altinda tutulmazsa “pasta” yapist ¢oker, gozenekler bozulur ve
yeniden ¢dziinme siiresi uzar. Islem boyunca sistem basinci buzun doymus buhar
basincinin altinda tutulmali; daha diisiik basing sublimasyon hizini artirirken konvektif
1s1 akisini azaltarak siireci yavaslatabilir. Mekanik modelleri ve kiiresel duyarlilik
analizleri sayesinde dinamik proses tasarimi yapilabilir. Raf sicaklig1 ve oda basinci kritik
proses parametreleri, vial geometrisi ve dolum derinligi ise kritik materyal o6zellikleri
olarak tanimlanir. Bu parametrelerin sistematik risk degerlendirmesi, biyomalzeme veya
hiicre igeren formulasyonlarda birincil kurutmada ¢okme ve kalite kusurlarinin

azaltilmasini saglar [85].
Ikincil Kurutma Asamasi

Ornekte kalan donmamis suyun uzaklastirilmasini amaglar ve buzun birincil kurutmada
yok edilmesi nedeniyle bu agsamada sicaklik artis1 (genellikle < 1 °C/dk hizinda) yapilarak
¢okme riski minimalize edilir. Ozellikle amorf formiilasyonlarda donmamis su orani
%20-50’yi bulabildiginden, ikincil kurutmada kalan su icerigi hedefi genellikle %0,5-3
araligindadir; ancak bazi biyolojik 6rnekler i¢cin daha yiiksek artik su orani1 gerekebilir.
Ikincil kurutmada sicaklik yiikseltme hizi ve vakum seviyesi kritik proses parametreleri
(CPP), artik su icerigi ise kritik materyal 6zelligi (CMA) olarak tanimlanir. Siire¢
tamamlandiktan sonra vialler genellikle aseptik ortamda kapatilir ve depolama sicakligi,
Ornegin camsi gecis sicaklifinin altinda tutulmalidir; depolama kosullarindaki nem ve
sicaklik CPP, artik su igerigi ve camsi gecis sicakligi ise CMA olarak goz oniinde
bulundurulur [86].

Dondurarak Kurutmada Miihendislik Perspektifi: Is1 ve Kiitle Transferi

Liyofilizasyon siirecinin temelinde, vakum altinda buzun siiblimlesmesiyle agiga ¢ikan
buharin uzaklastirilmas:1 arasinda kritik bir 1s1i—kiitle transferi dengesi vardir.
Siiblimasyonu siirdiirmek igin iiriine yeniden yapilandirma sirasinda olusan sogumayi
telafi edecek miktarda 1s1 enerjisi verilmelidir; ayn1 anda ag¢iga ¢ikan su buharinin

uzaklastirilmasi, 6rnekten ¢ekilen 1s1 miktariyla dengelenmelidir.
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Bu denge saglanamazsa, 6rnek sicakligr ya diiserek kurutma verimliligini azaltir ya da
yikselerek erime ve ¢okme riskini artirir. Erken sublimasyon evrelerinde kuru tabakanin
buhar akigina direnci diisiik oldugundan denge korunmasi kolaydir; ancak kuru tabaka
derinlestik¢e buhar direnci artar ve ornek sicakligi yiikselerek yapisal bozulmaya yol
acabilir. Bu durumda, siire¢ sicakligini diisiirmek kurutma hizini yavaslatip ¢evrim siiresini

uzatsa da tiriin kalitesini korumak i¢in gerekli olabilir [83].

2.3.3.1. Kullanilan Koruyucu Bilesenlerin Etki Mekanizmasi

Dondurarak kurutma isleminde tercih edilen koruyucu bilesenler {iriin tiiriine, yapisina ve
kullanim amacina gore degismektedir. Mikrobiyel suslarin liyofilizasyonunda sikg¢a
kullanilan yagsiz siit tozunun yaninda, maya suglarinin hiicre duvarinda da bulunan ve
koruyucu 6zellik kazandiran trehaloz ve siikkroz gibi indirgen olmayan disakkaritler ve
yapida homojenizasyon saglamak i¢in diisiik derisimli NaCl kullanilir. Asagida, HUFCC
liyofilizasyon protokollerinde kullanilan dort ana bilesenin mekanizmalar1 6zetlenmistir

[87, 88].

Trehaloz (a-D-glukopiranozil a-D-glukopiranozid), glukozdan olusan indirgen olmayan
bir disakkarittir ve liyofilizasyon (dondurarak kurutma) siirecinde hiicresel diizeyde ¢ok
yonlii koruma saglayan en etkili bilesiklerden biridir. Ozellikle Saccharomyces cerevisiae
gibi anhidrobiyotik kapasiteye sahip mikroorganizmalar i¢in, trehalozun sitoplazmada
birikimi hem kuruma hem de oksidatif stres gibi ¢evresel etkilere karsi temel bir savunma

mekanizmasi olarak tanimlanmistir.

Trehalozun bu koruyucu etkisi, literatiirde, su yer degistirme hipotezi ve vitrifikasyon
hipotezi olmak iizere iki farkli durumla agiklanmaktadir. Su yer degistirme hipotezine gore,
trehaloz dehidrasyon sirasinda su molekiillerinin yerine gecerek proteinler ve fosfolipitlerle
hidrojen baglar1 kurar. Bu etkilesimler sayesinde proteinlerin dogal katlanmis yapisi
korunur, protein agregasyonu engellenir ve hiicre zarlarinin biitiinliigii ile sivilagsma

Ozellikleri muhafaza edilir.

Vitrifikasyon hipotezine gore ise trehaloz, diisiik su aktivitesi kosullarinda cams1 bir matris
olusturma kapasitesine sahiptir. Bu cam fazi, serbest radikal olusumunu baskilayarak

oksidatif hasar1 sinirlar ve zararl reaksiyonlarin hizin1 viskoz yapisi sayesinde yavaslatir.

Trehalozun, diger sekerlere (6rnegin siikroz ve laktoz) kiyasla en 6nemli avantaji, yliksek
su baglama kapasitesidir. Bu o0zellik, buz kristali olusumunu engelleyerek hiicre

biitiinliigliniin korunmasina katk: saglar. Ayrica, trehalozun diisiik tatlilik derecesi (%45
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siikroz tatliliginda), kokusuz ve renksiz olusu gibi fiziksel ozellikleri; isleme sirasinda

Maillard tepkimeleri gibi istenmeyen reaksiyonlarin 6nlenmesine de yardimei olur.

Trehalozun kurumanin neden oldugu ¢oklu streslere karsi etkin bir koruma saglamasi
nedeniyle, S. cerevisiae’nin uzun siireli saklanmasina yonelik uzay biyolojisi
uygulamalarinda da stratejik olarak kullanilmaktadir. Nitekim BioSentinel uzay misyonu
kapsaminda, kullanilacak S. cerevisiae suslarinin hazirlanmasinda, hiicrelerin stasyoner
faza ulastirildig1 uzun siireli siv1 kiiltiir biiyiitme protokolii benimsenmistir. Bu yaklasim,
hiicre i¢i trehaloz birikimini artirarak liyofilizasyon sonrasi hayatta kalimi ve biyolojik

islevselligi optimize etmeyi amaglamaktadir [89-92].

Siikroz, dehidrasyon sirasinda su molekiillerinin yerini alarak protein ve fosfolipitlerle
gliclii hidrojen baglar1 kurar; bu etkilesimler makromolekiillerin dogal konformasyonunu
korur ve agregasyonu engeller. Boylece kritik katlanmis yapilar liyofilizasyonun getirdigi
mekanik ve termal strese ragmen stabil kalir. Ayrica siikroz, diisiik su aktivitesi
kosullarinda camsi (vitreus) bir matris olusturma kapasitesine sahiptir; bu cam faz,
molekiiler mobiliteyi kisitlayarak serbest radikal olusumunu baskilar ve oksidatif hasar ile
zararli reaksiyon hizlarimi yavaglatir. Soguma sirasinda artan siikroz viskozitesi su
molekiillerinin diflizyonunu zorlastirarak buz kristallerinin biiyiimesini ve faz ayrigsmasini
engeller; boylece hem hiicre ici hem de hiicre dist buz kristalizasyonu minimize

edilmektedir [93-95].

Yagsiz siit tozu, laktoz (indirgeyici disakkarit) ve kazein ile whey proteinlerini igeren
kompleks bir bilesimdir. Bu bilesenler, liyofilizasyon sirasinda diisiik su aktivitesi
kosullarinda amorf camsi bir matriks olusturarak membran ve protein yapilarinin
stabilitesini korur. Protein bilesenleri, hiicre duvari ile sitoplazma arasindaki yakin temast
destekler; boylece dondurma ve kurutma agamalarinda olusabilecek mekanik ve oksidatif
hasarlar minimize edilir. DSMZ’de bakteri liyofilizasyonu i¢in koruyucu ortam olarak %10
yagsiz slit tozu Onerilmektedir. Benzer sekilde, ATCC Mycology Culture Guide, maya ve
mantar kiiltiirlerinin liyofilize edilmesi 6ncesinde %20 (a/h) ¢ozeltisi olarak yagsiz siit tozu
kullanimin tavsiye eder. Son yillarda yapilan calismalarda, %5-10 (w/h) yagsiz siit tozu
igeren formiilasyonlarin, dondurma sirasinda buz kristallerinin biiylimesini engelledigi ve

¢oziinme sonrast homojen bir siispansiyon sagladigi gosterilmistir [96-98] .
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NaCl, liyofilizasyon 6ncesi matrise eklendiginde partikiiller aras1 hidrojen baglarinin
olusumunu bloke ederek kuruduktan sonra siispansiyonun homojen bi¢imde yeniden
dagilmasin1 saglar. Vakum altinda kurutma sirasinda Na® iyonlar1, partikiil
yiizeylerindeki karboksilat ve hidroksil gruplariyla elektrostatik etkilesim kurarak ara
yiizey hidrojen baglarini zayiflatir ve geri doniisiimsiiz agregasyonu engeller. Gozenekli
bir matris meydana getirerek rehidrasyon sonrasi hizli ve esit dagilim saglar; NaCl varligi
ise bu gozeneklerin diizenli olusumunu destekleyerek siispansiyon homojenligini daha da

giiclendirir [99].

2.3.3.2. Dondurarak Kurutmada Kalite Kontrol

Dondurarak kurutma isleminin temel hedefi; son iirliniin stabilite, kalite ve ticari
iiretilebilirlik kriterlerini karsilamaktir. Uriin formiilasyon ve proses, protein gibi aktif
maddelerin donma, kurutma ve yeniden ¢oziilme asamalarindaki streslere dayanmasini
saglayacak sekilde tasarlanmalidir. Basarili bir iirlin; distiik artik nem, hizli yeniden
¢oziinme ve uygulama kolaylig1 sunmali, cihazlarla uyumlu ve ¢okme/eritme belirtisi
olmadan farmasotik agidan kabul edilebilir goriinmelidir. Toplam dongii siiresinin 4-5
giinii gegcmemesi ve kolay olceklenebilirlik de kritik kalite kontrole kriterlerindendir

[100].
Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC)

DSC, bir numunenin 1s1 akigini izleyerek cam gegisi, kristallesme ve erime gibi kritik
termal olaylar belirler . Primer kurutmada, DSC ile tayin edilen Tg' degeri, liriin
sicakliginin bu esik seviyenin {istline ¢ikmamasi i¢in sinir olusturur; bdylece hem

kurutma siiresi kisalir hem de yapisal ¢cokme riski engellenir [99] .
Nem Igerigi Kontrolii

Dondurarak kurutma sonrasi kalintt nem miktari, {iriin stabilitesini dogrudan etkiler;
beklenen kalinti nem miktar1 %0.5-2 olarak kabul edilir. Nem miktar1, Karl Fischer
titrasyonu veya gravimetrik yontemlerle tayin edilerek sekonder kurutma sonlandirma
kriteri olarak kullanilir. Asir1 nem, mikrobiyel biiylime ve kimyasal bozunmaya; asir1
kurutma ise protein denatiirasyonuna yol ac¢tifi icin, nem kontrolii hem biyolojik

aktiviteyi hem de yapisal biitlinliigli korumada 6nemli bir faktordiir [20] .
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Cams1 Gegis Sicaklig

Camsi gegcis sicakligr (Tg), kuru, amorf bir maddenin kat1 ve gevrek halden daha esnek
ve lastiksi hale geldigi sicaklik araligini tanimlar; bu noktada malzeme mekanik olarak
yumusamaya baslar, liyofilize {iriinlerdeyse, donmus ve konsantre ¢ozeltinin cam faz
gecisi (Tg'), buz kristallerinin erimeden korunabilecegi en yiiksek islem sicakligini
belirler; bu nedenle primer kurutmada raf sicakligi Tg' degerinin birkac¢ derece altinda

tutulur [20].
Dondurarak Kurutma Mikroskopisi (DKM)

Formiilasyon bilesenlerinin donma ve liyofilizasyon siiregleri sirasinda polarize 151k
mikroskobu altinda fiziksel davranislarinin dogrudan goézlenebilmesini saglayan teknik
sayesinde sayesinde, liyofilizasyonun kritik parametreleri; ¢okme sicakligi (collapse
temperature), kristallesme sicakligi (crystallization temperature), optimal tavlama
(annealing) sicakligi ve siiresi ile otektik erime sicakligi (eutectic melting temperature)
belirlenebilir.  Ozellikle farmasdtik ve biyofarmasdtik  formiilasyon — gelistirme
calismalarinda, {riin stabilitesinin ve raf Omriiniin iyilestirilmesi amaciyla sikca

basvurulan analitik tekniklerden biridir [101].

2.4. Veri Tabam ve Siirdiiriilebilir Model insas

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlarin1 yonetmede veri tabanlari, glinlimiizde yalnizca kayit
tutma araglar1 degil; ayn1 zamanda siirdiiriilebilirlik ve is birliginin omurgasidir. Diinya
capinda koleksiyonlar tarafindan {iretilen verinin hacmi, genomik sekanslama ve ¢ok
katmanl “omics” analizlerinin yayginlagsmasiyla eksponansiyel bir artig gostermektedir.

Bu hizl1 biiyiime;

o Veri kaybu riskinti,
o Tekrarlanan deneylerin maliyetini,

o Farkl: sistemler arasindaki entegrasyon zorluklarini

giin yiiziine g¢ikarmaktadir. Ornegin, BacDive ve GCM/gcType gibi o6zellesmis
platformlar bu aciklar1 biiylik 6lgiide kapatmis olsa da tablolama yapilari, meta-veri
alanlar1 ve dogrulama akislarinin merkezler arasinda farklilik géstermesi, gergek zamanli

veri aligverisini hala kisitlamaktadir.
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ISO/TC 276’nin 2024 tarihli yayinladigi yeni standart, mikrobiyel biyolojik kaynak
merkezlerinde bulunmasi gereken asgari veri alanlari, kimlik dogrulama akislar1 ve yayin

formatlari1 tanimlayarak bu soruna cevap aramaktadir. Bu standartla birlikte:

»  Standartlagtirllmis meta-veri setleri, farkli altyapilarin birbiriyle uyumlu ve
karsilikli olarak ¢alisabilir hale gelmesi,

»  Dogrulanmis akiglar ile verinin kaynaktan kullaniciya kadar kesintisiz
izlenebilmesi,

»  Yaym formatlar ile hem insan hem de makine okunabilir raporlarin iiretilmesi

hedeflenmektedir [23, 24].

2.4.1. Veri Tabanlar1 ve Veri Paylasim

Veri yonetimi, mikrobiyel Biyolojik Kaynak Merkezleri (mBKM’ler) i¢in isletme ve is
birliginin temelini olusturur. Bu merkezlerde kullanilan altyapilar birbirinden oldukca
farklidir; bu heterojenlik, veri tiirleri arasinda uyumluluk ve standartlasma eksikligine

yol agar.
Ana bilgi gruplari
1. Kaynak Bilgisi: Sus tanimi, molekiiler ve fiziko-kimyasal karakterizasyon
2. Gegmis Verisi: Izolasyon kaynagi, elde edilme siiregleri
3. Yonetimsel Bilgiler: Alikot sayisi, depolama kosullar

Bu veri tabanlari hem kurum igi izlenebilirlik hem de arastirmaci, endiistri ve diger
kullanicilar i¢in ¢evrimigi erisim ve indirilebilir kataloglar aracilifiyla paylasim
imkan1 sunacak sekilde yapilandirilir. Ancak altyapilar arasindaki tutarsizlik, veri
paylasimini ve ortak standartlarin uygulanmasini zorlastirmakta; bu nedenle
mBKM’lerde kapsamli ve iyi uyarlanmig veri paylasim politikalart ve teknik

protokoller kritik 6neme sahiptir [7].
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2.4.2. Mikrobiyel Veri Ekosisteminin Kurulmasi: Temel Unsurlar

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlarinda toplanan verilerin etkili sekilde islenmesi,
saklanmasi ve paylasilmasi, giivenilir bir veri ekosisteminin temelini olusturur. Bu
sistem yalnmizca veri kayitlarini degil; dijital kataloglarin olusturulmasi, standartlara
uyum, analiz altyapilar1 ve kullanici erisimi gibi cok boyutlu bilesenleri de kapsar. Bu
boliimde, koleksiyon verilerinin dijital doniisiim siirecinde 6ne ¢ikan temel yapi taslar

sade bir sekilde ele alinmaktadur. Ilgili ilkeler Sekil 2.10.’da verilmistir.

Dijital Katalog ihtiyaci “ K? . Veri Madenciligi
Dijitallesme Agig @ %.%@ Verilerin Toplanmasi ve Kiratorlik
\ Mikrobiyel /7 =

Veri
Ekosistemi

Veri Tabani Tasanimi ve Mimarisi

EnE
e
o
EE

FAIR ilkeleri S&
i
LIMS yénetimi . J & . Web Arayiizi

Sekil 2.10. Mikrobiyel veri ekosistemi olusturmada temel ilkeler [18, 25-29]
Dijital Katalog ihtiyaci

Internet tabanli veritabanlar1 taksonomi, izolasyon kaynagi, evrimsel konum,
metabolik-fonksiyonel o6zellikler ve ekolojik iligkiler gibi bes ana bilgi kiimesini

arastirmacilara tek noktadan sunarak sus transferini kolaylastirir [18].
Dijitallesme Ac1g1

Diinya ¢apinda kiiltiir koleksiyonlarinin yalnizca %353 iinde korunan suslar1 kapsayan
dijital katalog bulunuyor; bu da veri giincelleme ve dogrulama siireglerinin,
koleksiyonlarin baslica dikkat etmesi gereken noktalar olarak o©ne c¢iktigin

gostermektedir [7].
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FAIR ilkeleri

FAIR ilkeleri, dijital verilerin kolay bulunur (Findable), erisilebilir (Accessible),
uyumlu (Interoperable) ve yeniden kullanilabilir (Reusable) olmasin1 amaglar. Bunu
saglamak i¢in yasam bilimlerinde farkli standart formlar kullanilir, her kayda kalici bir
kimlik verilir ve agik lisans bilgisi eklenir. ISO 21710:2020 ise bu ilkeleri pratige
dokerek mikrobiyel kaynak merkezlerinde tutulmasi gereken asgari veri alanlarini ve

basit bir kalite kontrol akisini tanimlar; bdylece tiim merkezler ayni1 dili konusur [27].

LIMS yonetimi: 6rnekten veritabanina kesintisiz izlenebilirlik

Bir Laboratuvar Bilgi Yonetim Sistemi (LIMS), numune kabuliinden son rapora kadar
tim adimlan dijital olarak takip eder. Rol bazli erisim (kimin neyi gorebilecegi) ve
stirlim kontrollii kayitlar sayesinde hem gilivenlik hem de geri-doniip kontrol edebilme
imkan1 saglanir. Mikrobiyolojiye 6zel ¢oziimler kontaminasyon riskini disiiriir, seri
testleri otomatik puanlar ve denetim izlerini saklar. Uygulama 6rnekleri, LIMS kurulan
bir ulusal laboratuvarda elle yapilan hatalar1 %30 azaltirken rapor hazirlama siiresini de
yartya indirmistir. Yeni trend, yapay zekay1 LIMS’e baglayarak anomali tespiti ve “Once

hangi 6rnek islenmeli?” sorusuna akilli 6nceliklendirme sunmaktir [28].

Veri madenciligi: koleksiyon hazinesinden anlam ¢ikarmak

BacDive gibi kapsamli veritabanlarinda yiiz binlerce sus ve binlerce 6zellik alani
saklanir. Bu diizenli veriler, istatistiksel analizler ve yapay zeka modelleri igin altin
madeni gibidir. Ornegin, gen-fenotip eslesmesine odaklanan grafik sinir aglar
(GNN’ler) kontaminantlar1 erken tahmin edebilir veya yeni enzim adaylarini hizlica
filtreleyebilir. FAIR uyumlu meta-veri sayesinde farkli koleksiyonlardan gelen kayitlar
ortak terimlerle birlesir; boylece modeller ¢cok daha biiyilik ve zengin 6grenme setleriyle

egitilir, sonuglarin giivenilirligi artar [23, 29].

Verilerin Toplanmasi ve Kiiratorliik

Her yeni 6rnek, tek sayfalik standart bir formla kaydedilir; kaynak, kimlik ve depolama
kosullar1 eksiksiz yazilir. Cift kontrol ve basit yazim denetimleri (6r. otomatik tiir adi
eslestirme) hatalar1 en aza indirir. Orneklere kalic1 tanimlayic1 (DOI / Handle) verilir ve
yilda en az bir kez kiiratorlerce giincellenerek dis veritabanlariyla (NCBI vb.) senkron

tutulur [29].
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Veri Tabani Tasarimi ve Mimarisi

Veriler iki katmanda saklanir: kimlik bilgileri giivenli iliskisel tabanda, genom dosyalari
esnek belge tabaninda tutulur. Ug¢ katmanli mimari (Veri — API — Sunum) hem
yedeklemeyi hem de diger portallarla baglantiyr kolaylastirir. ISO 21710°daki “asgari
alanlar” ve basit kalite-kontrol tablolari, her merkezin ayni dili konusmasini saglar.

Olgeklenme ihtiyac1 dogdugunda sistem yapisina sorunsuz tasimabilir [26].

Web Arayiizii

Mobil uyumlu ve erisilebilir tasarim, aragtirmaciya hizli arama, filtreleme ve grafiksel
Ozetler (filogenetik agag, istatistik panosu) sunar. Agik API dokiimantasyonu sayesinde
veriler kolayca indirilebilir veya kodla ¢ekilebilir. Rol bazli giris, HTTPS ve tek
kullanimlik indirme baglantilar veriyi korurken, diizenli geri bildirim oturumlari arayiizii
stirekli iyilestirir. Boylece ziyaret¢i hem verinin nasil toplandigint anlar hem de sorusuna

net cevap bulur.

Web sayfasinin temel yapisti HTML (HyperText Markup Language) ile olusturulur.
Sayfadaki basliklar, metin kutulari, butonlar ve veri tablolar1 gibi tiim igerik bilesenleri
HTML etiketleriyle tanimlanir. Gorsel diizenlemeler ve kullanici deneyimi ise CSS
(Cascading Style Sheets) ile saglanir. CSS, sayfaya renk, yazi tipi, bosluklar ve mobil

uyumluluk gibi 6zellikler kazandirir.

Bu yapmin dinamik hale gelmesini saglayan ise PHP (Hypertext Preprocessor) dilidir.
PHP, sunucu tarafinda ¢alisarak kullanicidan gelen arama, filtreleme veya form bilgilerini
isler; veritabanina baglanarak ilgili suslar1 ¢ceker ve sonuglart HTML araciligiyla ekrana

yansitir.

Bu ii¢ teknoloji bir araya geldiginde, arastirmacilar aradiklar1 mikrobiyel verilere kolayca
erisebilir, sayfa icinde filtreleme ve detay goriintiilleme gibi islevleri sorunsuz sekilde
kullanabilir. Kullanici dostu ve erisilebilir bir sistem i¢in bu yapilarin uyumlu ¢alismast

biiylik 6nem tasir [29].
2.4.3. Diinya Genelinde Veri Tabanlan

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlarmin dijital doniisiimiinde, kiiresel dlgekte gelistirilen ve
stirdiiriilen veri tabanlar1 kritik rol oynamaktadir. Bu platformlar yalnizca biyolojik

cesitliligin belgelenmesini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda taksonomik dogrulama,
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ornek paylasimi ve bilimsel arasgtirmalarda veri temelli is birligini kolaylastirir. Veri
hacminin artmasiyla birlikte, bu sistemlerin standartlagmis veri alanlari, acik erisim

ilkeleri ve biitiinlesmis analiz araclar1 sunmasi giderek daha biiyiik 6nem kazanmustir.

Asagida, mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlar1 alaninda 6ne ¢ikan ii¢ dnemli uluslararasi veri

taban1 ve bunlarin giincel 6zellikleri 6zetlenmektedir:
BacDive (DSMZ)

BacDive, 111 000’den fazla bakteri ve arke susuna ait fenotipik, ekolojik ve molekiiler
metaveriyi barindiran en biiylik standartlastirilmis bakteri cesitliligi metaveri tabani
olarak ELIXIR “Core Data Resource” listesinde yer alir. 2025 Nucleic Acids Research
(NAR) siirtimiinde 14 658 yeni sus eklenmis ve veri atamalart DOI sistemiyle

iliskilendirilerek TAXplorer iizerinden taksonomi-temelli gezinti kolaylastirilmistir [23].
WDCM-CCINFO

World Data Centre for Microorganisms (WDCM) altinda yer alan Culture Collection
Information Worldwide (CCINFO), 3 000+ koleksiyonun meta-verisini (yaklasik 1,9
milyon sus) tek katalogda birlestirir; her koleksiyonu kiiresel katalog numarasi (WDCM
ID) ile tanimlar. 2024 ECCO toplantisinda, CCINFO f{izerine insa edilen ve “FAIR
Matching Tool” ilkelerine uygun Ornek-koleksiyon eslestirmesi yapan beta modiil

tanitilmastir [102].
GCM / gcType Platformu

Cin Bilimler Akademisi tarafindan kontrol edilen Global Catalogue of Microorganisms
(GCM) ve genom odakli ikizi gcType, birlikte 23 000+ tip genomu ile diinyadaki tiir
tanimlayici referans setinin omurgasini olusturur. 2024’te gergeklestirilen platform
birlestirme ile nomenklatiir kontrol motoru otomatik hale getirilmis, biitiinlesmis “genom

tarayict” modiili yiiksek ¢oziiniirliiklii karsilastirma eklemistir [24].

Bu ¢alismanin temel amaci, laboratuvar dl¢eginde yapilandirilmis bir mikrobiyel kiiltiir
koleksiyonu ve buna entegre edilmis dijital veri tabani sistemi kurarak, Tiirkiye’de bu
alandaki daginiklig1 giderecek ve laboratuvar dlgeginde 6rnek teskil edecek siirdiiriilebilir
bir model olusturmaktir. Calisma, ayrica mevcut mikrobiyel biyogesitliligin korunmasi
ile elde edilen verilerin standartlastirilmis, erisilebilir ve uzun vadeli kullanimina agik bir

yapida sunulmasini hedeflemektedir.
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Deneysel diizeyde, kiiltiirlerin uzun siireli korunmasina olanak saglayan liyofilizasyon
stireci kritik bir bilesen olarak ele alinmis; yerel suslarin bu prosese yanitlari
degerlendirilerek kiiltiir koleksiyonunun siirekliligi glivence altina alinmistir. Bu
kapsamda elde edilen liyofilize Kkiiltiirler hem laboratuvar i¢i siirdiiriilebilirligi

saglamakta hem de dis paydaslara yonelik hizmet potansiyeli tagimaktadir.

Ayrica, koleksiyonda yer alan mikroorganizmalarin tiir diizeyinde karakterizasyonu,
literatiirde yaygin olarak kullanilan fenotipik ve molekiiler yoOntemlerle
gerceklestirilerek, laboratuvar diizeyinde mikrobiyel biyogesitliligine dair 6zgilin bir
veri Uretimi saglanmistir. Bu baglamda ¢alisma, benzer Olcekli arastirmalara

metodolojik ve teknik agidan rehberlik etme niteligi tasimaktadir.

Tirkiye’nin sahip oldugu zengin mikrobiyel ¢esitlilige karsin, kiiltiir koleksiyonlarinin
standardizasyonu, uluslararasi taniirlig1 ve dijital temsiliyetinde mevcut olan yapisal
eksiklikler dikkate alindiginda; bu ¢alismayla olusturulan sistemin, mikrobiyel biyolojik
kaynak merkezi olma yoniinde atilmis 6ncii bir adim oldugu degerlendirilebilir. Nihai
hedef, kurulan altyapinin uluslararasi otoritelerle entegre edilmesi ve Tirkiye'nin

kiiresel mikrobiyel kiiltiir ag1 i¢cindeki goriintirliigiiniin artirilmasidir.
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3.1. Materyal

3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1.1. Kullamlan Mikroorganizmalar

Bu calismada, Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii FoodOmics

Laboratuvari

Kiiltiir Koleksiyonu’'nda (HUFCC) bulunan,

Onceki

caligmalarda

tanimlanmig [103, 104] ve -20°C’de gliserol stoklarinda muhafaza edilen 83 maya susu

kullanilmistir. Maya suslarina ait bilgiler Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Tez ¢alismasi1 kapsaminda kullanilan HUFCC’de yer alan maya suslar1

Sus Kodu NCBI Erisim
No (HUF) Sus ada Kaynak Kodu
Saccharomyces ATCC/Ticari
! 16M1C€0002 cerevisiae ATCC 9763 Sus OQ876803
2 16M1C0003 Saccharomyces Ticari Sus 0Q912898
cerevisiae
Sarapgilik
3 16M1C0004 Saccharomyces (Chr. -
cerevisiae
Hansen)
4 16M3H11104 Saccharomyces | Cankr, 0Q876794
cerevisiae var. boulardii Uziim
Saccharomyces RSK/Instant
> 16M1C0001 cerevisiae RSKK 08022 | Kuru Maya OQ876785
6 16MOT10001 Saccharomyces Ticari Yas 0Q876784
cerevisiae Maya
Hacettepe
Saccharomyces Universitesi,
7 16M2K 10004 .. . .. 0Q912899
cerevisiae Biyoloji
Boliimii
"Hacettepe
8 16M2K 10006 Saccharomyces Universitesi, | e76786
cerevisiae Biyoloji
Boliimii
_Hacettepe
9 16M2K 10007 Saccharomyces Universitesi, | e76787
cerevisiae Biyoloji
Boliimii
10 16M3B11017 Saccharomyces Kunikleale, 0Q876788
cerevisiae Uziim
1 16M3B11021 Saccharomyces Knkkale, | 50876789
cerevisiae Uziim
12 16M3C11032 Saccharomyces Kirsehir, 0Q876790
cerevisiae Uziim
13 16M3C11033 Saccharomyces Kirsehir, 0Q876791
cerevisiae Uziim
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Saccharomyces

Eskisehir,

14 16M3G11088 on 2 0Q876792
cerevisiae Uzum

15 16M3H11101 Saccharomyces Cankar, 0Q876793
cerevisiae Uzum

16 17M3C31063 Saccharomyces Kirsehir, 0Q876795
cerevisiae Uzim

17 17M3C31065 Saccharomyces Kirsehir, 0Q876796
cerevisiae Ulel’Il

18 17M3C31066 Saccharomyces Kirsehir, 0Q876797
cerevisiae Uzim

19 17M3D31086 Saccharomyces Nevsehir, 0Q876798
cerevisiae Uzim

20 17M3D31088 Saccharomyces Nevsehir, 0Q876799
cerevisiae Uziim

21 17M3D31089 Saccharomyces Nevsehir, 0Q876800
cerevisiae UZle

22 17M3E21112 Saccharomyces Aksaray, 0Q876801
cerevisiae Uziim

23 17M3E21113 Saccharomyces Aksaray, 0Q876802
cerevisiae Uzim

24 17M3E21114 Saccharomyces Aksaray, 0Q876803
cerevisiae Uziim

25 17M3F21122 Saccharomyces Ankara, 0Q876804
cerevisiae Uzim

26 17M3F21126 Saccharomyces Ankara, 0Q876805
cerevisiae UZUl’Il

27 17M3F21134 Saccharomyces Ankara, 0Q876806
cerevisiae Toprak

28 17M3F31136 Saccharomyces Ankara, 0Q876807
cerevisiae UZUl’Il

29 17M3H21208 Saccharomyces Karaman, -
cerevisiae Uzim

30 18M3B21008 Sacchargmyces Kl.ljlk.l‘(ale, )
cerevisiae Ulel’Il

31 18M3B21010 Sacchar'mfzyces Kirikkale, )
cerevisiae Toprak

32 18M3C21001 Saccharomyces Kirsehir, -
cerevisiae Ulel’Il

33 18M3C21010 Sacchar.omyces Kirsehir, )
cerevisiae Toprak

34 18M3D21001 Saccharomyces Nevsehir, -
cerevisiae Uzim

35 18M3E21007 Saccharomyces Aksaray, -
cerevisiae Uzim

36 18M3F21012 Saccharomyces Ankara, -
cerevisiae Uziim

37 18M3G21009 Saccharomyces Eskiehir, -
cerevisiae Uzim

38 18M3J21008 Saccharomyces Sivas, -
cerevisiae UZUl’Il

39 18M3K21007 Saccharomyces Konya, -
cerevisiae Uzim
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40 18M31.21008 Saccharomyces Yozgat,
cerevisiae Uziim
41 22B1C0001 Saccharomyces | g0 dex
cerevisiae var. boulardii
42 16M3A11002 | Metschnikowia rubicola Ka yserl,
Uzlim
43 16M3B11020 | Metschnikowia cinsi Kirikkale,
Uziim
44 16M3B11023 Metschnikowia Klglkkale,
pulcherrima Uzlim
45 16M3C11034 |  Metschnikowia cinsi Kirsehir,
Uziim
46 16M3D11049 Metschnikowia cinsi Nev S.?hlr’
Uzlim
47 16M3D11052 Metschnikowia Nevsehir,
pulcherrima Uziim
Metschnikowia Eskisehir,
43 16M3G11089 pulcherrima Uziim
49 17M3C21050 | Metschnikowia cinsi Kirsehir,
Uziim
50 17M3C31064 | Metschnikowia rubicola Kur s?hlr,
Uzlim
51 17M3D31090 Metschnikowia Ne"vsehir,
pulcherrima Uziim
Metschnikowia Aksaray,
>2 ITM3E21115 pulcherrima Uziim
53 17M3E22117 |  Metschnikowia cinsi Aksaray,
Toprak
Metschnikowia Ankara,
>4 17M3F21123 pulcherrima Uziim
55 17M3F21125 Metschnikowia Ankara,
pulcherrima Uziim
56 17M3F21127 | Metschnikowia cinsi Ankara,
Uzliim
57 17M3F31135 | Metschnikowia cinsi Ankara,
Uziim
53 17TM3G31152 Metschnikowia Eskisehir,
pulcherrima Uziim
59 17M3H21174 |  Metschnikowia cinsi Cankir,
Uziim
60 17M3H21175 Metschnikowia Cankir,
pulcherrima Uziim
61 17M3H22179 Saccharomyces cinsi Cankirl,
Toprak
62 17TM3H21200 Metschnikowia Karaman,
pulcherrima Uziim
Metschnikowia Karaman,
63 I7TM3H21212 pulcherrima Uziim
64 16M3B11016 |  Metschnikowia cinsi Kirikkale,
Uziim
65 17M3D32092 Naganishia cinsi Nevsehir,
Toprak
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66 17M3D32093 Naganishia cinsi Nevsehir,
Toprak
67 17M3D32096 Naganishia cinsi Nevsehir,
Toprak
68 17M3E21110 Naganishia cinsi Aksaray,
Uziim
69 17M3F21128 Naganishia cinsi Ankara,
Toprak
70 17M3H22218 Naganishia cinsi Karaman,
Toprak
_Hacettepe
7 16M2K 10003 Wickerhamomyces Umyersﬁssg
anomalus Biyoloji
Boliimii
_Hacettepe
7 16M2K 10009 Wickerhamomyces Un1yers1t951,
anomalus Biyoloji
Boliimii
_Hacettepe
73 16M2K 10010 Wickerhamomyces Um\./ers1t.f?s1,
anomalus Biyoloji
Boliimii
74 16M3A11003 | Hanseniaspora opuntiae K-E-lyﬁerl’
Uziim
75 17M3F31139 Hanseniaspora uvarum Apk:clra,
Uziim
76 17M3F32141 Hanseniaspora uvarum Ankara,
Toprak
77 17M3H21173 Hansema_spom an{(lrl,
opuntiae Uziim
78 17M3A21001 Pichia kudriavzevii Kgly?erl,
Uziim
79 17M3A31013 Pichia cinsi Kayserl,
Uziim
80 17M3A32019 |  Pichia kudriavzevii Kayser,
Toprak
. . Kayseri,
81 16M3A12012 Solicoccozyma aeria Toprak
. Nevsehir,
82 17M3D31087 Cryptococcus cinsi Uziim
..Hacettepe
83 16M2K 10011 Yarrowia lipolytica UnlYers1t? 51,
Biyoloji
Boliimii

Calismada ayrica, HUFCC koleksiyonunda yer alan ve onceki ¢caligmalarda tanimlanmis
[105] suslarin da yer aldig1 26 farkli bakteri susu da kullanilmistir. Bu suslar, -20°C'de
gliserol stoklarinda muhafaza edilmistir. Bakteri suslarina iliskin bilgiler Cizelge 3.2°de

verilmistir.
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Cizelge 3.2. Tez calismasi kapsaminda kullanilan HUFCC’de yer alan bakteri suslari

Sus Kodu
No (HUF) Sus adi Kaynak
1 19ZN1R1001 Limosilactobacillus fermentum Cig Siit
2 19ZN1R1002 Lactobacillus delbruecki Cig Siit
3 18ZN4R1011 Lacticaseibacillus paracasei Teleme
4 18ZN5R1018 Pediococcus pentosaceus Beyaz Peynir
5 19ZN1M1001 Lactococcus lactis Cig Siit
6 19ZN2M1012 Streptococcus thermophilus Starter Kugﬁi Eklenmis
7 19ZN2M1013 Lactococcus lactis Starter Kulst:i: Eklenmis
8 19ZN4M1027 Lactococcus lactis Teleme
9 19ZN6M1035 Lactococcus lactis Tanker Yiizeyi
10 19ZN7M1039 Streptococcus thermophilus Tekne Yiizeyi
11 19ZN7M1043 Lactococcus lactis Tekne Yiizeyi
12 | 19ZN10M1058 Lactococcus lactis Cendere Bezi Yiizeyi
13 18ZN5R2031 Lactobacillus crispatus Beyaz Peynir
14 18ZN1M1002 Lactococcus lactis Cig Siit
. Probiyotik Yogurt Starter
15 22BDT2034 Streptococcus thermophilus Kiiltiiri
16 19ZN1R1013 Lacticaseibacillus rhamnosus LGG Novonesis
17 18ZN2R1004 Levilactobacillus brevis Starter Kulstﬁi Eklenmis
18 19ZN3R1008 Lactobacillus delbruecki Piht1
19 18ZN9R2019 Lactobacillus delbrueckii Kesme Teli Yiizeyi
20 18ZN3R2029 Lactobacillus delbrueckii Piht1
21 19ZN3R1010 Lactobacillus delbruecki Piht1
22 19ZN5R1017 Lactobacillus delbrueckii Beyaz Peynir
23 ST-BODY-1* Streptococcus thermophilus Novonesis
24 LB-12* Lactobacillus dell?rueckn subsp. Novonesis
bulgaricus
25 nu-trlss%@f LA- Lactobacillus acidophilus Novonesis
HNO19
26 (HOWARU Bifidobacterium animalis subsp. lactis Danisco
Bifido)*

*Cizelge 3.2.°de 23-26. sirada yer alan dort sus, 12.02.2025 tarihinde liyofilize formda
temin edildigi i¢in, ¢aligmada herhangi bir analize dahil edilmemistir.
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3.1.2 Besiyerleri ve Diliisyon Sivisimin Hazirlanmasi

Maya suslarina ait kiiltiirlerde canlilik tayini i¢cin YPD agar (15 g/L Agar, 20 g/L
bakteriyolojik pepton, 20 g/L glikoz, 10 g/L maya ekstrakti, Condalab, Ispanya, Uriin
Kodu: 1546) kullanilmistir. Besiyeri, 65.0 g/L olacak sekilde hazirlanmis , damitik suda
coziindiiriilerek 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavlanmistir (Niive, Ankara, Tiirkiye;
OT 23S5). Sogutularak petri kutularina (MK.03.043-3K LAB) 15 ml’lik hacimlerde
dokiilmiistiir. Hazirlanan ortam kehribar renkli, hafif mat gériiniimlii olup 25°C’de pH’s1

6,5 £+ 0,2 olarak ol¢iilmiistiir.

YPD broth (10 g/L dekstroz, 20 g/L pepton, 10 g/L maya ekstrakt; Condalab, ispanya
Uriin Kodu: 1547) stok kiiltiirlerin aktivasyonu i¢in kullanilmistir. Besiyeri 50,0 g/ L
olacak sekilde hazirlanmis, damitik suda ¢oziindiiriilerek tiiplere (Uriin Kodu:
077.03.001, ISOLAB, Tiirkiye) ve santrifiij tiiplerine (Uriin kodu: E1450-0100-1,
StarLab GmbH, Almanya) uygun hacimlerde dagitilmis ve ayni sekilde otoklavlanmustir.
Hazirlanmig besiyeri kehribar, hafif mat renkli olup 25°C’de pH’s1 6,5 + 0,2°dir.

Enterokok ve laktokok cinsi bakterileri suslarina ait kiiltlirlerde canlilik tayini i¢in M17
agar (5 g/L Soya unundan pepton; 2,5 g/L etten pepton; 2,5 g/L kazeinden pepton; 2,5
g/L maya ekstrakti, 5,0 g/L et ekstrakti; 5,0 g/L laktoz monohidrat; 0,5 g/L askorbik asit;
19,0 g/L sodyum P gliserofosfat; 0,25 g/L magnezyum siilfat; 12,75 g/L agar; Uriin Kodu
:1.15108.0500, Merck, Almanya ) tercih edilmistir. Besiyeri, 55.0 g/L olacak sekilde
hazirlanmig, damitik suda ¢oziindiiriilmiis ve aym siire ve sicaklikta otoklavlanmustir.
Uygun sicaklikta (45-50°C) getirilerek 15 ml’lik hacimlerde petri kutularina
(MK.03.043-3K LAB) aktarilmistir. Hazirlanan besiyeri kahverengi renkte olup
25°C’de pH’s1 7,0 - 7,4 "tiir.

M17 Broth (5.0 g/L Soya unundan pepton; 2.5 g/L etten pepton; 2.5 g/L kazeinden
pepton; 2.5 g/L. maya ekstrakti, 5.0 g/L et ekstrakti; 5.0 g/L laktoz monohidrat; 0.5 g/L
askorbik asit; 19.0 g/L sodyum pB-gliserofosfat; magnezyum siilfat; Uriin Kodu :
1150290500, Merck, Almanya), enterokok ve laktokok cinsi bakterilere ait stok
kiiltiirlerin kiiltivasyonu i¢in secilmistir. Hazirlanan besiyeri 42,5 g/ L olacak sekilde
damitik suda ¢éziindiiriilerek deney tiiplerine (Uriin Kodu: 077.03.001, ISOLAB,
Tiirkiye) ve santrifiij tiiplerine (Uriin kodu: E1450-0100-1, StarLab GmbH, Almanya)
uygun hacimlerde dagitilmis ve aym sekilde otoklavlanmistir. Hazirlanan besiyeri

kehribar, hafif mat goriintimlii olup 25°C’de pH’s1 7,1- 7,3 olarak dl¢tilmistiir.
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Laktobasil cinsi bakteri suslarina ait kiiltiirlerde canlilik tayini icin MRS Agar (10 g/L
bakteriyolojik agar, 10 g/L bakteriyolojik pepton, 20 g/L dekstroz, 2 g/L dipotasyum
fosfat, 0,2 g/ magnezyum siilfat, 0,05 g/ manganez siilfat, 8 g/L. sigir eti ekstrakti, 5
g/L sodyum asetat, 1 g/L tween 80, 4 g/L maya 0ziitii, 2 g/l amonyum sitrat; Condalab,
Ispanya ,Uriin Kodu: 1043) tercih edilmistir. Besiyeri, 62,0 g/L olacak sekilde
hazirlanmis, damitik suda ¢oziindiiriilerek otoklavda sterilize edilmistir. Ardindan 45-
50°C’ye sogutularak petri kutularima (MK.03.043-3K LAB) 15’er ml dokiilmiistiir.
Hazirlanan besiyeri kehribar, hafif mat renkli olup 25°C’de pH’s1 6,2 + 0,2°dir.

Laktobasil cinsi mikroorganizmalarin gelistirilmesinde anaerobik jar (2,5 L hacimdeki
kavanoz, Oxoid) ve Anaerocult (Uriin Kodu: 1138290001, Merck, Almanya), standart
boydaki belirli hacimde anaerob ortam saglamak icin kullanilan kagit poset ic¢inde
kimyasal madde karigimi kullanilmistir. Laktobasil cinsi bakterilere ait stok kiiltiirlerin
kiiltivasyonu igin sivi besiyeri, MRS Broth (10,0 g/L bakteriyolojik pepton, 2,0 g/L
dipotasyum fosfat:, 20,0 g/L dekstroz: magnezyum siilfat: 0,05 g/L. manganez siilfat: 8,0
g/L et ekstrakti: 5,0 g/LL sodyum asetat: 1,0 g/LL Tween 80: 4,0 g/ maya ekstrakti: 2,0 g/L
amonyum sitrat; Condalab, Ispanya, Uriin Kodu : 1215) ile hazirlanmistir. Hazirlanan
besiyeri, 52,25 g/L olacak sekilde hazirlanmis, damitik suda ¢oziindiiriilerek deney
tiiplerine (Uriin Kodu: 077.03.001, ISOLAB, Tiirkiye) ve santrifiij tiiplerine (Uriin kodu:
E1450-0100-1, StarLab GmbH, Almanya) uygun hacimde dagitildiktan sonra
otoklavlanmigtir. Hazirlanan besiyeri agik kehribar renginde olup 25°C’de pH’s1 6,2 +
0,2°dir.

TS EN ISO 6887-1 ve TS EN ISO 7218 standartlarina uygun olarak %0,85 (w/v) NaCl
diliisyon sivisi, her litreye 8,5 g sodyum kloriir eklenerek hazirlanmistir ve sivi 9 ml’lik

alikotlar halinde tiiplere dagitildiktan sonra otoklavlanmistir [106, 107].

3.1.3. Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Katalaz testi icin %34,5-36,5 (a/h) hidrojen peroksit (18312 - Sigma Aldrich), yiizey
sterilizasyonu ve gram boyama islemleri i¢in %99,9 safliktaki etanol (920.026 - ISOLAB)
kullanilmistir. Maya suslarinin boyanmasinda metilen mavisi; bakteri suslarinin Gram

boyamasinda kristal viyole, Gram iyot ve safranin boyalar1 tercih edilmistir.

Stok kiiltiirlerin -20°C’de muhafazasinda OR-Bank 01 (OR-BAK) bakteriyel saklama
tiipleri ve mikrosantrifiij tiipleri (S1620-2700 Star Lab) kullanilmistir. Morfolojik
analizler i¢in lamlar (075.05.001 - ISOLAB) ve tek kullanimlik steril petriler
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(MK.03.043 - 3K LAB) kullanilmistir. Glukoz fermantasyon testleri i¢in Durham tiipleri,
deney tiipleri ve 15 ml’lik konik santrifiyj tiipleri (078.02.001 - ISOLAB) kullanilmustir.

DNA izolasyonlar1 i¢gin GeneMATRIX Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit
(E3580-01 - EURKX) tercih edilmistir. 16S ve ITS bolge analizlerinde PCR Buffer MgCl.
(Fermentas), dNTP mix (Fermentas), Taq DNA Polimeraz (FIREPol®, Solis Biodyne,
Estonya) ve primerler (BM Labosis) kullanilmistir.

3.1.4 Koruyucu (Liyoprotektan) Cozeltilerin Hazirlanmasi

Maya suslari i¢in Bond ve ark. [108] tarafindan kullanilan formiil temel alinarak modifiye
edilmis bir koruyucu ¢dzelti hazirlanmistir. %10 (a/h) trehaloz dihidrat (BD21784-100g,
BLDpharm, Cin) ve %10 (w/v) yagsiz siit tozundan (Uriin Kodu: 0230, Condalab,

Ispanya) olusan ¢ozelti, 100 ml toplam hacim olacak sekilde hazirlanmistir.

Bakteri suslar1 i¢in Fonseca ve ark. [109] tarafindan bildirilen bilesim esas alinarak
modifiye edilmis ve %10 (w/v) siikroz (SUC507, BioShop, Canada) ve %10 (w/v) yagsiz
siit tozu igeren c¢ozelti hazirlanmistir. Her iki ¢ozelti de 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmistir [110].

3.2. Metot

3.2.1 Stok Kiiltiirlerin Canlandirilmasi ve Temel Karakterizasyon Uygulamalari

Cizelge 3.1°de yer alan maya suslari, YPD broth (Condalab, {irtin kodu: 1547) besiyerine
inokiile edilerek canlandirilmistir. Canlandirma islemi, etiivde (Memmert, Almanya,;
Uriin kodu: DIN 12880-kl) 28°C’de 2448 saat inkiibasyon ile gergeklestirilmis, siv1
besiyerinde tiirbiditenin gozlemlenmesiyle tamamlanmistir. Ardindan, suslar oze
yardimiyla tek koloni izolasyonu yéntemiyle [111, 112] YPD agar (Condalab, Uriin kodu:
1546) igeren tek kullanimlik steril Petrilere (MK.03.043-3k lab) ekilmistir. 28°C’de 72
saatlik inkiibasyon sonunda saf koloni gelisimi gozlemlenen kiiltiirler, yatik agar [113,
114] seklinde hazirlanmis polipropilen vida kapakli seffaf santrifiij tiiplerine (ISOLAB,
Uriin kodu: 078.02.001) éze yardimiyla aktarilmis ve 28°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Bu saf kiiltiirlere asagida belirtilen makroskobik ve mikroskobik analizler uygulanmaistir.

Yatik agarda gelisim gosteren saf kiiltiirler, li¢ paralel olarak kiiltiir saklama tiiplerine
(OR-BANK 01, Or-Bak) 6ze yardimiyla alinarak -20°C’de muhafaza edilmistir. Ayrica,

yatik agar kiiltiirleri +4°C’de kisa siireli saklama amactyla korunmustur.

51



Cizelge 3.2°de verilen bakteri suslarindan Lactobacillus cinsleri MRS broth (Condalab,
Uriin kodu: 1215), Laktokok ve Enterokok cinsleri ise M17 broth (Merck, Uriin kodu:
1.15029) igeren siv1 ortamlarda canlandirilmistir. Canlandirma islemleri, etiivde (Niive,

EN400) 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonrast tiirbidite gozlemiyle tamamlanmaigtir.

Laktobasil suslari, MRS agar (Condalab, iiriin kodu: 1043) iceren steril Petri kutularina
tek koloni diistirme yontemiyle ekilmistir. 37°C’de anaerob kosullarda 48 saat
inkiibasyon sonucunda gelisen saf koloniler, yatik agar olarak hazirlanmis tiiplere 6ze

yardimiyla alinarak 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Laktokok ve Streptokok cinsleri, M17 agar (Merck, Uriin kodu: 115108) igeren steril Petri
kutularina inokiile edilmistir. Bu suslar, 37°C’de acrob kosullarda 48 saat inkiibe edilmis,

ardindan gelisen saf koloniler yatik agar ortamlarina aktarilmistir.

Tiim bakteri stoklari, ii¢ paralel olacak sekilde Or-Bank 01 (Or-Bak) tiiplerine aktarilmig

ve -20°C’de muhafaza edilmistir.
a) Morfolojik Analiz
Mikroskobik Morfoloji

Basit Boyama Yontemi

Maya susglarinin mikroskobik morfolojileri, basit 151k mikroskobunda (100x immersiyon
objektifi) basit boyama yontemi ile incelenmistir. Uygulanan yontem asagida

belirtilmistir [111, 115].

e Temiz bir lam {izerine piset yardimiyla bir damla damitik su damlatilmistir.

e Kati1 besiyerinde gelisen 18—24 saatlik geng kiiltiirlerden bir 6ze 6rnek alinmis,
damitik suya karistirilarak lam yiizeyine yayilmstir.

e [Lam kuruyana kadar beklenmis ve ardindan alevden gecirilerek fikse edilmistir.

e Lamiizerine metilen mavisi damlatilmis, 1 dakika bekletilmis ve ardindan damitik
suyla yikanmstir.

e Kuruyan preparat lizerine immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta 100x

objektif ile incelenmistir.
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Gram Boyama Yontemi

Bakteri suslarinin mikroskobik morfolojileri, gram boyama yontemiyle 100x immersiyon
objektifli 151k mikroskobunda incelenmistir. Yontem asagida agiklanmistir [111, 116]:
e Temiz bir lam {izerine bir damla damitik su eklenmistir.
e 18-24 saatlik kiiltiirlerden alinan bir 6ze 6rnek, suya karigtirilip lam iizerine
yayilmigtir.
e Kuruduktan sonra lam alevden gegirilerek fikse edilmistir.
e Kristal viyole 1 dakika uygulanmig ve damitik suyla yikanmigtir.
e Ardindan liigol soliisyonu 1 dakika uygulanip yikanmustir.
e  %96’lik etanol 15 saniye uygulanmis, ardindan hizla uzaklastirilip suyla
durulanmastir.
e Safranin 30 saniye uygulanmis ve yikanmustir.
e Kuruyan lam ilizerine immersiyon yag1 damlatilarak 100x objektifte incelenmistir.
e Gram-pozitif bakteriler menekse moru, Gram-negatif bakteriler ise kirmiz1 renkte

gdzlenmistir.

Mayalarda mikroskobik degerlendirmede:
o Hiicre sekli ve biiyiikliigii (yuvarlak, oval, silindirik)
e Ureme sekli (tomurcuklanma, boliinme, eseyli iireme)
kriterleri g6z onilinde bulundurulmustur.
Bakterilerde ise asagidaki hiicre sekilleri ve dizilis 6zellikleri esas alinmistir:
o Sekiller: kok, ¢cubuk, virgiil, spiral, helikal
o Dizilis: monokok, diplokok, streptokok, stafilokok, tetrat, sarsinae, difteroid

Bu morfolojik degerlendirme, Gram boyama sonuclariyla desteklenmistir [42, 115].
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Makroskobik Morfoloji

Selektif besiyerlerinde gelisen maya ve bakteri kolonileri; sekil ve goriiniim, biiytikliik
(cap), renk (pigment iiretimi), koku ve yapt (kuru, slak, viskoz vb.) gibi kriterler

acisindan incelenmistir [42, 111].

b) Temel Biyokimyasal Testler

Suslarin karakterizasyonuna yonelik olarak, bu ¢alismada katalaz aktivitesi ve glukoz
fermantasyon kapasitesi belirlenmistir. Bu testler, tiir diizeyinde ayirt edici biyokimyasal
Ozelliklerin ortaya konulmasi ve Kkiiltiir koleksiyonu veri tabanma tanimlayict veri
saglanmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Katalaz Testi

Bakteri suslarinin katalaz aktivitesi, hiicre i¢i hidrojen peroksidi su ve oksijene parcalayan
katalaz enziminin varligi ile belirlenmistir. Bu test, 6zellikle Gram-pozitif koklar arasinda
ayrim yapmada temel yontemlerden biridir [117, 118]:
e Taze kiiltiirden bir 6ze dolusu 6rnek lam tizerindeki damitik suya siispanse
edilmistir.
e Hiicre siispansiyonunun {izerine bir 6ze dolusu %30’luk H20: ¢ozeltisi (Sigma-
Aldrich) eklenmis ve karistirtlmistir.
e Hava kabarciklarinin olugmasi pozitif reaksiyon, kabarcik olugsmamasi ise negatif
reaksiyon olarak degerlendirilmistir.

Glukoz Fermantasyon Testi

Suslarin  karbonhidrat kullannom profiline dair bilgi edinmek amaciyla glukoz
fermantasyon testi uygulanmistir. Bu test, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin metabolik
kapasitelerinin degerlendirilmesinde de 6nemlidir [111, 119] :

e 250 mL besiyeri i¢in: 2,5 g tripton, 1,25 g NaCl, 2,5 g glukoz ve 2,5 mL %0,4

bromtimol mavisi hazirlanmis ve saf su ile 250 mL’ye tamamlanmaistir.

e Ortamin pH’s1, 0,1 N NaOH ile renk mavilesene kadar titre edilerek ayarlanmistir.

e Her bir deney tiipline 5 mL besiyeri ve bir adet Durham tiipii yerlestirilmistir.

e Ortam otoklavda sterilize edilmistir.

e Tiip basina 0,1 mL siv1 kiiltiir inokiile edilmistir.

e 37°C’de 5 giin inkiibasyon uygulanmistir.
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Asit olusumu ortam renginin sartya donmesiyle, gaz olusumu ise Durham tiipiinde gaz
kabarcig1 birikimi ile degerlendirilmistir. Asit olusumu gozlendiginde test pozitif olarak

kaydedilmis, gaz varlig1 ise ayrica belirtilmistir.

3.2.2. DNA Dizi Analizi

Bu calismada, maya ve bakteri suglarinin tlir diizeyinde tanimlanmasi amaciyla DNA
izolasyonu, PCR amplifikasyonu, jel elektroforezi, PCR iiriinlerinin saflastirilmasi ve dizi
analizi adimlarini igeren molekiiler bir analiz yaklasimi uygulanmistir. Genel 6zet Sekil

3.1°de verilmistir.

DNA izolasy PCR Amplifikasyonu J ; T
zolasyonu P Jel Elektroforezi ile DNA Dizi Analizi
Goriintiileme

§

Sekil 3.1. DNA dizi analiz is akis semasi

3.2.2.1. Maya ve Bakteri Suslarindan DNA izolasyonu

Maya ve bakteri suslarindan genomik DNA, GeneMATRIX Bacterial & Yeast Genomic
DNA Purification Kit (EURx, E3580, Polonya) kullanilarak izole edilmistir. izolasyon
isleminde, maya ve bakteriler i¢in farkl liziz kosullar1 uygulanmistir:

Maya suslart igin;

Yaklagik 1 ml hacimdeki kiiltiirden maya hiicreleri santrifiijlenerek pellet elde edilmistir.
Maya pelleti 300 pl tampon Lyse BG i¢inde siispanse edilmistir. 11 000 x g'de 1 dakika
santrifiijlenir, slipernatant1 atilir ve maya peleti 250 ul tampon Lyse BG i¢inde yeniden
stispanse edilir ve pipetlenerek iyice karistirilmistir.Siispanse edilen 6rnege 2 ul RNaz A
eklenir. lyice karistirin ve 60°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir.

Bakteri suslar igin;

Yaklagtk 1 mL hacmindeki bakteri kiiltlirii santrifiijlenerek hiicre pelletleri elde
edilmistir. Pellet, 300 uL. Lyse BG tamponu igerisinde yeniden siispanse edilmistir.

55



Ardindan stispansiyona 50 pLL BL tamponu ve 2 pLL RNaz A eklenmis, pipetleme veya

tiipiin hafifce ters gevrilmesi yoluyla homojenizasyon saglanmistir. Numuneler, 37 °C’de

15 dakika siireyle inkiibe edilmistir.

DNA izolasyonu asamast

A e

10.

1.

12.

13

14.

15.

Inkiibasyonun ardindan 15 pl Proteinase K eklenip 3 saniye vortekslenmistir.
Karigim 55°C'de 30 dakika inkiibe edilirken tiip birka¢ kere karistirilmistir.

Tiipe 350 ul Buffer Sol BG eklenir ve vorteks ile 3 saniye karistirilmastir.
55°C'de 5 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan tiip vorteks yardimiyla 15 saniye karistirilmistir.
Karigim 11,000 devirde 2 dakika santrifiijlenip 600 pl siipernatant spin kolona
alinmustir.

Spin kolon 11,000 devirde 1 dakika santrifiijlenmis ardindan toplama tiipiindeki
sliziintli uzaklastirilmigtir.

Spin kolon ayni toplama tiipiine yerlestirilerek tekrar 11,000 devirde 1 dakika
santrifiijlenip toplama tiipiindeki siiziintli uzaklastirilmistir. Ardindan spin kolon
alic1 tiipe yerlestirilmistir.

Spin kolona 450 pul Wash BGX buffer eklenip 11,000 devirde 1 dakika santrifiij
edilmistir.

Spin kolon ¢ikarilarak siiziintii dokiiliip daha sonra spin kolon tekrar toplama
tiipiine yerlestirilmistir.

Spin kolona tekrar 450 ul Wash BGX buffer eklenip 11,000 devirde 1 dakika
santrifiij edilmistir.

Spin kolon ¢ikarilarak siiziintii dokiiliip daha sonra spin kolon tekrar toplama

tiipline yerlestirilmistir.

. Wash BGX buffer'in tiim kalintilarin1 gidermek i¢in tiip 11,000 devirde 1 dakika

daha santrifiij edilmistir.

Spin kolon toplama tiipiinden ¢ikarilarak yeni bir alic1 tiipe yerlestirilmistir. Spin
kolona DNA'nin membrandan ayrilma etkinligini arttirmak i¢in 80°C'ye 1sitilan
50 pl Elution buffer eklenmistir.

Spin kolon ve alici tiip oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.
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16. Daha sonra 11,000 devirde 1 dakika santrifiij edilerek genomik DNA alic1 tiipte
toplanmustir.

17. Spin kolon alic1 tiipten ¢ikarilarak alict tiipiin agz1 kapatilip ekstraksiyonu
tamamlanan DNA -18°C'de saklanmustir.

18. Her bir 6rnekten ekstrakte edilen genomik DNA'larin konsantrasyon ve saflik
kontrolleri spektrofotometre ile yapilmistir. Bu asamada kiiciik hacimli
spektrofotometre NanoDrop One Microvolume (Thermo Scientific, ND-ONE-W)

cithazinin kullanilmasi amag¢lanmustir.

3.2.2.2. PCR Amplifikasyonu

PCR amplifikasyonu hem maya hem de bakteri suslarinda tiir tanimlamaya yonelik gen

bolgelerini hedeflemistir.

Mayalarda, internal transcribed spacer (ITS) bolgesine 6zgii ITS1 ve ITS4 primerleri
kullanilmistir ve Cizelge 3.3.te verilmistir. PCR karisimi  bilesenleri  ve
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.4’te verilmistir [115, 120]. Yaklasik 700 bp’lik bir bolge
amplifiye edilmistir. PCR reaksiyonu FIREPol® DNA Polymerase (Solis Biodyne,
Estonya) ile gerceklestirilmis ve PCR programi Cizelge 3.5’te sunulmustur.

Cizelge 3.3. Maya suslarinda PCR amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri

Bolge ve Primerlerin Adi Sekans (5’-3’)
ITS 1 ileri yonlii 5S'TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3
ITS 4 geri yonlii S'TCCTCCGCTTATTGATATGC 3'

Cizelge 3.4. Maya suslarina ait PCR reaksiyon karigim1 ve konsantrasyonlari

Bilesen Stok Konsantrasyonu Reaksiyon
Konsantrasyonu
PCR Buffer 10X 1X
MgCl12 25mM 1,5 mM
dNTP mix 20 mM 0,2 mM
F. Primer 10 uM 0,3 uM
R. Primer 10 uM 0,3 uM
Taq DNA Polymerase 5U/ ul 2U
PCR grade su ile 35 pl’ye tamamlanir.
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Cizelge 3.5. Maya suslarina uygulanan PCR programi

Islem Sicaklik Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 45 saniye 40
Tavlama 57°C 45 saniye 40
Uzama 72°C 60 saniye 40
Son Uzama 72°C 5 dakika 1

Bakterilerde, 16S rRNA genine 6zgii 27F ve 1492R primerleri kullanilarak [121, 122]
yaklasik 1470 bp’lik bolge ¢ogaltilmistir, kullanilan primerler Cizelge 3.6’da verilmistir.
Reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.7°de, dongii parametreleriyse Cizelge 3.8’de

sunulmustur.

Cizelge 3.6. Bakteri suslarinda PCR amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri

Bolge ve Primerlerin Adi Sekans (5°-3°)
16S Ribozomal RNA
27F S'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'
1492R 5'TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’

Cizelge 3.7. Bakteri suslarina ait PCR reaksiyon karigimi ve konsantrasyonlari

Bilesen Stok Konsantrasyonu Reaksiyon Konsantrasyonu
PCR Buffer 10X 1X
MgCI2 25mM 1,5 mM
dNTP mix 20 mM 0,2 mM
F. Primer 10 uyM 0,3 uM
R. Primer 10 uM 0,3 uM
Taq DNA Polymerase SU/ul 2U
PCR grade su ile 35 ul’ye tamamlanir.

Cizelge 3.8. Bakteri suslarina uygulanan PCR programi

Islem Sicaklik Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 45 saniye 40
Tavlama 57°C 45 saniye 40
Uzama 72°C 60 saniye 40
Son Uzaman 72°C 5 dakika 1

Tim PCR islemleri, PCR Supercycler (Kyratec) termal dongii cihazinda yiirtitiilmiistiir.
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3.2.2.3. Jel Elektroforezi ile Goriintiileme

PCR iirlinlerinin dogrulamasi i¢in %1,5 agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. Jel, 1x
TAE tamponu i¢inde hazirlanmig ve etidyum bromiir (0,5 pg/mL) ile boyanmistir.
Yiikleme oncesinde PCR iiriinleri DNA marker (100-300 bp) ve BioShop yiikleme
boyasi ile karistirilarak kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez, 100 V'da 90 dakika
sirdiiriilmiis ve gorlintileme 312 nm UV i1sik altinda (Vilber Loumat, Fransa)

gerceklestirilmistir [122, 123].
3.2.2.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Amplifiye edilen DNA iiriinleri, MAGBIO HighPrep™ PCR Clean-up System (AC-
60005) ile saflastirilmistir. Saflastirma islemi manyetik boncuk temelli bir sistemle
yiiriitiilmiis; PCR tirtinleri %80 etanol ile iki kez yikanmis, ardindan eliisyon tamponu
(Tris-HCI pH 8.0 veya TE) ile ¢oziilerek eluat temiz bir tiipe aktarilmistir. Saflagtirilmis

tiriinler, dizi analizi i¢in saklanmistir [ 124].

3.2.2.5. Dizi Analizi

Saflastirilan PCR iiriinleri, Macrogen (Hollanda) laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger
DNA sekans cihazi ve BigDye Terminator v3.1 Kkiti ile dizilenmigtir. ITS1-ITS4 (maya)
ve 27F-1492R (bakteri) primerleriyle elde edilen okuma sonuglari, BioEdit yaziliminda
CAP Contig Assembly algoritmasi kullanilarak birlestirilmis ve konsensus diziler
olusturulmustur. Sekans hizmeti, orneklerin soguk zincir kosullarinda tasinmasi
saglanarak gerceklestirilmistir. Bu hizmet alimi siireci, BMLabosis BM Lab. Sist. Ltd.
Sti. araciligiyla yuriitiilmiistir [115, 122].
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3.2.3. Biyoinformatik Analizler

Bu calismada, HUFCC koleksiyonunda yer alan maya ve bakteri suslarinin tiir diizeyinde
tanimlanmas1 ve tiir i¢i genetik varyasyonlarimin belirlenmesi amaciyla cesitli

biyoinformatik analizler uygulanmistir. Genel analiz is akis1 Sekil 3.2°de sunulmaktadir.
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Filogenetik Agaclarm .,
:-‘ Olusturulmasi .

= - *a
T : ; a
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Kalitesinin Kontrolii
alitesinin Kontrolii Genetik

Polimorfizm Analizi

Sekil 3.2. Biyoinformatik analizlere yonelik genel is akis diyagrami

3.2.3.1. Dizi Kalite Kontrolii ve Konsensiis Dizi Olusturulmasi

Sanger sekanslama ile elde edilen ham diziler, FinchTV (Digital World Biology) yazilimi
ile kalite agisindan degerlendirilmistir. Pik sekli, sinyal yogunlugu ve arka plan
giiriiltiisiine gore diisiik kaliteli bolgeler elenmis; ileri (forward) ve geri (reverse) diziler
hizalanarak c¢ift yonlii (konsensiis) diziler olusturulmustur. Olusturulan diziler, MultAlin
(INRAE, Toulouse) araciyla hizalanarak dogrulanmistir. Bu asama, BLAST analizi ve

diger filogenetik analizler icin yliksek kaliteli dizilerin elde edilmesini saglamistir [125]
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3.2.3.2. BLAST Analizi ile Tir Tayini

Konsensiis diziler, NCBI veri tabaninda BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
aractyla analiz edilmistir. Her bir dizi i¢in maksimum skor, toplam skor, % sorgu kapsama
orani, benzerlik yiizdesi, E-degeri gibi istatistiksel parametreler Cizelge 3.9’da verilmistir
[125, 126].

Cizelge 3.9. BLAST analizinde kullanilan temel istatistiksel parametreler

Istatistiksel Deger Aciklama

Sorgu ve referans dizisi arasindaki en yliksek puanli hizalamanin
skorudur; hizalamanin kalitesini gdsterir.
Tiim yiiksek puanli segmentlerin (HSP) skorlarinin toplamidir;
toplam benzerligi ifade eder.
Sorgu dizisinin referansla ne kadarinin ortiistiglini ylizde olarak

Maksimum Skor

Toplam Skor

% Sorgu Kapsami

belirtir.
Tanimlama Yiizdesi Hizalanan bolgede 6zdes olan bazlarm oranidir.
Beklenen Deger (E- Elde edilen skorun rastgele olusma olasiligidir; daha diisiik deger
value) daha anlamli eslesme demektir.

3.2.3.3. Filogenetik Agaclarin Olusturulmasi

Tiir diizeyinde dogrulanan diziler, FASTA formatinda ii¢ kiimeye (maya ITS, bakteri
16S) ayrilmistir. Bu diziler, MAFFT yazilimi ile hizalanmis, hizalama giivenilirligi
GUIDANCE? ile degerlendirilmis ve hizalamalardaki asir1 bosluk ve kaymis bolgeleri
gidermek amaciyla TrimAl (v1.4) kullanilarak %50 bosluk esigiyle (-gt 0.5) trim islemi
uygulanmis, hizalanmis diziler, MEGA 11 programina aktarilmig ve en uygun ikame
modeli Bayesian Information Criterion (BIC) ile belirlenmistir. Komsu birlestirme (NJ)
yontemiyle 1000 bootstrap tekrari kullanilarak filogenetik agaclar olusturulmus ve
1TOL’da bootstrap degerleri ile dal uzunluklar1 belirginlestirilmis, tiir adlar1 tiire 6zgii

renklerle kodlanarak okunabilirlik artirilmustir [51, 68, 127, 128].
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3.2.3.4. Genetik Polimorfizm Analizi

Saccharomyces cerevisiae, Metschnikowia pulcherrima, Priceomyces carsonii,
Naganishia uzbekistanensis, Wickerhamomyces anomalus ile Enterococcus faecalis ve

Enterococcus faecium tiirleri i¢in genetik cesitlilik analizleri yiirtitiilmiistiir.

Coklu diziler MUSCLE ile hizalanmis, ardindan DnaSP v5.10 yazilimu ile haplotip sayis1
(H), segregasyon bolgeleri, haplotip cesitliligi (Hd) ve niikleotid cesitliligi (m)
hesaplanmistir [65, 129-131]. Genetik uzaklik matrisi MEGA 11 yaziliminda (p-distance)
olusturulmustur. Hizalanmis dizilerden tiiretilen SNP (Tek Niikleotit Polimorfizmi)
tabanli p-distance matrisi olusturulmus ve Python ortaminda matris seklinde

gorsellestirilmistir.
3.2.3.5. Konsensiis Dizi Temelli DNA Barkodlarinin Olusturulmasi

Tiir diizeyinde temsil edici konsensiis diziler, MUSCLE v5 ile hizalanmis ve UGENE

yazilimi ile %70 benzerlik esigi kullanilarak tek bir temsilci dizi elde edilmistir.

Bu diziler, Python 3.11 ve Matplotlib 3.8 kullanilarak barkod formatinda
gorsellestirilmis; niikleotidler farkli renklerle kodlanarak barkodlar 300 dpi ¢6ziiniirliikte
seffaf PNG formatinda disa aktarilmistir [45, 46]. Ornek DNA barkodu gérseli Sekil

3.3.’te verilmistir.

Sekil 3.3. Ornek DNA barkodu gorseli
(renk kodlamalan: [l AM TR GE CEB N
3.2.4. Liyofilizasyon Uygulamalar:

Bu béliimde, maya ve bakteri suslarinin liyofilizasyon siirecleri, formiilasyon hazirlhigs,
dondurarak kurutma islemleri ve toplam canli hiicre analizleri detaylandirilmigtir. Genel

is akis diyagramlar Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’te sunulmustur.
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Stok kiiltiirler canlandirilir
ve 28°C'de 230 rpm'de
farkl siirelerde %20 (v/v)
kiiltir elde edilir.

Maya Suslarinin Kiiltivasyonu

f

Hiicre Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

1 mL kiiltiir, 9 mL %0,85 NaCl ile 10-'~10"7
dilisyonlari hazirlanir.
28°C'de 48 saat inkiibasyon sonrasi
kob/mL belirlenir.

Formiilasyon/Numune Hazirlama

T

Duagin kek

"ENCE

Gokmin bk “Molack” hek

SEAREE

Meterojan rank daguiumns
sanip kek

Gatiamig hok gl ok

Gorsel Kontrol

f

Odagan olmayan hek Liyo halkass

l

Hiicre Hasadi ve Yikama

3500 rpm, 7 dk ve 4000
rpm, 8 dk, santrifiijlenir ve
%0,85 NaCl ile yikanir

Sekil 3.4. Maya suslarinin liyofilizasyonuna yonelik is akis semasi
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Numune Hazirlama

Her viale sihrcnsiyon cozeltisi 2ml,
ko:’l.ilrucu cozelti 4 ml eklenir, homojenize
e

erek 5 érnek olacak sekilde vialler
hazirlanir.

!

Hiicre Canlihgi

Dondurarak kurutma isleminden
hemen sonra ve
-20°C'de 1 aylik depolama sonrasinda
canlhilik sayimi yapilir.




Formiilasyon/Numune Hazirlama cpale et
a I

T
Stok kiiltirler canlandirilir rosghes
(h/h) kiiltiir elde edilir.

/ A\
L B

i
!
|

P

Miakagis  Glssi  meaia;  adindenih
ve 37°C'de 18 saat, %20 "

: ; Gorsel Kontrol
Bakteri Suslarinin Kiiltivasyonu

f f

Hiicre Konsantrasyonunun l l l
Belirlenmesi Hiicre Hasadi ve Yikama Numune Hazirlama - &
Hiicre Canliig:
S -1_10-% 4000 x g,8 dk siire
TmL k""".;;.g,;":,.ﬁﬁs N:lg:.::—. 10-"-10 santrifiijle pellet elde

Her viale siispansiyon ¢&zeltisi 2ml,

Dondurarak kurutma igsleminden
37°C'de 48 saat inkiibasyon sonrasi %0,85 N‘.:c'| ‘III: yikanir koruyucu ¢ozelti 4 ml eklenir, homojenize hemen sonra ve
kob/mL belirlenir. ‘ edilerek 5 Brn;k ok':cak sekilde vialler -20°C'de 1 aylk depolama sonrasinda
azirlanir.

canlilik sayimi yapilir.

Sekil 3.5. Bakteri suslarinin liyofilizasyonuna yonelik is akis semasi
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3.2.4.1. Maya Suslarinda Liyofilizasyon Siireci

a) Kiiltivasyon: Tez kapsaminda se¢ilen maya suslari, HUFCC’de kriyo-boncuklu
stoklardan alinarak YPD Broth ortamina inokiile edilmistir. Kullanilan deney prosesinde
Chin ve arkadaslarinin [87] Saccharomyces cerevisiae suslart i¢in kullandigi yontem
modifiye edilerek 28°C’de 210 rpm’de c¢alkalamali inkiibatorde 9%Z20 (h/h)
konsantrasyonunda (Bioevopeak ICB-S200B, Cin) 20 saat inkiibe edilmistir. Diger maya

tiirleri i¢in kullanilan inkiibasyon siireleri Cizelge 3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.10. Maya tiirlerine ait inkiibasyon siireleri (28°C, 230 rpm)

Tiir Adx Inkiibasyon Siiresi Kaynak
Metschnikowia pulcherrima 40 saat [132]
Naganishia uzbekistanensis 65 saat [133]
Priceomyces carsonii 40 saat [134]
Wickerhamomyces anomalus 24 saat [135]
Hanseniaspora uvarum 48 saat [136]
Solicoccozyma aeria 65 saat [137]
Yarrowia lipolytica 40 saat [138]

b) Hiicre Konsantrasyonu ve Hasadi: Bu asama, Bond ve arkadaslar1 [108], Guowei ve
arkadaslar1 [139] ile Soyoung ve arkadaglar1 [140] tarafindan kullanilan yontemlerin
modifiye edilmesiyle gerceklestirilmistir. Kiiltiirlerin hiicre yogunlugu, seri seyreltme
(10"’ den 10-®’ya kadar) ve ylizeye yayma yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Sayimi1
yapilabilir nitelikteki koloniler (20-200 kob) degerlendirmeye alinmistir [95]. Ardindan,
kiiltiirlere iki asamaln santrifiij islemi uygulanmustir. ilk asamada 3500 rpm’de 7 dakika
santrifiij (Nive, Ankara/Tiirkiye, NF-800) edilerek pellet olusturulmus, ardindan bu
pellet 6 ml %0,85'lik NaCl ¢ozeltisi ile yikanmis ve ikinci asamada 4000 rpm’de 8 dakika
santrifiij edilerek tekrar pellet elde edilmistir.

¢) Formiilasyon ve Koruyucu Ekleme: Maya suslar1 i¢in Bond ve arkadagslarinin [108]
kullandig1 koruyucu bilesen formiilii esas alinip modifiye edilmistir. Elde edilen pellete
2 ml % 0.85 NaCl ¢ozeltisi eklenerek siispanse edilmistir. Homojenize edildikten sonra,
1:1 (v/v) oraninda %10 (w/v) trehaloz dihidrat (BLDpharm, Cin, Uriin Kodu: BD21784-
100g, CAS 6138-23-4) ve %10 (w/v) yagsiz siit (Condalab, Spain, Uriin Kodu: 0230,
CAS 999999-99-4) yer alan koruyucu ¢ozelti, 1:2 (v/v) oraninda eklenip homojenize
edilmistir [88]. 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Liyofilize kiiltiir siispansiyonu,
5 ml’lik kriyoviallere (Microcult Tiirkiye, Uriin Kodu:233050) 2 mI’lik esit hacimde 5’er

ornek hazirlanacak sekilde dagitilmistir.
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3.2.4.2. Bakteri Suslarinda Liyofilizasyon Siireci

a) Kiiltivasyon: Tez kapsaminda segilen bakteri suslari, HUFCC’de kriyo-boncuklu
stoklardan alinarak, laktobasiller i¢in MRS Broth, diger cinsler icin M17 Broth iceren
ortamlara inokiile edilmistir. Takip edilen deney prosesinde, Bodzen ve arkadaslarinin
kullandig1 metot [141] modifiye edilerek %20 (h/h) oraninda kiiltiir hazirlanarak 37°C’de
20 saat saat inkiibe edilmistir.

b)Hiicre Konsantrasyonu ve Hasadi: Bu ¢alismada, Soyoung ve arkadaglarinin [140]
kullandig1 yontem, asagidaki sekilde modifiye edilerek uygulanmstir. Oncelikle kiiltiirler
10"den 10’ye kadar seri seyreltilerek ylizeye yayma yontemiyle 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra 20-200 koloni arasi sonuglar degerlendirmeye
alimmiustir[95]. Daha sonra kiiltiirler iki ardisik turda, her turda 4000 x g, 10 dk olacak
sekilde santrifiij edilmistir. Ik turda elde edilen pellet , ikinci tur dncesi 6 mL %0,85
NaCl ile yikanip tekrar 4000 x g, 10 dk santrifiij edilerek tekrar pellet elde edilmistir
[141].

c)Formiilasyon ve Koruyucu Ekleme: Santrifiij sonucu elde edilen pellet, 2 ml % 0.85
NaCl c¢ozeltisi eklenerek siispanse edilip homojenize edilmistir. Ardindan 1:1 (v/v)
oraninda %10 (a/h) siikroz (Ultra Pure, BioShop, Canada, Uriin Kodu: SUC507, CAS 57-
50-1) ve %10 (a/h) yagsiz siit tozu (Condalab, Spain, Uriin Kodu: 0230, CAS 999999-
99-4) igeren koruyucu ¢ozelti, 1:2 (v/v) oraninda eklenip tekrar homojen hale getirilmistir
[95]. Ardindan 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Liyofilize kiiltiir siispansiyonu,
5 mI’lik kriyoviallere (Microcult Tiirkiye, Uriin Kodu:233050) 2 mlI’lik hacimlerde 5’er

ornek hazirlanacak sekilde eklenmistir.

3.2.4.3. Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon)

Hazirlanan kiiltiir siispansiyonlar1 -80°C’de 18 saat dondurulmus, ardindan Faithful FSF
18N 60C cihazinda -50°C ve 6rnek hacmine gore degisen basing kosullarinda (0.15 mbar
gibi) 42 saat boyunca dondurarak kurutma islemi uygulanmistir [110].Dondurarak
kurutma islemi, ilgili cihazin bulundugu HUNITEK (Hacettepe Universitesi Ileri
Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi)’ten hizmet alimi yoluyla

gerceklestirilmistir.
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3.2.4.4. Liyofilize Kiiltiirlerin Kek Morfolojisi ve Saflik Acisindan Kalite Kontrolii

a) Liyofilize Kiiltiirlerin Saflik A¢isindan Kalite Kontrolii

Liyofilize kiiltiirlerin mikrobiyel ¢esitliligin korunmasindaki temel kosullardan biri,
kiltiirlerin saf (kontaminasyondan arindirilmis) olmasidir. Bu nedenle, her susa ait
hazirlanmis liyofilize kiiltiir Orneklerinden biri  kullanilarak  saflik  kontrolii
gerceklestirilmistir. Kontrol amaciyla kiiltiirler uygun besiyerlerine ekilmis ve onceki
asamalarda belirtilen inkiibasyon kosullarinda ¢ogaltilmistir. Inkiibasyon sonunda koloni
morfolojileri degerlendirilmis ve kontaminasyon varlig1 agisindan incelenmistir. Boylece

kiiltiirlerin saf olarak depolandig1 dogrulanmustir.
b) Liyofilize Kiiltiirlerin Morfolojik Degerlendirmesi

Uretilen liyofilize Kkiiltiirler, literatiirde tamimlanan morfolojik kriterlere gore
degerlendirilmistir. Bu kriterler arasinda: kek biiziilmesi, ¢atlama, bugulanma, volkan,

kabuk olusumu, cams1 damlaciklar, renk ve doku degisimleri yer almaktadir [95, 142,

143]. Degerlendirmeye iliskin 6rnek gorseller Sekil 3.6’da sunulmustur.

%
-

Diizgiin kek Gokmiis kek “Meltback” kek Yiikselen kek Sislenmis kek

L/' ‘ I
S
b < o=y |
|
J
o/ !
Heterojen renk dagihimina Catlamis kek Egimli kek Diizgiin olmayan kek Liyo halkas:
sahip kek

Sekil 3.6. Liyofilize kiiltiirlerin kek morfolojisine iligkin 6rnek gorseller
¢) Liyofilize Kiiltiirlerin Toplam Canli Hiicre Sayimi1

Liyofilize maya ve bakteri kiiltiirleri asagida verilen yontemlerle canli hiicre sayimina

tabi tutulmustur [87, 110, 139, 144, 145].
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Maya Kiiltiirlerinde Canlilik Analizi: Liyofilize maya kiiltiirleri, dondurarak kurutmadan
sonra ve -20°C’de 30 giin saklandiktan sonra canlilik sayimina tabi tutulmustur. Ilgili
yontem asagida verilmistir.

Aseptik kosullarda vialin kapag1 agilarak. 5 ml steril YPD siv1 besiyeri igeren tek bir test
tiiplinden steril bir 0,75 mL ¢ekilip dogrudan pelet iizerine yavasca eklenmistir.15 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra siispansiyon olusturmak icin pipetleme
yapilmistir. Siispansiyon, aseptik olarak steril YPD siv1 besiyeri igeren test tiipline geri
aktarilmistir. Kiiltiir vorteksle homojenize edilmistir. Test tiipii oda sicakliginda 30
dakika inkiibe edildikten sonra maya kiiltiiriinden 1 ml alinarak 10">den 10->’a kadar seri
diliisyon hazirlanmistir .Hazirlanan diliisyonlardan ve 10’ten YPD agara 2 paralelli
ylizeye yayma yontemiyle canlilik analizi yapilmustir. Petrilerde 20-200 koloni arasi
tespit edilen sonuglar degerlendirmeye alinmistir. Sonu¢ kob/ml olarak verilmistir.
Canlilik hiicre sayimi sirasinda makroskobik morfoloji ve saflik kontrolii yapilmistir.
Liyofilizasyondan 6nceki canlilik degeri (kob/ml) , liyofilizasyondan sonra elde edilen ve
-20°C’de 30 giinliik depolama sonrasinda elde edilen canlilik degeriyle Denklem 1
kullanilarak kiyaslanmistir.  Liyofilizasyondan sonra ve 30 giin siireyle -20°C’de
depolama sonrasi yapilan sayimlar Denklem 1 ile kullamilarak canli kalma orani

hesaplanmastir.

Canli Kalma Oran1 (%) = (Liyofilizasyon sonrasi canli hiicre sayisi (kob/mL))/
(Liyofilizasyon oncesi canli hiicre sayist (kob/mL)) x 100

(Denklem 1)

Bakteri Kiiltlirlerinde Canlilik Analizi: Laktobasil cinsi bakteriler i¢in MRS Agar ve
MRS siv1 besiyeri, diger bakteriler icin M17 Agar ve M17 sivi besiyeri kullanilmistir.
Verilen metotta agar ve sivi besiyeri olarak genel ifadelerle belirtilmistir. Yukaridaki
metoda benzer bir akis takip edilmistir. Farkliliklar, diliisyonlarin 10""°den 107 ye kadar

hazirlanmasi ve yiizeye yayma yénteminde 1077 diliisyonu kullanilmasi seklindedir.
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3.2.5. Veri Tabam Gelistirme

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlarinin verilerinin sistematik olarak saklanmasi, erigimi ve
yonetimi, veri biitlinliigliniin korunmasi ve arastirma siire¢lerinin hizlandirilmasi
agisindan kritik neme sahiptir. Bu dogrultuda, Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi
Bolimii FoodOmics Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonu (HUFCC) kapsaminda,
laboratuvar 6lgekli sus verilerinin dijital ortamda yonetilebilmesini saglamak amaciyla,
uluslararas1 kabul gérmiis veri sistemleri (ATCC, DSMZ, Westerdijk Institute) 6rnek
alinarak merkezi, kullanict1 dostu ve islevsel bir web tabanli mikrobiyel veri

tabani gelistirilmistir [146].

Bu c¢alismada izole edilen mikroorganizmalara ait tim fenotipik ve molekiiler
karakterizasyon verileri, siirdiiriilebilir bir biyolojik kaynak yonetimi amaciyla
yapilandirilmis bir veri tabanina aktarilmistir. Gelistirilen veri tabani hem kiiltiir
koleksiyonunun dijital arsivlenmesi hem de ileri analizlerde kullanilacak giivenilir
referans verilerin olusturulmasi agisindan dnemli bir altyapr sunmaktadir. Bu kapsamda

gergeklestirilen islemler, Sekil 3.7°de genel is akisi olarak sunulmugtur

Mikrobiyel Kaynak
Merkezi Entegrasyonu
ve Siirdiiriilebilirlik

Verilerin
Siniflandinimasi ve
Hazirlanmasi

Dijital Formatlama ve Yazilim Altyapisi ve
Kodlama Platform Segimi

Sekil 3.7. HUFCC veri tabani gelistirme siireci is akis semasi

3.2.5.1. Verilerin Siniflandirilmasi ve Hazirlanmasi

Veri tabanma aktarilmadan once her susa ait bilgiler, kaynak , izole edildigi ortam,
morfolojik 6zellikler (koloni morfolojisi, basit boyama ve Gram boyama sonuglari),
biyokimyasal testler (katalaz aktivitesi, seker fermentasyonu), proteomik (MALDI-TOF
MS) , genomik (16S rRNA ve ITS sekanslar1) ve biyoinformatik (BLAST sonuglart,

genetik polimorfizm, filogenetik analiz vb.) gibi kategorilere ayrilarak siniflandirilmigtir.
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Her bir parametre i¢in standart veri giris sablonlar1 olusturulmus, eksik veya uyumsuz

veri girisleri diizenlenmistir.

3.2.5.2. Dijital Formatlama ve Kodlama

Suslara ait veriler, tablo formatinda (csv uzantili dosya) yapilandirilmis olup her satir bir
susu, her siitun ise belirli bir fenotipik, genotipik ve karakteristik ozelligi temsil
etmektedir. Daha onceki ¢alismalarda olusturulan [103, 105] iki farkli kodlama sistemi
olarak Cizelge 3.11.’de verilen kodlama sistemi benzersiz bir anahtar olarak tanimlanmig
ve tim veriler bu anahtarlar aracilifiyla iliskilendirilmistir. Molekiiler tanimlama
sonuglart barkod gorseli formatinda arsivlenirken, fenotipik veriler sayisal veya
siniflandirilmig kategorik veri bigiminde diizenlenmistir. Renkli barkod gorselleri gibi

destekleyici grafik materyaller, veri tabani igerisine gorsel belge olarak entegre edilmistir.

HU F 17 N 3 A 1 ool
Hacettepe FoodOmics Izolasyon Izolasyonu B"olge, Alt Sus
P . Yapan Grup Urilin
Universitesi | Laboratuvari Yili - o Grup numarasl

Kisi Trii

M17-M Petri
HU F 17 N MRS-R | Numarasi 0 0 1

Hacettepe | FoodOmics Izolasyon Izc;}zs};cr)lnu Besiveri Alt Sus numarast
Universitesi | Laboratuvari Yil K?si y Kaynak ¥

Cizelge 3.11. HUFCC’de yer alan suslara ait tanimlayic1 kimlik bilgileri ve kodlama

sistemi

3.2.5.3. Yazilim Altyapisi ve Platform Se¢imi

Veri tabaninin yazilim altyapisinin olusturulmasi, oncelikle Microsoft Excel tizerinde
standart basliklarla (sus kodu, tiir, izolasyon tarihi, 6rnek kaynagi, dizi bilgisi vb.)
olusturulan bir CSV dosyasi1 prototipiyle baslatilmistir. Ham veriler temizlendikten ve
tekrar eden kayitlar elendikten sonra, iliskisel modelin taslagi Entity-Relationship (ER)
diyagrami temel alinarak ¢ikarilmig; MySQL’e aktarilan tablolar, sus meta-verileri,
deneysel Olciimler, barkod dizileri ve BLAST sonuclar1 gibi modiiller halinde
normalizasyon kurallarina uygun sekilde yapilandirilmistir. Web sitesinin temeli ise tiim

sayfalarda ortak kullanilan header, footer ve nav gibi bilesenlerin her sayfaya ait kodda
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yer aldigt HTML kodlart hazirlanmisg, daha sonra kolay yonetilebilir ve dinamik bir alt
yapi icin PHP kodlar1 hazirlanmistir. PHP betikleri araciligiyla MySQL entegrasyonu
saglanmis; sus sorgulama, filtreleme ve PDF formatindaki referans materyal indirme gibi
temel islevler ger¢ek zamanli veri tabani erigimi {izerinden sunulmaktadir. Kod altyapist,
ChatGPT destekli yapay zekd modeli kullanilarak optimize edilmis ve otomasyon
stirecleri tyilestirilmistir. Gelistirilen bu sistem, manuel kayit yontemlerinin neden oldugu
zaman kaybi ve hata risklerini ortadan kaldirarak; arastirmacilarin veriye hizli, giivenli
ve organize bir sekilde ulasmasimi saglamaktadir. HUFCC veri tabanina

https://hufcc.hacettepe.edu.tr adresinden erisim miimkiindiir [7, 26, 29].

3.2.5.4. Mikrobiyel Biyolojik Kaynak Merkezi (mBKM) Entegrasyonu ve

Siirdiiriilebilirlik

Gelistirilen veri tabani, Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii FoodOmics
Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonu (HUFCC)’nin mikrobiyel biyolojik kaynak merkezi
olma hedefi dogrultusunda, ileride ulusal ve uluslararasi koleksiyonlarla entegre
olabilecek sekilde yapilandirilmistir. Bu sistem, koleksiyon yonetimi, dijital arsivleme,
arastirma ciktilarinin takibi ve potansiyel is birlikleri i¢in altyapr sunacaktir. Ayrica,
standartlara uygun etiketleme ve veri erisimi yoluyla akademik, endiistriyel ve kamu

paydaslarinin kullanimi i¢in siirdiiriilebilir bir kaynak olarak planlanmuistir.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Tez kapsaminda elde edilen veriler, deneysel ve biyoinformatik analizlerle
degerlendirilmistir. Liyofilizasyon siirecine ait canlilik verileri (6ncesi, sonrasi ve 30
giinliik depolama) IBM SPSS Statistics v.23.0 yaziliminda temel tanimlama analizleri
gerceklestirilerek, tamimlayici istatistikler (ortalama, standart sapma, minimum-—

maksimum, varyasyon katsayis1) hesaplanmistir.
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Liyofilize kiiltiirlerin morfolojisi, liyofilizasyon sonrasi elde edilen ornekler {izerinden
degerlendirilmis; her morfolojik tipin orani hesaplanarak grafikle gorsellestirilmistir.
Koleksiyonda yer alan maya ve bakteri suslarinin tiir diizeyinde ve tiirler aras1i molekiiler
karakterizasyonu igin gesitli biyoinformatik ara¢lar kullanilmistir. Dizi hizalamalarinin
kalitesi Guidance? ile kontrol edilmis, hizalamalar MUSCLE ve MAFFT algoritmalartyla
yapilmistir. Filogenetik analizler MEGAI11 yaziliminda gergeklestirilmis, genetik
cesitlilik parametreleri DNAsp ile hesaplanmistir ortaminda yiirtitiilmiis, SNP matrisleri

ve gorseller Python betikleriyle hazirlanmistir.

Bu analizler sonucunda, liyofilizasyonun canlilik iizerindeki etkileri ile kiiltiir
koleksiyonunun molekiiler diizeyde ¢esitliligi sistematik sekilde ortaya konmustur. Elde
edilen bulgular, koleksiyonun giivenilirligi ve siirdiiriilebilirligi agisindan bilimsel

dayanak olusturmustur.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Stok Kiiltiirlerin Canlandirilmasi ve Temel Karakterizasyon Uygulamalar

Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii FoodOmics Laboratuvar Kiiltiir
Koleksiyonu’nda (HUFCC) bulunan, -20°C’deki gliserol stoklarda muhafaza edilen ve
onceki ¢aligmalarda tanimlamasi [103, 105] yapilan 83 adet maya susu, YPD Broth sivi
besiyerinde 28°C ve 24-48 saat inkiibe edilmis ve ardindan canlandirma islemi
gerceklestirilmistir. Canlandirma islemi tamamlanan suslar, YPD Agar kat1 besiyerine
tek koloni diistirme teknigiyle inokiile edilmistir [111, 112]. Kat1 besiyerinde saf koloni
gelisimi ardindan koloni morfolojisi belirlenmistir [42, 115]. Saf koloniler YPD Agar
iceren yatik agara inokiile edilmis ve 28°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan bir tiip basit
boyama teknigiyle mikroskobik morfolojisi belirlemek amaciyla kullanilmastir [111, 114,
115]. Ayrica 2 adet yatik agarda yer alan saf kiiltiir +4°C’de muhafaza edilmistir. Bundan
bagka bir adet yatik agarda yeterli gelisim gosteren suslara ait saf kiiltiirler, ii¢ paralel
seklinde bakteri saklama tiiplerine (Or-Bank 01 - OR-BAK) inokiilasyonu
gerceklestirilmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir. Bu c¢alismada kullanilan maya
suslarina ait sus kodlari, makroskobik ve mikroskobik morfoloji bilgileri Cizelge 4.1.’de

yer almaktadir.
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Cizelge 4.1. Tez ¢alismasi kapsaminda canlandirilan ve morfolojik analizleri yapilan HUF kodlu maya suslar1

Morfolojik Anali
Susa Ait Bilgiler QITOT0JIX ARaTZ
Canlandirma K(S)fl?r‘:)‘lﬁ Mikroskobik Morfoloji
Sus Kod (YPD Broth, 28°C, (YPD Agar Makroskobik Morfoloji
us ;Lodu 24-48 saat) . ean (YPD Agar, 28°C’de 72 saat (100x mercek,
(HUF) Sus Adi 28°C, 72 o . . <
sonunda yeknesak kolonilerin immersiyon yagiyla
saat) . .
tespiti) basit boyama
yontemiyle)
Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, .
16MO0T10001 S.cerevisiae 24 saat mukoid, diizgiin kenarli,biiyiik Oval-kok, cok yonli
+ . tomurcuklanma
koloni
16M1C0001 | S.cerevisiae RSK 08022 24 saat Krem renkli, parlak, purtizsiiz, Oval-kok, ok yonli
+ diizensiz kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
16M1C0002 | S.cerevisiae ATCC 9763 24 saat + Krem renkli, parlak, plirizsiz, Oval-kok,, ok yonli
diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
16M1C0003 S cerevisiae 24 saat Kr“em"renkh, parla'l'g piiriizsiiz, Oval-kok , ¢cok yonlii
+ diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
16M1C0004 S.cerevisiae 24 saat Kﬂrem N nkli, parlali, p'uruzsuz,. Oval-kok, gok yonlii
+ diizensiz kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
16M2K 10004 S cerevisiae 24 saat K{em"renkh, parla'1'<, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
+ diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
16M2K 10006 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok, cok yonli
+ diizgiin kenarli, bilyiik koloni tomurcuklanma
16M2K 10007 S.cerevisiae 24 saat + K{em"renkh, p arla}< » utuzsuz, Oval-kok, gok yonlii
diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
16M3B11017 S.cerevisiae 24 saat + Krem renkli, parlak, plirizsiz, Oval-kok,, ok yonli
diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
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Beyaz-turuncu renkli, parlak,

Oval-kok , ¢ok yonlii

16M3B11021 S.cerevisiae 24 saat pliriizsiiz, diizgiin kenarli, kiiciik
. tomurcuklanma
koloni
.. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢cok yonlii
16M3C11032 S.cerevisiae 24 saat diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
.. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
16M3C11033 I 24 saat diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
.. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢cok yonlii
16M3G11088 S.cerevisiae 24 saat diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
.. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
16M3H11101 L 24 saat diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
. cerevisiae var. Krem renkli, parlak, piiriizli, Oval-kok , ¢cok yonlii
16M3H11104 boulardii 24 saat diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
.. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
17M3C31063 L 24 saat diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, e
17M3C31065 S.cerevisiae 24 saat konveks, diizgiin kenarli, biiyiik Oval-kok, ¢ok yonli
. tomurcuklanma
koloni
.. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
17M3C31066 S.cerevisiae 24 saat diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
.. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
17TM3D31086 S.cerevisiae 24 saat diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
.. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
17M3D31088 S.cerevisiae 24 saat diizgiin kenarli, biiytik koloni tomurcuklanma
17M3E21112 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok, ok yonli
diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
.. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
ITM3E21113 S.cerevisiae 24 saat diizgiin kenarli, biiytik koloni tomurcuklanma
17M3F21122 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, parlak, piirizsiiz, Oval-kok , ok yonli
diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
17M3F21126 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, yan saydgm, piriizld, Basil seklinde
oval koloni
17TM3E21134 S cerevisiae 24 saat Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢cok yonlii

diizgiin kenarl, biiyiik koloni

tomurcuklanma
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Krem renkli, parlak, piiriizsiiz,

Oval-kok, ¢ok yonlii

I7TM3F31136 S.cerevisiae 24 saat diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
17M3H21208 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, parlak, purizsiiz, Oval-kok , gok yonli
diizgiin kenarli, bilyiik koloni tomurcuklanma
18M3B21008 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, parlak, yari saydam, Basil seklinde
piiriizsiiz, biiyiik koloni
18M3B21010 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, yari Sayd?m’ piriizld, Basil geklinde
oval koloni
18M3C21001 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, parlak, piiriizsiz, Oval-kok, ¢ok yonli
diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, -
18M3C21010 S.cerevisiae 24 saat mukoid, diizgiin kenarls, biiyik | OYalkok, cok yonli
. tomurcuklanma
koloni
18M3D21001 S.cerevisiae 24 saat KEem"r enkli, parla.l.c » PUTUZSUZ, Oval-kok, gok yonlii
diizgiin kenarli, bilyiik koloni tomurcuklanma
18M3E21007 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, parlak, seffaf, piirizld, Basil seklinde
kii¢iik koloni
18M3F21012 S.cerevisiae 24 saat Krem renkli, parlak, piirizsiz, Oval-kok, cok yonli
diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, -
18M3G21009 S.cerevisiae 24 saat konveks, diizgiin kenarli, biiyiik Oval-kok, ¢ok yonli
. tomurcuklanma
koloni
Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, .
18M3J21008 S. cerevisiae 24 saat konveks, diizgiin kenarli, biiyiik Oval-kok,, cok yonli
. tomurcuklanma
koloni
Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, -
18M3K21007 S. cerevisiae 24 saat konveks, diizgiin kenarli, biiyiik Oval-kok,, cok yonli
. tomurcuklanma
koloni
18M3L21008 S. cerevisiae 24 saat K{em“renkh, parla'l.< ’ p uruzsuz, Oval-kok , ¢ok yonli
diizgiin kenarli, biiytik koloni tomurcuklanma
S. cerevisiae var. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢cok yonlii
22B1C0001 boulardii 24 saat diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
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Beyaz-turuncu renkli, parlak,

Oval-kok , ¢ok yonlii

16M3A11002 Metschnikowia rubicola 24 saat pliriizsiiz, diizgiin kenarli, kiiciik
Koloni tomurcuklanma
16M3B11020 Metschnikowia cinsi 24 saat Beyaz-turuncu renkli, parlak, Oval-kok, ok yonli
piiriizli kenarlikiiclik koloni tomurcuklanma
Beyaz-turuncu renkli, parlak, -
16M3B11023 Metschnikowia cinsi 24 saat pliriizsiiz, diizgiin kenarli, kiiciik Oval-kok, ¢ok yonli
Koloni tomurcuklanma
16M3C11034 Metschnikowia cinsi 24 saat Beyaz-turuncu renkli, parlak, Oval-kok, gok yonld
puiriizli kenarli, kiiciik koloni tomurcuklanma
16M3D11049 Metschnzknga 48 saat K{em“renkh, parla}f, plirtizsiiz, Oval-kok , ¢cok yonlii
pulcherrima diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
16M3D11052 Metschnikowia cinsi 24 saat Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok, gok yonld
diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
16M3G11089 Metschnzknga 24 saat K{em“renkh, parla'l'<, pliriizsiiz, Oval-kok , ¢cok yonlii
pulcherrima diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
Beyaz-krem renkli, parlak, e
17M3C21050 Metschnikowia cinsi 48 saat piliriizsiiz, diizgilin kenarli, biiyiik Oval-kok, cok yonli
Koloni tomurcuklanma
Beyaz-krem renkli, parlak, e
17M3C31064 Metschnikowia rubicola 24 saat piliriizsiiz, diizgilin kenarli, biiyiik Oval-kok, cok yonli
Koloni tomurcuklanma
Beyaz, piiriizsiiz, parlak ve ortasi Oval-kok, iki yonli
17M3D31090 Metschnikowia cinsi 24 saat yaz, p - pars . tomurcuklanma, limon
hafif kabarik, biiyiik koloni .
benzeri
Krem renkli,yar1 saydam, piiriizsiiz,
17M3E21115 Metschnikowia cinsi 48 saat konveks, diizgiin kenarli, kii¢iik Basil seklinde
koloni
. ) Beyaz-turuncu renkli, parlak, 1
17M3E22117 Metschnikowia 24 saat piiriizsiiz, diizgiin kenarli, kiiiik Oval-kok, gok yonli
chrysoperlae Koloni tomurcuklanma
17TM3F21123 Metschmknga 24 saat Ktem"renkh, parla.l.c, piirtizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
pulcherrima diizgiin kenarli, bilyiik koloni tomurcuklanma
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Metschnikowia

Krem renkli, parlak, yar1 saydam,

I7TM3F21125 pulcherrima 48 saat diizgiin kenarli, biiyiik koloni Basil geklinde
17M3F21127 Metschnikowia cinsi 48 saat Krem renkli, parlak, pirizsiz, Oval-kok , gok yonli
diizgiin kenarl, kiigiik koloni tomurcuklanma
17M3F31135 Metschnikowia cinsi 48 saat Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok, ¢ok yonli
diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
17M3G31152 Metschnikowia cinsi 24 saat Krem renkli, parlak, piirtizsiiz, Oval-kok, cok yonli
diizgiin kenarl, kiigiik koloni tomurcuklanma
17M3H21174 Metschnikowia cinsi 48 saat Krem renkli, parlak, pliriizsiiz, Basil seklinde
kii¢iik koloni
o Beyaz-turuncu renkli, parlak, .
17M3H21175 Metschnikowia 24 saat piiriizsiiz, diizgiin kenarly, kiigik | OY2lkok, cok yonli
pulcherrima . tomurcuklanma
koloni
. Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, . .
17M3H22179 Saccharomyces cinsi 48 saat . - . Basil seklinde
opak, diizgiin kenarli, biiyiik koloni
17M3H21200 Metschnszwza 24 saat K{em“renkh, parla}g piriizsiiz, Oval-kok , ¢cok yonlii
pulcherrima diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
. ) Beyaz-turuncu renkli, parlak, 1
17M3H21212 Metschnikowia 24 saat piiriizsiiz, diizgiin kenarlykiiciik Oval-kok , gok yonli
pulcherrima ) tomurcuklanma
koloni
Beyaz-turuncu renkli, parlak, 1
16M3B11016 Metschnikowia cinsi 24 saat pliriizsiiz, diizgiin kenarl1, kiiciik Oval-kok, cok yonli
. tomurcuklanma
koloni
17M3D32092 Naganishia cinsi 48 saat Krem renkli, parlak, piirizsiiz, Oval-kok, cok yonli
diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
17M3D32093 Naganishia cinsi 48 saat Krem renkli, parlak, piirizsiz, Stafilokok seklinde
diizgiin kenarl, kiigiik koloni
17M3D32096 Naganishia cinsi 48 saat Kre mT enkls, parla.lf, buruzsuz, Kok seklinde
diizgiin kenarli, kiiclik koloni
17M3E21110 Naganishia cinsi 48 saat K{em“renkh, parla'l.< ’ p uruzsuz, Oval-kok, gok yonli
diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
17M3F21128 Naganishia albida 24 saat Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok, cok yonli
diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
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Krem renkli, parlak, piiriizsiiz,

Oval-kok , ¢ok yonlii

1TM3H22218 Naganishia cinsi 48 saat diizgiin kenarli, bilyiik koloni tomurcuklanma
16M2K 10003 Wickerhamomyces 48 saat K{em. .renkh, parla.lf, Pﬁrﬁzsﬁ;, Oval-kok , ¢ok yonlii
anomalus diizgiin kenarl, biiyiik koloni tomurcuklanma
16M2K 10009 Wickerhamomyces 48 saat Siit beyazul, kuru, dgnuk ve ppak bir Oval-kok , ¢ok yonlii
anomalus yiizeye sahip koloni tomurcuklanma
16M2K 10010 Wickerhamomyces 48 saat Stit beyazul, kuru, dgnuk ve _opak bir Oval-kok , ¢cok yonlii
anomalus ylizeye sahip koloni tomurcuklanma
. . Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok , ¢ok yonlii
16M3A11003 Hanseniaspora cinsi 48 saat diizgiin kenarli, biiyiik koloni tomurcuklanma
B K C lak Oval-kok, iki yonlii
17M3F31139 Hanseniaspora cinsi 24 saat Cyaz-KIemsl, purizsuz, pariax ve tomurcuklanma, limon
ortasi hafif kabarik koloni )
benzeri
17M3F32141 Hanseniaspora cinsi 24 saat Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, Oval-kok, ¢ok yonli
diizgiin kenarl, kiigiik koloni tomurcuklanma
. . Beyaz renkli, parlak, piiriizsiiz, .
17M3H21173 Hanseniaspora opuntiae 48 saat diizgiin kenarls, kiicik koloni Kok seklinde
17M3A21001 Pichia kudriavzevii 48 saat Krem renkli, yan saydam, opak, Basil seklinde
piiriizli, kiiciik koloni
17M3A31013 Pichia cinsi 48 saat Beyaz renkli, parlak, piiriizsiiz, Kok seklinde
diizgiin kenarl, kiigiik koloni
17M3A32019 Pichia kudriavzevii 48 saat Krem renkli, yari saydam, piriizIi, Basil seklinde
kiigiik koloni
16M3A12012 Solicoccozyma aeria 48 saat Kl.r.em"r enkli, parla.lf » PUTZSUZ, Oval-kok, gok yonlii
diizgiin kenarli, bilyiik koloni tomurcuklanma
Krem renkli, parlak, piiriizsiiz, e
17M3D31087 Cryptococcus cinsi 48 saat mukoid, diizgiin kenarli, biiyiik Oval-kok, cok yonli
. tomurcuklanma
koloni
- . Krem renkli, parlak, piiriizlii, limon . .
16M2K 10011 Yarrowia lipolytica 48 saat Basil seklinde

seklinde, biiyiik koloni
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Calisilan suslar arasinda S. cerevisiae suslarinin makroskobik morfolojileri parlak,
diizgiin kenarl seklinde bir profile sahipken [147, 148], mikroskobik morfolojileriyse ¢ok
yonlii tomurcuklanma davranisi gosteren oval hiicreler olmalidir [147, 149]. Bu
dogrultuda Cizelge 4.1.’de yer alan S.cerevisiae ve S. cerevisiae var. boulardii suglarinin
makroskobik morfolojileri incelendiginde, mukoid koloni morfolojisi gozlenen
HUF16MO0T10001 kodlu sus ve beyaz-turuncu renkli koloni morfolojisi gozlenen
HUF16M3B11021 kodlu sus ve basil seklinde mikroskobik morfoloji goézlenen
HUF17M3F21126, HUF18M3B21008, HUF18M3B21010 ve HUF18M3E21007 kodlu
suglarin yukarida belirtildigi gibi S.cerevisiae morfolojisine uyumlu olmadigi;
HUF17M3C31065, HUF18M3G21009, HUF18M3J21008 ve HUF18M3K21007
suslarimin  krem renkli, parlak, piriizsiiz, konveks, diizgiin kenarli seklinde,
HUF17M3F21126, HUF18M3B21010, HUF18M3B21008 krem renkli, yar1 saydam,
piirtizlii seklinde, HUF18M3E21007 ise krem renkli, parlak, seffaf, piiriizsiiz ve diger
incelenen suglara kiyasla koloni yaricapinin gorece daha kiigiik oldugu goézlenmistir.
Canlandirilamayan HUF17M3D31089 ve HUF17M3E21114 kodlu suslara ait morfolojik
veriler elde edilememistir. Diger suslarin ise makroskobik morfolojilerinin literatiirde

belirtilen genel profile uygun oldugu tespit edilmistir.

Calisilan suslar arasinda Metschnikowia cinsi suslarin tipik makroskobik morfolojisi
kirmizi/kahverengi/turuncu renkte kiigiik koloniler seklinde olabilirken; mikroskobik
olarak  ¢ok yoOnli tomurcuklanma davranist gosteren oval hiicreler seklinde
kiiresel/eliptik sekilde literatiirde yer almaktadir [150]. Bu dogrultuda Cizelge 4.1.’de yer
alan  Metschnikowia  cinsi ~ mayalar  incelendiginde; ~ HUF16M3D11049,
HUF16M3D11052, HUF16M3G11089, HUF17M3C21050, HUF17M3C31064,
HUF17M3D31090, HUF17M3F21123, HUF17M3F31135, HUF17M3G31152,
HUF17M3H21200, HUF17M3F21127 kodlu suslarda krem renkli parlak koloni
morfolojisi [147] ve HUF17M3E21115, HUF17M3F21125, HUF17M3H21174,
HUF17M3H22179 kodlu suslarda basil mikroskobik morfolojisi gdzlendigi igin
Metschnikowia morfolojisine uyumlu olmadigit HUF16M3A11002, HUF16M3B11020,
HUF16M3B11023, HUF16M3C11034, HUF17M3E22117, HUF17M3H21175,
HUF17M3H21212 ve HUF16M3B11016 suslarinin beyaz-turuncu (pigment iiretimi)
renkli, parlak, diizgiin kenarl, tipik maya morfolojsine kiyasla kiiciik koloni yarigapina

sahip beklenen morfolojide oldugu tespit edilmistir.
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Calisilan suslar arasinda Naganishia cinsi suslarin tipik makroskobik morfolojisi
piiriizsiiz ve krem renkli koloniler seklindeyken [151], mikroskobik morfolojisi olarak
kiiresel-oval hiicreler seklindedir [152]. Bu dogrultuda tez kapsaminda yer alan
Naganishia cinsi mayalar incelendiginde HUF17M3D32093, HUF17M3D32096
suslarinin diger incelenen suslara kiyasla daha kiicilik koloni olusturdugu i¢in Naganishia
morfolojisine uyumlu olmadigt; HUF17M3D32092, HUF17M3E21110,
HUF17M3F21128, HUF17M3H22218 suslart krem renkli, parlak, piirlizsiiz, biiyiik

koloni seklinde beklenen morfolojide oldugu tespit edilmistir.

Calisilan suslar arasinda Wickerhamomyces anomalus suslariin tipik makroskobik
morfolojisi, siit beyazi, kuru, donuk ve opak bir profile sahipken [153] , mikroskobik
morfolojisi ¢ok yonlii tomurcuklanma gdsteren oval hiicreler olmalidir [154]. Bu
dogrultuda tez kapsaminda yer alan W. anomalus suslart incelendiginde
HUF16M2K 10009 kodlu susun krem renkli parlak koloni morfolojisinde gézlemlendigi
icin uyumlu olmadigr; HUF16M2K10009, HUF16M2K10010 suslarinin ise tipik

morfolojiyle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Caligilan suslar arasinda Hanseniaspora cinsi suslarin tipik makroskobik morfolojisi,
beyaz ila kremsi, pliriizsiiz, parlak ve ortasi hafif kabarik koloni seklindeyken [155],
mikroskobik morfolojileri iki yonlii tomurcuklanma gosteren, apikiilat (limon sekilli)
hiicrelerdir [147]. Bu dogrultuda tez kapsaminda yer alan Hanseniaspora suslari
incelendiginde; HUF16M3A11003 ve HUF17M3F32141 kodlu suglarin krem renkli
parlak koloni morfolojisinde oldugu i¢cin, HUF17M3H21173 susunun ise kok seklinde
mikroskobik morfoloji gézlemlendigi i¢in uyumlu olmadigi; HUF17M3F31139 kodlu

susun ise tipik morfolojiyle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Calisilan suslar arasinda Pichia cinsi suslarin tipik makroskobik morfolojisi, koloniler
beyaz veya krem renginde, donuk ve genellikle diizensiz sekildeyken, mikroskobik
morfolojileri oval, elipsoidal veya silindirik olarak goriiniir ve ¢ok tarafli tomurcuklanma
gosteren hiicreler seklindedir [147]. Makroskobik morfolojilerin degerlendirilmesi
sonucu, HUF17M3A21001 susunun krem renkli, yar1 saydam, kiiciik koloni ,
HUF17M3A31013 susunun beyaz renkli, parlak, diizgiin kenarli, kiigiik koloni ve
HUF17M3A32019 susunun ise krem renkli, yar1 saydam, parlak, kii¢iik koloni seklinde

oldugu ve tipik morfolojiyle benzer 6zellikler gosterdigi tespit edilmistir.
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Calisilan suslar arasinda Cryptococcus cinsi suslarin tipik makroskobik morfolojisi,
pliriizsiiz koloniler seklindeyken, mikroskobik morfolojileri kiiremsi ila oval seklinde
tomurcuklanma gdsteren maya benzeri hiicreler seklinde olmalidir [156]. Bu dogrultuda
tez kapsaminda yer alan HUF16M3A12012 ve HUF17M3D31087 kodlu suslarin tipik

morfolojiyle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Calisilan suslar arasinda Yarrowia lipolytica susunun tipik makroskobik morfolojisi,
kremsi beyaz renkli koloniler ve parlak veya mat, burusuk 6zellikte olabilen koloniler
seklinde tanimlanirken mikroskobik morfolojisi ¢ok yonlii tomurcuklanma gosteren ya
da biiyiime ortamu kosullarina gore farkli morfolojiler (basil gibi) gosteren hiicreler
seklinde olabilir. Bu dogrultuda tez kapsaminda yer alan HUF16M2K10011 susunun
tipik morfolojiye uygun oldugu tespit edilmistir [157, 158].

Sonug olarak, HUF17M3D31089 ve HUF17M3E21114 kodlu suslar canlandirilamadig;
HUF17M3D32093, HUF17M3D32096 ve HUF17M3A1013 kodlu suslar ise morfolojik
uyumsuzluk gosterdigi i¢in dizi analizine dahil edilmemistir. Buna karsilik, yatik agarda
yeterli gelisim gosteren ve ii¢ paralel seklinde gliserol stokta saklanan toplam 78 maya

susu sonraki asamalara alinmustir.

Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii FoodOmics Laboratuvar: Kiiltiir
Koleksiyonun’da (HUFCC) bulunan, -20°C’deki gliserol stoklarda muhafaza edilen ve
onceki caligmalarda [105] tanimlamalar1 yapilan 22 adet bakteri susu ve saf kiiltiirleri
elde edilmis ancak tanimlamalart Onceki c¢aligmalarda yapilmamis 15 izolatla
calisilmigtir. Bakteri suslarindan laktobasiller MRS broth; laktokok ve streptokoklar ise
M17 sivi besiyerine ekilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyonu ile canlandirma islemi

gerceklestirilmistir.

Canlandirma islemi tamamlanan suslar, kat1 besiyerine tek koloni diisiirme teknigiyle
inokiile edilmistir [111, 112]. Kat1 besiyerinde saf koloni gelisimi gozlendiginde koloni
morfolojisi belirlenmis [42] ve saflik kontroliiniin ardindan kat1 besiyeri igeren yatik
agarlara inokiile edilmistir. Yatik agarda 37°C’de 24 saat sonunda yeterli gelisim gdsteren
bakteri suslarina ait saf kiiltiirler, {i¢c paralel seklinde bakteri saklama tiiplerine inokiile
edilmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir. Petri kutusunda yer alan kiiltiirler +4°C’de
muhafaza edilmek lizere saklanmistir. Bakteri suslarina yonelik glukoz fermantasyon testi

[111, 119] ve katalaz testi [117] yapilmistir. Bu dogrultuda calisilan suslara ait sus
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kodlar1, makroskobik ve mikroskobik morfoloji bilgileri, glukoz fermantasyon ve katalaz

testi sonuglar1 Cizelge 4.2.°de yer almaktadir.

83



Cizelge 4.2. Tez calismasi1 kapsaminda canlandirilan ve morfolojik analiz ve biyokimyasal testleri yapilan HUF kodlu bakteri suslar

Canlandirma . Morfolojik Analiz Biyokimyasal Testler
Sus Bilgileri (MRs/M17 | S3fk Kontroli Glukoz
Broth, 37°C, | ((MRS/MI7 . . Mikroskobik Fermantasyon Testi | 3 ._
Agar, 37°C, 48 Makroskobik Morfoloji . . < @
Sus Kodu Sus Adi 24-48 saat) saat) Morfoloji Asit Gaz -
(HUF) 3 Olusumu | Olusumu | &
Limosilactobacillus Beyaz,yar1 saydam,diiz, Gram pozitif, basil
19ZNIR1001 fermentum 24 saat - kiiciik koloniler seklinde hiicreler ) ) )
Lactobacillus Beyaz,yar1 saydam, diiz, Gram pozitif, basil
19ZNIR1002 delbruecki 24 saat i kii¢iik koloniler seklinde hiicreler i ) )
187N4R1011 Lactzcaselbac'lllus 24 saat . Beyaz,parlak,fiuz, kiigiik Gram p021t1f, basil . i i
paracasei koloniler seklinde hiicreler
187N5R1018 Pediococcus 24 saat L Beyaz,parlak,Fluz, kiigiik Grarp pozralf, kok . i i
pentosaceus koloniler seklinde hiicreler
19ZN1M1001 Lactococcus lactis 24 saat + Beyazu,y'z'lrl saydalm,duz, Grarp p021E1ﬁkok + - -
kii¢iik koloniler seklinde hiicreler
Streptococcus Beyaz,yar1 saydam,diiz, Gram pozitif, kok
19ZN2M1012 thermophilus 24 saat i kiiciik koloniler seklinde hiicreler ) ) )
19ZN2M1013 Lactococcus lactis 24 saat + Beyaz,parlak,fiuz, kuigik Gram pOZIF.l f, kok + - -
koloniler seklinde hiicreler
g Gram pozitif,
19ZN4M1027 | Lactococcus lactis 24 saat + Beyaz,parlak.diiz, kiigik |y o1 obasil seklinde + - -
koloniler N
hiicreler
19ZN6M1035 Lactococcus lactis 24 saat + Beyaz,parlak,fluz, kiigiik Gram pOZIF.l f, kok + - -
koloniler seklinde hiicreler
19ZN7M1043 Lactococcus lactis 24 saat + Beyaz,parlak,duz, kiigiik Gram pOZIF.l f, kok + - -
koloniler seklinde hiicreler
19ZN10M1058 | Lactococcus lactis 24 saat + Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok - - -
kiiciik koloniler seklinde hiicreler
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Streptococcus

Beyaz,yari saydam,diiz,

Gram pozitif, kok

19ZN7M1039 thermophilus 24 saat kiiciik koloniler seklinde hiicreler i ) )
. .. Gram pozitif,
18ZN5R2031 Lactobacillus 24 saat Beyazyan saydam.diiz, |y o\ obal seklinde - - -
crispatus kiiglik koloniler <
hiicreler
18ZN1M1002 Lactococcus lactis 24 saat Beyaz",yflrl saydam,duz, Gram pOZI'F.l f, kok - - -
kiigiik koloniler seklinde hiicreler
Streptococcus Beyaz,yar1 saydam,diiz, Gram pozitif, kok
22BDT2034 thermophilus 24 saat kiiciik koloniler seklinde hiicreler * ) )
Lacticaseibacillus Beyaz,parlak,diiz, kii¢lik Gram pozitif, basil
19ZNIRI1013 rhamnosus LGG 24 saat koloniler seklinde hiicreler i ) )
187N2R1004 Levzlactob'aczllus 24 saat Beyaz,parlak,duz, kiigiik Gram p021t1f, basil i i i
brevis koloniler seklinde hiicreler
Lactobacillus Beyaz, yar saydam, diiz, Gram pozitif, basil
19ZN3R1008 delbrueckii 24 saat kiiciik koloniler seklinde hiicreler i ) )
Lactobacillus Beyaz, parlak, diiz, kii¢iik Gram pozitif, kok
18ZNOR2019 delbrueckii 24 saat koloniler scklinde hiicreler - - -
Lactobacillus Beyaz,parlak,diiz, kii¢iik Gram pozitif, basil
I8ZN3R2029 delbrueckii 24 saat koloniler seklinde hiicreler ) ) )
Lactobacillus Beyaz, parlak, konveks, Gram pozitif, kok
19ZN3R1010 delbrueckii 24 saat kiigiik koloniler scklinde hiicreler * - -
Lactobacillus Beyaz,parlak,konveks, Gram pozitif, kok
19ZNSR1017 delbrueckii 24 saat kiigiik koloniler seklinde hiicreler * - -
24N4K4001 * 24 saat Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiigiik koloniler seklinde hiicreler
24N4K4002 * 24 saat Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiicgiik koloniler seklinde hiicreler
24N4K4003 * 24 saat Beyaz,yar saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiigiik koloniler seklinde hiicreler
24N4K4004 * 24 saat Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiiciik koloniler seklinde hiicreler
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24N4K4005 * 24 saat + Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiiciik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4006 * 24 saat + Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND | ND
kiigiik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4007 * 24 saat + Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiiciik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4008 * 24 saat + Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiigiik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4009 * 24 saat + Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kii¢iik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4011 * 24 saat n Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND | ND
kiigiik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4012 * 24 saat + Beyaz,yar saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kii¢iik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4013 * 24 saat n Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND | ND
kiigiik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4014 * 24 saat + Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiiciik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4015 * 24 saat + Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiiciik koloniler seklinde hiicreler

24N4K4016 * 24 saat + Beyaz,yan saydam,diiz, Gram pozitif, kok ND ND ND
kiiciik koloniler seklinde hiicreler

*  ND: 24NK4001-16 kodlu izolatlarin saf kiiltiirleri elde edilmis ancak tanimlamalar1 6nceki ¢calismalarda yapilmamis olmasi nedeniyle daha ileri agamalarda molekiiler yontemlerle

gergeklestirilmistir. Bu izolatlar siirece daha geg¢ dahil edildikleri i¢in glukoz fementasyon ve katalaz testleri uygulanmamuistir.
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Cizelge 4.2.°de yer alan suslar, laktik asit bakterileri (LAB) grubunun temel cinsleri
arasinda bulundugu i¢in bundan sonraki kisimda grup ismiyle belirtilecektir [159]. LAB
bakteri suslarinin makroskobik morfolojileri beyaz veya kremsi, dairesel sekilli, diizgiin
kenarl1 ve/veya konveks seklinde bir profile sahip olmalidir [160, 161]. Bu dogrultuda
calisilan suglar arasinda 19ZN1R1001 kodlu susun beyaz, yar1 saydam, diizgiin kenarli,
gorece kiiclik koloniler seklinde; 18ZN5R1018 susunun beyazimsi, diizgiin kenarli
koloniler seklinde; 19ZN1R1002, 19ZN1M1001 suslarinin beyazimsi, diiz, gérece kiiciik
koloniler seklinde; 19ZN2M1013, 19ZN4M1027 suslarinin beyaz, konveks, diizgiin
olmayan kenarl1 koloniler seklinde; 19ZN6M1035 susunun beyaz, yart saydam ,diizgiin
olmayan koloniler seklinde; 18ZN4R1011, 22BDT2034, 18ZN2R1004, 19ZN3R1008,
18ZN9R2019, 19ZN1R1013 sus kodlu suslarin, beyaz ,diiz, gorece kii¢iik koloniler
seklinde; 19ZN2M1012, 19ZN7M1039, 19ZN3R1010, 19ZN5R1017 kodlu suglarin,
beyaz, konveks, gorece kiiclik koloniler seklinde morfolojiye sahip oldugu;
19ZN7M1043 susunun beyaz, diizgiin kenarli olmayan, kiiclik koloniler seklinde;
19ZN10M1058, 18ZN5R2031 susunun beyaz, yar1 saydam, diizgiin kenarli, kii¢iik
koloniler seklinde; 18ZN1M1002 susunun beyaz, yart saydam, diizgiin kenarli koloniler
seklinde oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde LAB bakteri suslarinin mikroskobik morfolojileri gram pozitif karakter
gosteren kok ve basil hiicreler seklinde karakterize edilir [159, 162]. Suslara dair elde
edilen mikroskobik morfolojiler incelendiginde, 19ZN4M1027, 18ZN5R2031, suslarinin
kokobasil seklinde oldugu; 18ZN2R1004, 18ZN3R2029, 19ZN1R1001, 19ZN1R1002,
19ZN1R1013, 19ZN3R1008, suslarinin basil seklinde oldugu; 18ZN1M1002,
18ZN4R1011, 18ZN5R1018, 18ZN9R2019, 19ZN1IM1001, 19ZN2M1012,
19ZN2M1013,19ZN3R1010, 19ZN5R1017, 19ZN6M1035, 19ZN7M 1039,
19ZN7M1043, 19ZN10M1058 ve 22BDT2034 suslarinin ise kok seklinde oldugu tespit
edilmistir. Calismada yer alan LAB bakterilerin gram pozitif karakterde oldugu tespit

edilmistir.

Morfolojik degerlendirme ve literatiir verilerinin  degerlendirilmesi  sonucu,
19ZN4M 1027, 18ZN9R2019, 19ZN3R1010,19ZN5R1017 kodlu LAB bakterilerinin

beklenen mikroskobik morfolojide olmadig: tespit edilmistir.

LAB fermantasyon yetenegi agisindan, glukozu fermente edebilir ama gaz liretme 6zelligi
olmayan, katalaz negatif karakterde bakteriler seklinde olmalidir [163, 164] Calismada
yer alan laktik asit bakterilerinin 19ZN1R1002, 18ZN4R1011, 18ZNS5R1018,
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19ZNIM1001, 19ZN2M1013, 19ZN4M1027, 19ZN6M1035, 19ZN7M1039,
19ZN7M1043, 18ZN5R2031, 22BDT2034, 19ZN1R1013, 19ZN3R1008, 19ZN3R1010,
19ZN5R 1017 kodlu suglarin glukoz fermente ederek asit iirettigi ; diger suslarin fermente
edemedigi ve asit liretemedigi tespit edilmistir. Calismada yer alan LAB bakterilerinin

tamaminin katalaz negatif 6zellikte oldugu tespit edilmistir [159].

Daha oOnceki calismalarda tanimlanmamis olan 24NK4001-16 kodlu izolatlarin
mikroskobik incelemesinde, gram pozitif ve kok morfolojisinde hiicreler gézlemlenmis
ve gorlintiide hiicre morfolojisi bakimindan yeknesaklik olmasi nedeni ile bu kiiltiirler saf
kiiltiir olduklar1 yoniinde karar verilmistir. Makroskobik olarak ise beyaz, yar1 saydam,
diiz yiizeyli ve kii¢iik boyutlu koloniler olusturduklar1 belirlenmistir. 24NK4001-16
kodlu izolatlarin saf kiiltiirleri elde edilmis ancak tanimlamalar1 6nceki ¢alismalarda
yapilmamis olmasi nedeniyle ileri agamalarda molekiiler yontemlerle gergeklestirilmistir.
Bu izolatlar siirece daha ge¢ dahil edildikleri i¢in glukoz fementasyon ve katalaz testleri

uygulanmamustir.

Sonug olarak yatik agarda yeterli gelisim gdsteren ve li¢ paralel seklinde saklanan 22 adet
LAB bakteri susu ve ve saf kiiltiirleri elde edilmis ancak tanimlamalari Onceki
caligmalarda yapilmamis 15 izolat sonraki agamalara dahil edilmistir. Cizelge 3.2.’de 22-
25. sirada yer alan referans suslar 12.02.2025 tarihinde temin edildigi ve zaten referans
kiiltiir olmalar1 bakimindan igin ileri analize tabi tutulamamistir. Kiiltiir koleksiyonuna

referans sus olarak eklenmis olup ilerleyen caligmalarda kullanmak tizere saklanmstir.
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4.2. DNA Dizi Analizi

Bu c¢alisma kapsaminda, onceki agsamalarda stok kiiltiirleri canlandirilan ve temel
karakterizasyon uygulamalar1 yapilan suslar, DNA dizi analizine alinmistir. ilerleyen

boliimlerde bu suslara ait analiz sonuglari yer almaktadir.

Onceki asamalarda canlandirilan, morfolojik analizleri ve biyokimyasal testleri
tamamlanan 22 laktik asit bakterisi ile, tanimlamalar1 6nceki ¢calismalarda yapilmamis 15
izolat bu asamaya dahil edilmistir. Belirtilen 15 izolat, analize daha ge¢ dahil
edildiginden, bu suslara ait DNA izolasyon kalitesi ve jel elektroforez verileri ilerleyen

boliimlerde sunulmamastir.

Onceki calismalarda [104] NCBI veri tabanina LSU dizileri kaydedilen suslar genek
olarak bu asamaya dahil edilmeyip direkt kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmistir ancak
onceki asamada morfolojik olarak uyumsuz oldugu tespit edilen 16MO0T10001,
16M3B11021, 17M3F21126, 17M3D32093, 17M3D32096 ve 17M3A1013 kodlu suslar
ile onceki asamada canlandirilamayan 17M3D31089 ve 17M3E21114  kodlu suslar
kiiltiir koleksiyonu diginda birakilmigtir. NCBI’a kayith daha dnce dogrulanmis dizilere
sahip olan 16M1C0002, 16M1C0003 ve 16M3H11104 kodlu suslar dizi analiz siirecinin
giivenilirligini teyit etmek ve yontemsel sapmalarn tespit edebilmek amaciyla referans
olarak kullanilmistir. Bu nedenle ¢calismanin basinda yer alan NCBI’a LSU dizileri kayith
27 maya susundan 19’u kiiltiir koleksiyonuna direkt dahil edilmistir. Ozetle onceki
asamalarda canlandirilan, morfolojik analizleri yapilan ve yatik agarda yeterli gelisim

gosteren toplam 56 maya susu ise bu ¢alismada kullanilmistir.

4.2.1. Maya ve Bakteri Suslarindan DNA Izolasyonu

Bakteri ve maya suslarinin DNA izolasyonu EURX markasina ait GeneMATRIX
Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURx, Polonya, iiriin kodu: E3580)
ve ilgili protokol izlenerek gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA konsantrasyon miktari
(ng/ul) ve 260 ile 280 nm’deki OD oran1 (A260/280) Thermo Scientific Nanodrop 2000
(USA) cihazinda iki teknik tekrarla gerceklestirilmis ve iki ol¢lim ortalamasi alinarak

verilmistir.

Maya suglarina ait DNA’nin safligin1 ve miktarini belirten izolasyon kalite verileri EK

1.1. ’de verilmistir. DNA izolasyonuna dahil edilen 56 susun ortalama niikleik asit
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derisimi = 25,0 ng ul "’dir. Degerler 2,20 ng pl! ile 44,65 ng pl™ arasinda dagilim
gostermistir. Orneklerin standart sapmasi 6,78 ng ul™, buna karsilik varyans 45,90 (ng
ul™)? olarak bulunmustur. Bu dagilim, temel olarak 20-35 ng pl™* bandinda yogunlasan
ancak 2—-15 ng pl™' araliginda az sayida diisik ve 40 ng pl' iizerindeki yiiksek
Olgiimlerden kaynaklanan genis bir yayilim sergilemistir. Ayni1 Orneklerin saflik
gostergesi olarak kullanilan Azeo/ A2so oranlarinin ortalamasi = 2,01°dir; bu deger saf DNA
icin kabul edilen 1,8-2,0 aralifiyla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Oranlar 1,70 ile 2,30
arasinda degismistir. Orneklerin standart sapmasi 0,14, varyans ise 0,0198 olarak
hesaplanmistir. Diistik (< 1,80) veya yiiksek (> 2,20) degerler sinirlt sayidadir ve genel
dagilimin kenarlarini olusturup biiylik cogunluk 1,90-2,10 bandinda yogunlasmuistir.

Bakteri suslarina ait DNA’nin safligin1 ve miktarini belirten izolasyon kalite verileri EK
1.2.’de verilmistir. Bu ikinci kiimeye ait 20 susun ortalama DNA derisimi =~ 31,5 ng
ul-"dir. Olgiimler 22,15 ng pl™ ile 44,75 ng pl™' arasinda dagilmistir. Ornekler arasi
degiskenligi gosteren standart sapma 7,65 ng pl™', buna karsilik varyans = 58,5 (ng
ulM?’dir. Degerlerin biiylik boliimii 24—42 ng pl™! bandinda toplanmakta, 22 ng ul"’ye
yakin az sayida diisiik ve 44 ng pl™' civarinda yiiksek Ol¢limler dagilimin uglarini
olusturmustur. Ayni numunelerin saflik gdstergesi olarak kullanilan Aze0/A2s0 oranlarinin
ortalamasi = 1,92°dir. Oranlar 1,75 ile 2,08 arasinda degismis; bdylece aralik ~ 0,33 birim
olmustur. Standart sapma 0,068, varyans ise = 0,0047°dir. Olgiimlerin ¢cogu 1,89—1,99
bandinda yogunlagsmistir. DNA’ya RNA karisimimi diistindiirebilecek 2,08’lik tek bir
yiiksek deger ve olasi protein/fenolik kontaminasyona isaret eden 1,75’lik tek bir diisiik

deger dagilimin kenarlarini olusturmustur [165, 166].
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4.2.2. PCR Amplifikasyonu ve Jel Elektroforeziyle Goriintiilleme

Maya suglarmin PCR amplifikasyonuyla ¢ogaltilan ITS bdlgesinin  miktarinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan jel elektroforez isleminin goriintiileri Sekil 4.1°de

verilmistir.

2 18 19 20 31 22 23 24 25 2 ) M 0 N

9 10 11 12 13 M4 15 16 17 NIC

o
2ay

=

El 34 35 % 17 1B 0 a2 s &5 o om 50 51 52 53 M4 S5 SENTC

Sekil 4.1 Maya suglariin ITS1 ve ITS4 primerleri ile ¢gogaltilan PCR iiriinlerinin agaroz
jel elektroforezi. DNA boyut standardi (100—3000 bp); NTC: Negatif kontrol.

(a) Hat 1-HUF16M1C0002, Hat 2-HUF16M1C0003, Hat 3-HUF16M1C0004, Hat 4-HUF16M3H11104, Hat 5S-HUF17M3H21208,
Hat 6-HUF18M3B21008, Hat 7-HUF18M3B21010, Hat 8-HUF18M3C21001, Hat 9-HUF18M3C21010, Hat 10-HUF18M3D21001,
Hat 11-HUF18M3E21007, Hat 12-HUF18M3F21012, Hat 13-HUF18M3G21009, Hat 14-HUF18M3J21008, Hat 15-
HUF18M3K21007, Hat 16-HUF18M3L21008, Hat 17-HUF22B1C0001;

(b) Hat 18-HUF16M3A11002, Hat 19-HUF16M3B11020, Hat 20-HUF16M3B11023, Hat 21-HUF16M3C11034, Hat 22-
HUF16M3D11049, Hat 23-HUF16M3D11052, Hat 24-HUF16M3G11089, Hat 25-HUF17M3C21050, Hat 26-HUF17M3C31064,
Hat 27-HUF17M3D31090, Hat 28-HUF17M3E21115, Hat 29-HUF17M3E221127, Hat 30-HUF17M3F21123, Hat 31-
HUF17M3F21125, Hat 32-HUF17M3F21127;

(c) Hat 33-HUF17M3F31135, Hat 34-HUF17M3G31152, Hat 35-HUF17M3H21174, Hat 36-HUF17M3H21175, Hat 37-
HUF17M3H22179, Hat 38-HUF17M3H21200, Hat 39-HUF17M3H21212, Hat 40-HUF16M3B11016, Hat 41-HUF17M3D32092,
Hat 42-HUF17M3E21110, Hat 43-HUF17M3F21128, Hat 44-HUF17M3H22218, Hat 45-HUF16M2K10003, Hat 46-
HUF16M2K 10009, Hat 47-HUF16M2K 10010, Hat 48-HUF16M3A11003;

(d) Hat 49-HUF17M3F31139, Hat 50-HUF17M3F32141, Hat 51-HUF17M3H21173, Hat 52-HUF17M3A21001, Hat 53-
HUF17M3A32019, Hat 54-HUF16M3A12012, Hat 55-HUF17M3D31087, Hat 56-HUF16M2K10011.

Maya suslariin ITS1 ve ITS4 primerleriyle gerceklestirilen ve ITS bdlgesini hedefleyen
PCR amplifikasyonunda farkli biiytikliikte PCR iirtinleri elde edilmistir [167, 168]. Buna
ragmen farkli hatlarda yer alan HUF18M3B21008, HUF18M3B21010,
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HUF18M3E21007, HUF17M3E21115, HUF17M3F21125, HUF17M3H21174
HUF17M3H22179, HUF17M3H21173, HUF17M3A21001, HUF17M3A32019,
HUF16M2K10011 suslarinda herhangi bir PCR {iriinii elde edilememistir. Bu suslar igin
ilerleyen tarihte DNA izolasyonu ve PCR islemleri tekrar edilmistir.

Bakteri suslarinin PCR amplifikasyonuyla ¢ogaltilan ITS bdlgesinin miktarinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan jel elektroforez isleminin goriintiileri Sekil 4.2.°de

verilmistir.

57 S8 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 NIC

3000bp

2000bp

1500bp

Sekil 4.2. Bakteri suglarinin 27F ve 1492R primerleriyle ¢cogaltilmis ve 16S gen bolgesi

varligin1 gosteren PCR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi.

DNA boyut standardi (100-3000 bp), NTC (Negatif Kontrol)

Hat 57-HUF19ZN1R1001, Hat 58-HUF19ZN1R1002, Hat 59-HUF18ZN4R1011, Hat 60-HUFI18ZNS5R1018, Hat 61-
HUF19ZN1M1001, Hat 62-HUF19ZN2M1012, Hat 63-HUF19ZN2M1013, Hat 64-HUF19ZN4M1027, Hat 65-HUF19ZN6M1035,
Hat 66-HUF19ZN7M1039, Hat 67-HUF19ZN7M1043, Hat 68-HUF19ZN10M1058, Hat 69-HUF18ZN5R2031, Hat 70-
HUF18ZN1M1002, Hat 71-HUF22BDT2034, Hat 72-HUF19ZN1R1013, Hat 73-HUF18ZN2R1004, Hat 74-HUF19ZN3R1008,
Hat 75-HUF18ZN9R2019, Hat 76-HUF19ZN3R1010, Hat 77-HUF19ZN5R1017.

Bakteri suslarmmin 27F ve 1492R primerleriyle gerceklestirilen ve 16S bdlgesini
hedefleyen PCR amplifikasyonunda yaklasik olarak 1500 bp biiyiikliigiinde PCR {irtinii
elde edilmesi beklenmektedir [122, 162]. Bu dogrultuda Hat 76’da yer alan
HUF19ZN3R1010 susuna ait herhangi bp biiyiiklikte PCR {iriinii elde edilemedigi
gorilmiistiir. Diger bakteri suslarina ait yeterli biiyiikliikte PCR iiriinii elde edildigi tespit
edilmistir. Saflagtirllan PCR iiriinlerine ait DNA dizileri, Macrogen (Hollanda)

laboratuvarinda dizi analizine tabi tutulmustur.
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4.3. Biyoinformatik Analizler

4.3.1. Dizi Kalite Kontrolii ve Konsensiis Dizi Olusturulmasi

Sanger sekanslama ile elde edilen ham diziler, FinchTV (Digital World Biology) yazilimi
ile kalite agisindan degerlendirilmistir. Ornek kalite kontroliiyle ilgili gorsel Sekil 4.3.’te
verilmistir. Piklere spesifik olan kalite verileri, piklerin dagilimi gibi faktorler
degerlendirmede etkili olmustur; pik sekli, sinyal yogunlugu ve arka plan giiriiltiisiine
gore diisiik kaliteli bdlgeler elenmistir [169]. Ileri ve geri yonlii olmak iizere her susa ait

2 farkli dizi verisi elde edilmistir.

R L W AR Eaea |9 Geospiia

Goto Base No. Find Sequence

Vel

Sekil 4.3. Ham dizi kalite kontrolii (Finch TV programi)

Bu diziler, MultAlin (INRAE, Toulouse) araciyla hizalanarak konsensiis dizi
olusturulmustur. ilgili gérsel Sekil 4.4.’te verilmistir. Bu asama, BLAST analizi ve diger

filogenetik analizler i¢in yliksek kaliteli dizilerin elde edilmesini saglamistir [169, 170].
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1 130

Forward GGAAACAGGT GCTAATACCG TATAACAATC AAAMACCGCAT GGTTTTGATT TGAAAGGCGC TTTCGGGTGT CGCTGATGGA TGGACCCGCG GTGCATTAGC TAGTTGGTGA GGTAACGGCT CACCAAGGCC
Reverse CGCAGGCGG TTTCTTAAGT C--TGATGTG AAAGCCCCCG GCTCAACCG- ----GGGAGG GTCATTGGA- -AACTGGGAG
COMSEASUS  «aveeumtes neemnas teemnas e caaeaaans .caalGGCGe TTTCggaaGT C..TGATGga aaaaC(CcCG GeglAacaG. ....gGGaGa GgchacGGa. .AaCaaGGac

131 260

Forward ACGATGCATA GCCGACCTGA GAGGGTGATC GGCCACATTG GGACTGAGAC ACGGCCCAMA CTCCTACGGE AGGCAGCAGT AGGGAATCTT CGGCAATGGA CGAMAGTCTG ACCGAGCAAC GCCGCGTGAG
Reverse AC-TTGAGT- GCAGAAGAG- GAGAGTGGAA TTCCATGT-G TAGCGGTGAA ATG--CGTAG ATATATGGAG GAACACCAGT GGCGAAGGCG GETCTCTGGT CTGTAA-CTG AC---GCTGA GGCTCGAAAG
Consensus AC.aTGaaT. GCaGAacaG. GAGaGTGaaa ggCCAcaT.G gaaCgGaGAa AcG..Ccala aTacaacGaG aaaCAcCAGT aGcGAAgccg ccgCaaTGGa Cgaada.CTG AC...GCaaa GeCgCGaalG

261 390

Forward TGAAGAAGGT TTTCGGATCG TAAAACTCTG TTGTTAAAGA AGAACAAGGA TGAGAG-TAA CTGTTCATCC CTTGACGGTA TCTAACCAAA AA-GCCACGG CTAACTACGT --GCCAGCAG CCGCGGTAAT
Reverse CGTGGGGAGC AAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG CCGTAAACGA TGAGTGCTAA GTGTT----- == GGAGGGTT TCCGCCCTTC AGTGCTGCAG CTAACGCATT AAGCACTCCG CCTGGGGAGT
Consensus cGaaGaaaGc aaaCaGaacg aaMaACcCTG glagTaafca acaaaMAcGA TGAGAG.TAA cTGTT..... .. gGACGGTa TCcaaCCaaa Aa.GCcaCaG CTAACgaagl ..GCaagCaG CCgcGGghaT

391 520

Forward ACGTAGG--T GGCAAGCGTT GTCCGGATTT ATTGGGCGTA AAGCGAGCGC AGGCGGT--T TCTTAAGTCT GATGTGAAAG CCCCCGGCTC AACCGGGGAG GGTCATTGGA AACTGGGAGA CTTGAGTGCA
Reverse ACGACCGCAA GGTTGAAACT CAAAGGAATT GACGGG---- -GGCCCGCAC AAGCGGTGGA GCATGTGGTT TAATTTGAAG CAACGCGAAG AACCTTACCA GGTCTTGACA TCCT------ -TTGACCACT
Consensus ACGaacG..a GGcaaaaacT caaaGGAaTT aacGGG.... .aGCcaGCaC AaGCGGT..a gCaTaaGgeT gAagTgalAG CaaCccGaac AACCggacaa GGTCaTgacA aaCT...... .TTGAccaCa

521 650

Forward GAAGAGGAGA GTGGAATTCC ATGTGTAGCG --GTGAAATG CGTAGATATA TGGAGGAACA CCAGTGGCGA AGGCGGCT-- -CTCTGGTCT GTAACTGACG CTGAGGCTCG AAAGCGTGGG GAGCAAACAG
Reverse TTAGAG-ATA GAGCTTCCCC TTCGGGGGCA AAGTGACAGG TGGTGCATGG TTGTCGTCAG CTCGTGTCGT GAGATGTTGE GTTAAGTCCC GCAACGAGCG CAACCCTTAT TGTTAGTTGC CATCATTCAG
Consensus  gaAGAG.AgA GaGeaaccCC aTcgGgaGCa ..GTGAaAgG cGgaGaaaga TgGacGaaaa CeaGTGgCGa aaGagGeT.. .cTaaGgeCe GeAACgaaCG CasacccTag 2aagaGTgGe cAgCAaaCAG

651 780

Forward GATTAGATAC CCTGGTAGTC CACGCCGTAA ACGATGAGTG CTAAGTGTTG GAGGGTTTCC GCCCTTCAGT GCTGCAGCTA AC----GCAT TAAGCACTCC GCC-TGGGGA GTACGAC--- -CGCAAGGTT

Reverse --TTGGGCAC TTTAGCAAGA CT-GCCGGTG ACAAACCGGA GGAAGGTGGG GATGACGTCA AATCATCA-T GCCCCTTATG ACCTGGGCTA CACACGTGCT ACAATGGGAA GTACAACGAG TTGCGAAGTC

Consensus ..TTaGacAC ccTaGcAaga Ca.G(CGgaa ACahacaGga cgAAGggge6 GAgGacgTCa aacCaTCA.T GCccCagaTa AC....GCaa cAaaCacgCc aCa.TGGGaA GTACRAC... .cGCaAaGTc
781 851

Forward GAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCCGCA CAAGCGGTGG AGCATGTGGT TTAATTCGAA -GCAACGCG
Reverse GCGAGGCTAA GCTAATCTCT TAAAGCTTCT CTCAGTTCGG ATTGCAGGCT GCAACTCGCC TGCATGAAGC C
Consensus GaaAcgCaAA GcaAaTcaCg gaaacCcgCa CaaacggcGG AgcacagGeT gchACTCGaa .GCAacaaG. .

Sekil 4.4. Elde edilen iki yonlii dizilerin hizalanmasi ve konsensiis dizinin eldesi

(MultAlin)
4.3.2. BLAST Analizi ile Tiir Tayini
Onceki asamada Sanger dizileme ydntemiyle elde edilen ve gerekli diizenlemeleri

yapilmis olan dizi verileri, NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) platformu

iizerinden, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi adresinde yer alan “Nucleotide

BLAST” araci kullanilarak uluslararasi veri tabanlariyla karsilagtirilmistir. Bu analizler
sonucunda maya ve bakteri suslarinin molekiiler verileri kullanarak tiir diizeyinde

tanimlanmasina yonelik bulgular elde edilmistir.

4.3.2.1. Maya Suslar1 BLAST Analizi Sonug¢lar:

ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak gergeklestirilen ¢ift yonlii PCR amplifikasyonu
sonucunda yeterli dizi verisi elde edilmis ve bu veriler, BLAST analizi ile NCBI veri
tabaniyla karsilagtirnlmistir. Bazi suslar i¢in rastgele 6rnekleme yontemi ile dizi analizi
tekrar gerceklestirilmistir [171]. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3.’te sunulmustur. Ilgili

dizi verileri EK 1.3.’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Maya suslarinin ITS bolgesi BLAST analizi sonuglari

Bilinen Tanimlama

BLAST Sonucu Tiir

BLAST Sonucu

Sus Kodu (HUF) Sonucu Tanimlamasi Tanimlama Yiizdesi
16M1C0002 Sacchargmy ces Saccharomyces cerevisiae %99.67
cerevisiae
16M1C0003 Saccharf)my ces Saccharomyces cerevisiae %99.05
cerevisiae
16M1C0004 Sacchar{)rﬁy ces Saccharomyces cerevisiae %99.88
cerevisiae
Saccharomyces
16M3H11104 cerevisiae var. Saccharomyces cerevisiae %97.62
boulardii
Saccharomyces
22B1C0001 cerevisiae var. Saccharomyces cerevisiae %99.88
boulardii
17M3H21208 Saccharomyces ND ND
cerevisiae
18M3B21008 Saccharomyces ND ND
cerevisiae
18M3B21010 Saccharomyces ND ND
cerevisiae
18M3C21001 Sacchargmy ces Saccharomyces cerevisiae %99.81
cerevisiae
Succharomvees Naganishia albida
18M3C21010 oy Naganishia %100
cerevisiae ) .
uzbekistanensis
18M3D21001 Sacchar?my ces Saccharomyces cerevisiae %99.39
cerevisiae
18M3E21007 Saccharomyces ND ND
cerevisiae
18M3F21012 Sacchar?my ces Saccharomyces cerevisiae %99.27
cerevisiae
18M3G21009 Sacchargmy ces Saccharomyces cerevisiae %100
cerevisiae
18M3J21008 Sacchargmy ces Saccharomyces cerevisiae %99.46
cerevisiae
18M3K21007 Sacchargmy ces Saccharomyces cerevisiae %99.88
cerevisiae
18M3L21008 Sacchargmy ces Saccharomyces cerevisiae %99.17
cerevisiae
Metschnikowia sinensis
Metschnikowia
16M3A11002 Metschnikowia rubicola chrysoperlae %99.18
Metschnikowia
pulcherrima
. S Metschnikowia %99.47
16M3B11020 Metschnikowia cinsi pulcherrima %9921
Metschnikowia Metschnikowia %98.10
16M3B11023 pulcherrima pulcherrima %99.00
. L Metschnikowia %98.68
16M3C11034 Metschnikowia cinsi pulcherrima 04,98 63
16M3D11049 Metschnikowia cinsi Saccharomyces cerevisiae %100
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Metschnikowia .. %100
16M3D11052 pulcherrima Saccharomyces cerevisiae %100
16M3G11089 Metschmklowza MetschnszWIa %499 61
pulcherrima pulcherrima
g . .. %99.68
17M3C21050 Metschnikowia cinsi Priceomyces carsonii %100
0
17M3C31064 Metschnikowia rubicola Priceomyces carsonii 9%99.84
17M3D31090 Metschm@owza Hanseniaspora. uvarum %100
pulcherrima
17M3E21115 Metschnzk{)wza Priceomyces carsonii %100
pulcherrima
17M3E22117 Metschnikowia cinsi Metschnikowia %100
pulcherrima
17M3F21123 Metschnzkf)wza Saccharomyces cerevisiae %100
pulcherrima
17M3F21125 Metschnikowia ND ND
pulcherrima
17M3F21127 Metschnikowia cinsi Priceomyces carsonii %99.82
0
17M3F31135 Metschnikowia cinsi Saccharomyces cerevisiae /00/918 O%)S
(V]
17M3G31152 Metschnzk?wza Priceomyces carsonii % 99.84
pulcherrima
17M3H21174 Metschnikowia ND ND
pulcherrima
Metschnikowia Metschnikowia %97.37
ITM3H21175 pulcherrima pulcherrima %99.54
17M3H22179 Saccharomyces cinsi ND ND
17M3H21200 Metschmk{)wza Saccharomyces cerevisiae %99.83
pulcherrima
Metschnikowia Metschnikowia %100
I7TM3H21212 pulcherrima pulcherrima %100
o o
16M3B11016 |  Metschnikowia cinsi Metschnikowia 7/099.60
pulcherrima %100
Naganishia albida
17M3D32092 Naganishia cinsi Naganishia %99.68
uzbekistanensis
17M3E21110 Naganishia cinsi Nagamshla . %99.68
uzbekistanensis
17M3F21128 Naganishia cinsi Saccharomyces cerevisiae %98.73
17M3H22218 Naganishia cinsi Nagamshza . %99.21
uzbekistanensis
16M2K 10003 Wickerhamomyces Saccharomyces cerevisiae %99.88
anomalus
16M2K 10009 Wickerhamomyces Wickerhamomyces %100
anomalus anomalus
16M2K 10010 Wickerhamomyces Wickerhamomyces %100
anomalus anomalus
16M3A11003 Hanseniaspora opuntiae | Saccharomyces cerevisiae %98.76
17M3F31139 Hanseniaspora uvarum Hanseniaspora uvarum 9%99.85
17M3F32141 Hanseniaspora uvarum | Saccharomyces cerevisiae %100
17M3H21173 Hanseniaspora opuntiae ND ND
17M3A21001 Pichia kudriavzevii ND ND
17M3A32019 Pichia kudriavzevii ND ND
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16M3A12012 Solicoccozyma aeria Solicoccozyma aeria %99.69
. Naganishia o

17M3D31087 Cryptococcus cinsi uzbekistanensis %99.52

16M2K10011 Yarrowia lipolytica ND ND

ND: Sonu¢ alinamamustir. ; *Baz suslar igin rastgele 6rnekleme yontemi ile dizi analizi iki
kez gerceklestirilmis ve elde edilen her iki sonug alt alta gosterilmistir.

Cizelge 4.3.te verilen ITS bolgesi BLAST sonuglarinin istatistik 6zeti i¢in yorumlama

kriterleri ve istatistik degerleri Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Cizelge 4.4. BLAST sonuglarini yorumlama kriterleri ve sayisal verileri (Maya sonuglar1)

Kategori Tamm Adet (%)
.. Dizi eslesmesinde, %99 ve lizeri kimlik
Yiiksek oranina sahip, tek tiirle eslesen ve tiir
Giivenli Tekil mina sanip, slesen v 30 sus (=%53,57)
diizeyinde net tanimlama saglayan
Tanimlama
sonuglardir.
Dogrulayici Rastgele secilen 6rneklerde, ilk
Yeniden tanimlamalarin dogrulugunu kontrol etmek 9 sus (%16,07)
Sekanslama amaciyla yapilan yeniden sekanslama
ile Onayli sonucunda elde edilen onayli eslesmelerdir.
Yiiksek BLAST analizinde %99 ve iizeri kimlik
Kln’lhkl.l orani ile birden Ifaz.l‘a tu"rle e.slesrne goriilen, 3 sus (%5.36)
Coklu Hit / bu nedenle kesin tiir diizeyinde tanimlama
Belirsiz yapilamayan durumlardir.
Diisiik Dizi eslesmesinin %99 un altinda kaldig,
Giivenli tiir dlizeyinde yeterli giivenlikte tanimlama 3 sus (=%5,36)
Tanimlama yapilamayan eslesmelerdir.
Dizi verisi elde edilmesine ragmen BLAST
Veri yok analizinde geggrh bir eslesme sonucu 11 sus (%19,64)
alinamayan, yani tanimlama yapilamayan
ornekleri ifade eder.

e Bircok Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima susu, BLAST

analiz sonuglarina gore %98-100 oraninda ITS bolgesi eslesmesi gostermistir.

Fungal DNA barcoding standartlarinda tiir ayrimi i¢in ITS baz siralamasi

benzerligi > %99 esik degeri kabul edilmektedir [172].

e Ik dizi analizi sonucunda HUF17M3D31090 kodlu Saccharomyces cerevisiae

(%95,97) olarak tanimlanan sus, tiir diizeyinde kabul edilen %98 esik degerinin

altinda kaldigi i¢in giivenli bulunmamistir. Ayn1 6rnegin ikinci analizinde

Hanseniaspora uvarum tiiriiyle %100 eslesme saglanmasina ragmen sonuglar

arasinda uzlagsma olugsmadigi i¢in bu sus kiiltiir koleksiyonuna dahil

edilmemistir.
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HUF16M3A11002 susu ilk dizi analizi Metschnikowia pulcherrima ile %97,68
oraninda eslesme gostermis olup ikinci analizde birden fazla Metschnikowia tiirii
ile yiiksek oranda eslesme tespit edildiginden, tiir diizeyinde net bir tanimlama
yapilamadigi i¢in kiiltlir koleksiyonuna dahil edilmemistir.

HUF17M3F21127 susu ise ilk dizi analizi sonucu %100 M. pulcherrima, ikinci
sonu¢ %99.82 P. carsonii olarak elde edilmesine ragmen daha dnceki
calismadaki [103] MALDI-TOF MS sonucuyla uzlasma olustugu icin ikinci
sonug kabul edilerek kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmistir.

HUF17M3G31152 susu ilk dizi analizinde %99.84 P. carsonii, ikincisinde ise
PCR iiriinii elde edilemediginden kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmemistir.
HUF17M3C31064 susu, elde edilen BLAST sonucu, clde edilen verilerle
konsensiis olusturmadigi i¢in kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmemistir.

Coklu yiiksek benzerlikli eslesme gosteren HUF18M3C21010 ve 17M3D32002
kodlu suslar Naganishia albida ile N. uzbekistanensis gibi yakin tiirlerle %99—
100 oraniyla eslesmistir. Bu durum, ITS bolgesindeki intragenomik varyasyon
veya sinirh referans veri eksikliginden kaynaklanabilir. Buna bagh olarak, ilk
kez yapilan tiir tayininde tekil gen bolgelerine yonelik BLAST skorlarina bagl
kalmak yeterli olmayabilir; bu durumda D1/D2 (LSU), TEF1a, RPB1 gibi ek
marker’lar ve gerekiyorsa filogenetik analizler tercih edilebilir [62] .

Diisiik benzerlik oran1 gosteren HUF16M3H11104, HUF17M3F21128 ve
HUF16M3A11033 kodlu suslar ITS bazinda tiir tanimlama esik degerinin
(%98-99) altindadir. Genel kabul, tiir ayrimi i¢in ITS dizilim benzerliginin

> %99 veya bazi calismalarda > %98,5 olmas1 gerektigi yontindedir [126].
Diistik benzerlik oranina ragmen morfolojik verilerin uyum gostermesi
nedeniyle kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmistir.

Bazi1 suglarda dizi analizinde sonug¢ alinmamis olmasi (11/56 sus= %19,64) ise
calismanin teknik sinirlamalarini ortaya koymaktadir. PCR verimi diistikliigi,
diisiik kaliteli DNA izolasyonu veya saflastirma asamasindaki hatalar dizi
kalitesini etkileyebilir [169].

Bu suslar arasinda yer alan HUF16M2K 10011 kodlu sus i¢in laboratuvarda
devam eden 5230066 nolu Aycicek Endiistrisi Yan Uriinlerinden Siirdiiriilebilir
Mikrobiyel Yag Uretimi baslikli 1505 TUBITAK-TEYDEB projesinde

gergeklestirilen biyokimyasal test sonuglari, sozlii goriisme yoluyla temin
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edilmistir.Gliserol ve zeytinyagi igeren sentetik besiyerlerinde gelisimine bagh
bulgular dogrultusunda s6z konusu susun Yarrowia lipolytica oldugu teyit

edilmis ve bu nedenle kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmistir.

Incelenen 56 sus arasinda ITS analizi sonucu > %99 eslesmeyle yiiksek giivenli tekil
tanimlama kategorisinde degerlendirilen ve kiiltiir koleksiyonuna dahil edilen 10 sus
(%17,9) “nadir tiir” olarak tanimlanan taksonlara aittir. Bu bulgu; HUFCC’nin

S. cerevisiae ve M. pulcherrima disindaki, 6zellikle biyoteknolojik agidan potansiyel
tastyan Priceomyces carsonii, Naganishia uzbekistanensis, Wickerhamomyces
anomalus, Hanseniaspora uvarum ve Solicoccozyma aeria tlrlerini igerdigini
gostermektedir. Literatlirde ¢aligmada tanimlanan Saccharomyces olmayan
mikroorganizmalarin, fermentasyon c¢esitliligi ve aroma profili iyilestirici etkileriyle 6ne
ciktig1 bildirilmistir. Ornegin W. anomalus; yiiksek antimikrobiyal aktivite, meyvemsi
ester iiretimi ve dogal fermantasyon siire¢lerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
iistlenir. Ayrica Priceomyces, Naganishia gibi mayalarin endiistriyel ve ¢evresel
izolatlardan sikca bildirildigi ve potansiyel fonksiyonel 6zellik tasidig1 ¢aligmalarda
vurgulanmistir [62, 173-175].

Sonug olarak, dnceki caligmalarda [103] LSU dizileri NCBI veri tabanina kaydedilmis
olan 19 Saccharomyces cerevisiae susu ile bu calismada dizi analizi sonucunda yiiksek
giivenli tekil tanimlama kategorisine giren 30 sus arasindan 27, dogrulayici yeniden
sekanslama ile onayli kategorisine giren 9 sus, diigiikk glivenli tanimlama kategorisine
giren fakat morfolojik verilerle uzlasma olusan 3 sus ve biyokimyasal testler ile
tanimlanan Yarrowia lipolytica olmak iizere toplam 59 maya susu HUFCC’ye dahil
edilmistir. Bu suglar arasinda 38 adet S. cerevisiae yer almakta olup, 6nceki caligmalarda
HRM analizi ile tayin edilen HUF16M3H11104 ve HUF22B1C0001 kodlu suslar S.
cerevisiae var. boulardii olarak belirlenmistir [104, 176]. Koleksiyonda ayrica
Metschnikowia pulcherrima tiirline ait 8, Naganishia uzbekistanensis ve Priceomyces
carsonii tiirlerine ait 3, Wickerhamomyces anomalus tlriine ait 2 ve Hanseniaspora

uvarum ile Solicoccozyma aeria tiirlerine ait ayri ayr1 1 adet sus bulunmaktadir.
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4.3.2.2. Bakteri Suslar1 BLAST Analizi Sonuclari

Cift yonli PCR amplifikasyonu, 27F ve 1492R primer ¢iftleri kullanilarak
gerceklestirilmis; elde edilen yiiksek kaliteli dizi verileri, NCBI BLAST ‘Nucleotide’

arac1 ile veri tabaninda eslestirmesi yapilmistir. Baz1 suslar icin rastgele 6rnekleme

yontemi ile dizi analizi tekrar gerceklestirilmistir [171].

Bu analizler sonucunda

caligmada kullanilan bakteri suslarinin tanimlama verileri Cizelge 4.5.’te sunulmustur.

Bakteri suslarina ait dizi verileri EK 1.4.’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Bakteri suslarinin 16S rRNA BLAST Sonuglar1

BLAST
Say1 Sus Kodu (HUF) Bilinen Tanimlama BLAST Sonucu Tiir Sonucu
Sonucu Tanimlamasi Tanimlama
Yiizdesi*
1 19ZN1R1001 Limosilactobacillus Limosilactobacillus 9% 99 93
fermentum fermentum
Lactobacillus
. acidophilus/
2 | 19ZNIR1002 Lactobacillus Lactobacillus %99.93
delbruecki .
gallinarum/
Lactobacillus helveticus
3 187N4R 1011 Lactlcaselbac.lllus Lactzcasezbac_lllus %100
paracasei paracasei
4 187N5R1018 Pediococcus Pediococcus %99 90
pentosaceus pentosaceus
5 19ZN1M1001 Lactococcus lactis ND ND
6 | 19ZN2M1012 Streptococcus ND ND
thermophilus
7 19ZN2M1013 Lactococcus lactis ND ND
8 19ZN4M1027 Lactococcus lactis ND ND
9 19ZN6M1035 Lactococcus lactis ND ND
10 19ZN7M1043 Lactococcus lactis ND ND
11 19ZN10M1058 Lactococcus lactis Lactococcus lactis % 100
12 | 19ZN7M1039 Streptococcus ND ND
thermophilus
13 | 18ZN5R2031 Lactobacillus ND ND
crispatus
14 18ZN1M1002 Lactococcus lactis ND ND
15 | 22BDT2034 Streptococcus ND ND
thermophilus
16 197N1R1013 Lacticaseibacillus Lacticaseibacillus %100
rhamnosus rhamnosus
17 18ZN2R 1004 Levzlactobg i Levilactobacillus brevis %100
brevis
Lactobacillus Lactobacillus
18 19ZN3R1008 delbruecki gallinarum/ % 99.93
Lactobacillus helveticus
19 | 18ZN9R2019 Lactobacillus ND ND
delbruecki
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Lactobacillus

20 | 18ZN3R2029 Lactobacillus gallinarum/Lactobacillus | % 99.93

delbruecki .

helveticus

21 | 19ZN3R1010 Lactobacillus ND ND

delbruecki

Lactobacill Lactobacillus

22 | 19ZN5R1017 dctobactiius gallinarum/ % 100

delbruecki . .

Lactobacillus helveticus
23 24N4K4001 - Enterococcus feacalis %100
24 24N4K4002 - Enterococcus feacalis %100
25 24N4K4003 - Enterococcus feacalis % 99.9
26 24N4K4004 - Enterococcus feacalis %100
27 24N4K4005 - Enterococcus feacalis %100
28 24N4K4006 - Enterococcus feacalis %100
o
29 24ZN7M4007 - Enterococcus feacalis ;’ }88
(1]
. %99.7
30 24N4K4008 - Enterococcus feacalis 9% 99.93
31 24N4K4009 - Enterococcus feacalis %99.71
. %99.91

32 24N4K4011 - Enterococcus feacalis 9% 100
33 24N4K4012 - Enterococcus feacalis %99.90
34 24N4K4013 - Enterococcus feacalis %100
35 24N41K4014 - Enterococcus faecium %100
36 24N4K4015 - Enterococcus faecium %100
37 24N4K4016 - Enterococcus faecium %100

* ND: Sonug almamamustir. ; *Bazi suslar i¢in rastgele 6rnekleme yontemi ile dizi analizi iki kez

gerceklestirilmis ve elde edilen her iki sonug alt alta gosterilmistir.

Cizelge 4.5.’te verilen 16S rRNA bolgesi BLAST sonuglariin istatistik ozeti igin

yorumlama kriterleri ve istatistik degerleri Cizelge 4.6.’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Cizelge 4.5’te verilen BLAST sonuglarini yorumlama kriterleri ve ve sayisal

verileri
Kategori Tanim Adet (%)
Yiiksek Giivenli Dizi eslesmesinde, %99 ve lizeri kimlik oranina
sahip, tek tiirle eslesen ve tiir diizeyinde net 18 sus (% 48,65)

Tekil Tanimlama

tanimlama saglayan sonuglardir.

Dogrulayici Yeniden
Sekanslama ile

Rastgele secilen 6rneklerde, ilk tanimlamalarin
dogrulugunu kontrol etmek amaciyla yapilan

)
yeniden sekanslama sonucunda elde edilen 3 sug (%8,11)

Onayls eslesmelerdir.
BLAST analizinde %99 ve tizeri kimlik orani ile
Yiksek Kimlikli birden fazla tiirle eslesme goriilen, bu nedenle 4 sus (%10.81)
Coklu Hit / Belirsiz kesin tiir diizeyinde tanimlama yapilamayan ’
durumlardir.
Dizi verisi elde edilmesine ragmen BLAST
Veri yok analizinde gegerli bir eslesme sonucu 12 sus (%32.43)

alinamayan, yani tanimlama yapilamayan
ornekleri ifade eder.

Yiiksek Giivenli Tekil Tanimlama kategorisine giren 18 sus (% 48,65) Cizelge
4.5’te verildigi sekilde dizi analizi sonucunda tiir diizeyinde tanimlamasi
yapilmustir. Daha 6nce tanimlamasi yapilmayan ama dizi analizinde tanimlanan
HUF24N4K4001, HUF24N4K4002, HUF24N4K4003, HUF24N4K4004,
HUF24N4K4005, HUF24N4K4006, HUF24N4K4009, HUF24N4K4012 ve
HUF24N4K4013 kodlu suslar Enterococcus feacalis olarak, HUF24N41K4014,
HUF24N4K4015, HUF24N4K4016 kodlu suslar ise Enterococcus feacium olarak
tammmlanmistir.  HUF19ZN1R1001, HUF18ZN4R1011, HUFI18ZN5R1018,
HUF19ZN10M1058 HUF19ZN1R1013 ve HUF18ZN2R1004 kodlu suslar da
dizi analizi sonucu daha oOnceki ¢alismalarda [105] tanimlandigi sekilde
tanimlanmistir. Bu giliven diizeyi, 16S rRNA tiir tanimlamalarinda siklikla
Onerilen >%99-99,5 smirlartyla uyumludur. Bu sonuglar hem deneyler arasi
tutarliligt hem de koleksiyon standardi agisindan giiclii bir referans teskil
etmektedir [177].

Dogrulayict yeniden sekanslama ile onayli kategorisine giren (%S8,11) ,
HUF24ZN7M4007, HUF24N4K4008, HUF24N4K4011 kodlu  suslar

Enterococcus feacalis olarak tanimlanmstir.
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e Dizi analizi sonuglarina goére HUFI9ZNIR1002, HUFI9ZN3R1008,
HUF18ZN3R2029 ve HUF19ZN5R1017 kodlu suslar yiiksek kimlikli ¢oklu hit
kategorisinde yer alarak %99’un iistiinde benzerlikle birden fazla tiirle eslesmistir.
Bu durum Lactobacillus cinsi igindeki yakin tiirler arasindaki 16S rDNA
benzerligi veya referans veri eksikliginden kaynaklanabilir. Bu baglamda
literatiir, tiir-6zgii ya da multiplex PCR gibi hedef-se¢ici yaklagimlarin dogrulama
amaciyla kullanilmasi onerilir [178]. Bu suslar arasinda yer alan
HUF18ZN3R2029 kodlu sus i¢in laboratuvarda devam eden FUK-2024-21391
kodlu Mikrobiyel Fermantasyon Yolu ile Multifonksiyonel Biyoaktif Peptit
Ekstrakti Eldesi baslikli Hacettepe Universitesi BAP destekli katiliml1 arastirma
projesinde gerceklestirilen tiir spesifik qPCR sonuglari, sozlii goriisme yoluyla
temin edilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda s6z konusu susun
Lactobacillus helveticus oldugu teyit edilmis ve bu nedenle kiiltiir koleksiyonuna
dahil edilmistir, tiir adi1 netlestigi i¢in yeni kodlamast HUF24ZN3R2030 olarak
belirlenmistir.

e Toplamda 12 susun dizi analizinde sonu¢ alinmamis olmast (%32,43) teknik
sinirlamalar ortaya koymaktadir: PCR verimi diisiikliigii, diisiik kaliteli DNA
izolasyonu veya saflagtirma asamasindaki hatalar dizi kalitesini etkileyebilir
[169].

e Bu suslarin disinda 12.02.2025 tarihinde liyofilize formda temin edilen ST-
BODY-1 kodlu Streptococcus thermophilus, LB-12 kodlu Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, nu-trish® LA-5® kodlu Lactobacillus acidophilus
ve HNO19 kodlu Bifidobacterium animalis subsp. lactis suslar1 dizi analizine tabii
tutulmay1p referans sus olarak kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmistir.

e Ozetlemek gerekirse yukarida belirtilen referans suslarin yaninda birer susla
temsil edilen Limosilactobacillus fermentum, Lacticaseibacillus paracasei,
Levilactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus ve Lactococcus lactis ve
Lacticaseibacillus rhamnosus LGG ve Lactobacillus helveticus ii¢ susla temsil
edilen Enterococcus feacium ve on iki susla temsil edilen Enterococcus feacalis

suslar1 olmak iizere 26 bakteri susu  HUFCC’ye dahil edilmistir.

Daha o6nceki ¢aligmalarda [104] NCBI’a LSU dizileri kaydedilen ve HUFCC’de yer alan

22 Saccharomyces cerevisiae haricinde bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen BLAST
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tarama sonuglarinin degerlendirilmesiyle HUFCC’de yer alacak toplamda 34 maya ve 21
bakteri susuna ait dizi verileri, 30.06.2025 tarihinde NCBI GenBank veri tabanina
basartyla kaydedilmistir ve 30.06.2025 tarihinde veri tabaninda suslara ait veriler
yaymlanmistir. Yayinlanan maya suslar1 Cizelge 4.7.’de ve LAB bakteri suslar1 Cizelge
4.8’de verilmistir. Bu kayit siireci, asagidaki kalite ve dogruluk kriterlerine gore
yuriitilmustiir:
= BLAST tanimlama yiizdesi > %99 olacak sekilde, tiir diizeyinde yiiksek
giivenilirlik saglayan diziler secilmistir. %98 ve altindaki eslesmeler, tiir

diizeyinde yeterli dogruluk saglamadig: gerekgesiyle hari¢ tutulmustur.

= Tekil ve 0zgiil eslesme sart1 aranmistir. Diziler yalnizca tek bir tiir ile anlaml
(viiksek skorlu ve diisiik E-degerli) eslesme gostermelidir. Birden fazla tiirle

esdeger skor paylasan, taksonomik olarak belirsizlik iceren diziler elenmistir.
= Sekans kalitesi agisindan uygunluk degerlendirilmistir, homopolimer bolgeler (or.
uzun "T" veya "A" tekrarlar) igeren, 6rnek dizi asagida verilmistir:

C“GGAGTTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGT
CGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGA
TAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACGAATGTTGNCTTA”

Cizelge 4.7. NCBI veri tabanina kaydedilen maya suslar1 ve erisim numaralari1 (n=54)

No. Sl(lls_llég()iu Erlslzrl;ggllr;aram Bolge/ Kayit Tarihi
1 16M1C0002* PV819403 ITS/ 30.06.2025
2 16M1C0003* PV819404 ITS/ 30.06.2025
3 16M1C0004 PV819393 ITS/ 30.06.2025
4 16M2K 10003 PV819402 ITS/ 30.06.2025
5 16M2K 10009 PV819423 ITS/ 30.06.2025
6 16M2K 10010 PV819424 ITS/ 30.06.2025
7 16M3A12012 PV819426 ITS/ 30.06.2025
8 16M3B11016 PV819410 ITS/30.06.2025
9 16M3B11020 PV819411 ITS/30.06.2025
10 16M3B11023 PV819412 ITS/30.06.2025
11 16M3C11034 PV819413 ITS/30.06.2025
12 16M3D11049 PV819399 ITS/30.06.2025
13 16M3D11052 PV819400 ITS/30.06.2025
14 16M3G11089 PV819414 ITS/30.06.2025
15 17M3C21050 PV819420 ITS/30.06.2025
16 17M3D31087 PV819419 ITS/30.06.2025
17 17M3E21110 PV819417 ITS/30.06.2025
18 17M3E21115 PV819422 ITS/30.06.2025
19 17M3E22117 PV819416 ITS/ 30.06.2025
20 17M3F21127 PV819421 ITS/ 30.06.2025
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819404
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819402
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819423
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819411
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819412
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819413
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819414
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819420
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819417
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819416
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819421

21 17M3F31139 PV819425 ITS/30.06.2025
22 17M3F31135 PV819407 ITS/30.06.2025
23 17M3F32141 PV819408 ITS/30.06.2025
24 17M3H21175 PV819409 ITS/30.06.2025
25 17M3H21200 PV819401 ITS/30.06.2025
26 17M3H21212 PV819415 ITS/30.06.2025
27 17M3H22218 PV819418 ITS/30.06.2025
28 18M3C21001 PV819394 ITS/30.06.2025
29 18M3D21001 PV819396 ITS/30.06.2025
30 18M3F21012 PV819405 ITS/30.06.2025
31 18M3J21008 PV819406 ITS/ 30.06.2025
32 18M3K21007 PV819395 ITS/30.06.2025
33 18M3L21008 PV819397 ITS/ 30.06.2025
34 22B1C0001 PV819398 ITS/30.06.2025
35 16M1C0001 0Q876785 LSU/02.05.2023
36 16M1C0002* 00876808 LSU/ 02.05.2023
37 16M1C0003* 00912898 LSU/ 07.05.2023
38 16M3H11104 00876794 LSU/ 02.05.2023
39 16M2K10004 00912899 LSU/07.05.2023
40 16M2K 10006 00876786 LSU/ 02.05.2023
41 16M2K 10007 00Q876787 LSU/ 02.05.2023
42 16M3B11017 00876788 LSU/ 02.05.2023
43 16M3C11032 00876790 LSU/ 02.05.2023
44 16M3C11033 00876791 LSU/ 02.05.2023
45 16M3G11088 00876792 LSU/02.05.2023
46 16M3H11101 00876793 LSU/02.05.2023
47 17M3C31063 00876795 LSU/02.05.2023
48 17M3C31065 00876796 LSU/02.05.2023
49 17M3C31066 00876797 LSU/02.05.2023
50 17M3D31086 00876798 LSU/02.05.2023
51 17M3D31088 00876799 LSU/02.05.2023
52 17TM3E21112 00876801 LSU/02.05.2023
53 17M3E21113 00876802 LSU/02.05.2023
54 17M3F21122 00876804 LSU/02.05.2023
55 17M3F21134 00876806 LSU/ 02.05.2023
56 17M3F31136 00876807 LSU/ 02.05.2023

*Belirtilen suslar bu ¢alismada kontrol suslart oldugu i¢in iki farkl tarihte farkli bolgelere ait

dizileri NCBI’a kaydedilmistir.

Cizelge 4.7.’de LSU bolgesine ait ve 02.05.2023 ile 07.05.2023 tarihlerinde NCBI’ye
kaydedilen diziler, 6nceki ¢caligmalardan [104] aktarilmistir. Bu dizilerin BLAST kimlik
oranlart %50-%90 araliginda olmakla birlikte, ilgili suslara ait diger fenotipik ve
genomik verilerle biitiinciil degerlendirme sonucunda tutarlilik gosterdigi i¢in giivenilir
kabul edilmistir. ITS bolgesine ait veriler bu ¢alisma kapsaminda elde edilmistir. Cizelge
4.7.’de yer alan 54 susun disinda, NCBI kayit kriterlerine uymayan 4 Saccharomyces
cerevisiae susu ve ITS bolgesine ait dizi elde edilemeyen 1 Yarrowia lipolytica susu da
kiiltiir koleksiyonunda yer almaktadir. Boylece koleksiyonda toplam 59 maya susu

bulunmaktadir.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819407
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819408
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819401
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819396
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819406
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819395
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819398
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876785
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ912898
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ912899
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876788
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876791
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876792
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876793
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876795
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876796
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876797
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876799
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ876807

Cizelge 4.8. NCBI veri tabanina kaydedilen bakteri suslar1 ve erisim numaralar1 (n=21)

No Sus Kodu Erisim Numarasi Bolge/ Kayit Tarihi
(HUF) (NCBI)
1 18ZN4R1011 PV819455 16S rRNA /30.06.2025
2 18ZN5R1018 PV819456 16S rRNA /30.06.2025
3 19ZN1R1001 PV819457 16S rRNA /30.06.2025
4 19ZN10M1058 PV819458 16S rRNA /30.06.2025
5 19ZN1R1013 PV819459 16S rRNA /30.06.2025
6 18ZN2R 1004 PV819460 16S rRNA /30.06.2025
7 24N4K4001 PV819461 16S rRNA /30.06.2025
8 24N4K4002 PV819462 16S rRNA /30.06.2025
9 24N4K4003 PV819463 16S rRNA /30.06.2025
10 24N4K4004 PV819464 16S rRNA /30.06.2025
11 24N4K4005 PV819465 16S rRNA /30.06.2025
12 24N4K4006 PV819466 16S rRNA /30.06.2025
13 247ZN7M4007 PV819467 16S rRNA /30.06.2025
14 24N4K4008 PV819468 16S rRNA /30.06.2025
15 24N4K4009 PV819469 16S rRNA /30.06.2025
16 24N4K4011 PV819470 16S rRNA /30.06.2025
17 24N4K4012 PV819471 16S rRNA /30.06.2025
18 24N4K4013 PV819472 16S rRNA /30.06.2025
19 24N4K4014 PV819473 16S rRNA /30.06.2025
20 24N4K4015 PV819474 16S rRNA /30.06.2025
21 24N4K4016 PV819475 16S rRNA /30.06.2025

Cizelge 4.8’de yer alan, NCBI’ye 16S rRNA dizisi kayith 21 laktik asit bakterisi susuna
ek olarak, tiir-spesifik qPCR analizi ile Lactobacillus helveticus oldugu belirlenen
HUF24ZN3R2030 kodlu sus ve 12.02.2025 tarihinde temin edilen dort referans susu ile

kiiltiir koleksiyonunda toplam 26 bakteri susu bulunmaktadir.

4.3.3. Filogenetik Agaclarin Olusturulmasi

Bu béliimde, HUFCC kiiltiir koleksiyonuna dahil edilen ve NCBI veri tabanina kaydi
yapilmis toplam 34 maya ve 21 bakteri susuna ait dizi verileri kullanilarak gerceklestirilen
filogenetik analizlere yer verilmistir. Amagc, ilgili mikroorganizmalarin filogenetik
konumlarini belirlemek ve tiir diizeyindeki ¢esitliligi evrimsel baglamda gorsel olarak
sunmaktir. Bu kapsamda ayn tiir icerisindeki genetik yakinliklar1 yansitan filogenetik
agaclar olusturulmus ve ardindan maya ve bakteri tiirlerinin taksonomik

degerlendirmesine yer verilmistir [74, 128, 179, 180].

106


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819457
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819458
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819459
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819460
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819461
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819462
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819464
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819466
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819470
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819472
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819473
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819474
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV819475

a) Maya Suglar1 ITS Gen Boélgesi i¢in Olusturulan Filogenetik Agag

Bu calismada, HUFCC’de yer alan ve 30.06.2025 tarihinde NCBI’ya kaydedilen 34 maya
susu ile tiir diizeyinde koklendirme amaciyla NCBI veritabanindan segilen referans
suslar; koklendirme i¢in ise Candida albicans CBS 562 ve Debaryomyces hansenii JCM
1990 dis grup olarak kullanilmistir. Filogenetik analiz, MEGA11°de Kimura 2 Parametre
(K2P) modeli ve Neighbor-Joining yontemiyle 1000 bootstrap tekrart kullanilarak
gerceklestirilmis, aga¢ iTOL’da radyal filogram olarak gorsellestirilmistir [51] ve Sekil
4.5.’te verilmistir. Agacta tiirler aras1 evrimsel yakinliklarin gosterimi dal uzunluklar1 ve
destek degerleriyle birlikte verilmistir. Dal uzunluklar1 ve bootstrap degerleriyle ilgili

ham veriler EK.1.5’te verilmistir.
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Sekil 4.5. HUFCC’de yer alan NCBI’a kayitli maya suslarinin ITS gen bélgesi icin

filogenetik aga¢ olusumu ve tiir bazinda renk kodlamalar1 [51, 181]
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Saccharomyces cerevisiae suslari, filogenetik agacta 16 susla temsil edilmekte olup
referans diziyle yiiksek kok bootstrap degerine (0.99) sahiptir. Tiir i¢i bootstrap araligi
0.09-0.99 arasinda degismekte olup bu da bazi i¢ dallarda diisiik destek olustugunu
gostermektedir. Ancak ortalama dal uzunlugunun 0.0024 gibi ¢ok diisiik bir degerde
olmasi diziler aras1 genetik mesafenin az oldugunu dislindiirmektedir. Genel olarak

koleksiyon i¢i genetik yap1 olduk¢a homojendir.

Metschnikowia pulcherrima suslari, orta diizeyde tiir i¢i ¢esitlilik gostermektedir
(bootstrap araligr 0.37-0.86). Kok bootstrap degeri 0.86, dal uzunlugu ise ortalama
0.0040’t1ir. Bu degerler, 6zellikle pigment {iretimi ve biyokontrol potansiyeli bakimindan
farkl1 alt hatlara sahip olabilecegini ve bu yonleriyle koleksiyonun fonksiyonel zenginlik

tagidigini gostermektedir.

Priceomyces carsonii suglar1 olduk¢a homojen bir yap1 sergilemektedir. 3 sus arasinda
yiiksek i¢ bootstrap (0.66-1.00) ve c¢ok kisa ortalama dal uzunlugu (0.0014)

gozlemlenmistir. Bu durum, suslarin neredeyse klonal yapida oldugunu gostermektedir.

Naganishia uzbekistanensis tirt, 3 susla temsil edilmistir. Bootstrap degerleri 0.50—1.00
arasinda degismektedir ve kok diigiim 1.00 desteklidir. Ortalama dal uzunlugu 0.0023
seviyesindedir. Ancak bazi i¢ diigiimlerdeki diisiik destek, bu cinsin ITS bolgesindeki

farkliliklardan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Wickerhamomyces anomalus, iki susla temsil edilmistir ve yiiksek kok destegi (1.00) ile
tek i¢ diiglimde 0.72 bootstrap gézlemlenmistir. Ancak ortalama dal uzunlugu 0.0128 ile
veri setinin en yiiksegidir. Bu durum, tiir i¢i derin ayrimlarin veya olasi alt ¢izgilerin

varligina isaret etmektedir.

Hanseniaspora uvarum, koleksiyonda yalnizca bir susla temsil edilmistir. Kok bootstrap
degeri 1.00, dal uzunlugu ise 0.0058 olarak hesaplanmigtir. Tek 6rnek olmasi nedeniyle
tiir ici ¢esitlilik yorumu yapilamamakla birlikte, referansla tam uyum gostermesi bu susun

aroma profili arastirmalar1 i¢in glivenilir bir model sus olabilecegini diisiindiirmektedir.

Solicoccozyma aeria tiirii de tek susla temsil edilmektedir. Kok bootstrap degeri 1.00 ve
dal uzunlugu 0.0056’dir. Tiir i¢i polimorfizm yorumu yapilamamakla birlikte, bu susun

potansiyel yeni enzim veya metabolit kaynagi olarak degerlendirilmesi miimkiindiir.
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Koleksiyonda bulunan Saccharomyces cerevisiae ve Priceomyces carsonii suglari, tiir i¢i
yiiksek genetik benzerlikleriyle dikkat cekmektedir. Ozellikle kisa dal uzunluklar1 ve
yiiksek destek degerleri, bu tiirlerin koleksiyon igerisinde homojen filogenetik yapilar
olusturdugunu ve standardize edilmis uygulamalarda Ongoriilebilir performans

sergileyebilecegini gostermektedir [128, 179].

Metschnikowia pulcherrima ve Wickerhamomyces anomalus gibi tiirler, tiir i¢i genetik
ayrismay1 yansitan dal uzunluklariyla, koleksiyon igerisinde farkli fonksiyonel alt
gruplarin varligina isaret etmektedir. Bu durum, 6zellikle biyokontrol, pigment tiretimi
ve endiistriyel karakterizasyon gibi uygulama alanlarinda koleksiyonun stratejik degerini

artirmaktadir.

Sinirh sayida sugla temsil edilen Naganishia uzbekistanensis, Hanseniaspora uvarum ve
Solicoccozyma aeria, filogenetik olarak referans dizileriyle yiiksek diizeyde uyum
gostermektedir. Bu tiirlerin sahip olduklar 6zel fenotipik ve genetik nitelikler sayesinde
potansiyel model mikroorganizmalar olarak degerlendirilebilecegi ve koleksiyonun

biyolojik ¢esitliligine anlamli katki sagladigi diisiiniilmektedir.

Toplam 34 maya susundan 30’u Ascomycota subesinde, 4’1i Basidiomycota subesinde
siniflanir; Basidiomycota iiyeleri arasinda Solicoccozyma aeria ve Naganishia
uzbekistanensis bulunur. Ascomycota subesini 16 susla temsil eden Saccharomyces
cerevisiae Saccharomycetales; 8 susla temsil eden Metschnikowia pulcherrima ve 3 susla
temsil eden Priceomyces carsonii tiri Serinales; 2 susla temsil eden Wickerhamomyces
anomalus tirli Phaffomycetales ve tek susla temsil eden Hanseniaspora uvarum susu
Saccharomycodales takiminda yer almaktadir. Basidiomycota subesini 3 susla temsil
eden Naganishia uzbekistanensis ve tek susla temsil eden Solicoccozyma aeria
Filobasidiales takiminda yer almaktadir [74]. Taksonomik smiflandirmanin detaylari
Cizelge 2.4’te verilmistir. Sonug olarak, HUFCC’de yer alan ve NCBI’a kaydedilmis 34

maya susu, tiirler arast literatiirle ve taksonomiyle uyumlu sonuglar vermistir.
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b) Bakteri Suglar1 16S rRNA Gen Boélgesi i¢in Olusturulan Filogenetik Agag

Bu ¢alismada, HUFCC koleksiyonunda yer alan 21 LAB bakteri susu ve tiir diizeyinde
siniflandirmay1 desteklemek amaciyla NCBI GenBank veritabanindan segilen referans
suslara ait 16S rRNA gen dizileri kullanilarak filogenetik analiz gerceklestirilmistir.
Koklendirme amaciyla dis grup olarak Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve
Streptococcus thermophilus ATCC 19258 susu belirlenmistir. Tiim diziler hizalama
sonrast TrimAlI ile kirpilarak diisiik kaliteli ve bosluk iceren bolgeler elenmis, analizler
MEGAI11 yaziliminda Kimura 2-parametre (K2P) modeline dayali Neighbor-Joining
(NJ) yontemiyle ve 1000 bootstrap tekrariyla yapilmistir. Elde edilen filogenetik agag
1TOL platformu tlizerinden [51] radyal filogram formatinda gorsellestirilmis olup, Sekil
4.6’da sunulmustur. Dal uzunluklari ve bootstrap degerleriyle ilgili ham veriler EK1.6’da

verilmistir.
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Sekil 4.6. HUFCC’de yer alan bakteri suslarinin 16S RNA gen bdlgesi i¢in filogenetik

aga¢ olusumu ve tiir bazinda renk kodlamalar [51, 181]
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Lacticaseibacillus paracasei, tek susla temsil edilmekte olup dal uzunlugu sifirdir.
Referans dizilerle tam ortiismektedir. Tiir i¢i ¢esitlilik yorumu yapilamaz ancak

dogrulama basarilidir.

Lacticaseibacillus rhamnosus, koleksiyonda tek sugla temsil edilmistir. Dal uzunlugu
sifirdir ve referansla birebir Ortiismektedir. Genetik yap1 dogrulanmis, ¢esitlilik

yorumu yapilamamaistir.

Lactococcus lactis, bir susla temsil edilmektedir. Dal uzunlugu 0.0057 olup bu deger
oldukca ytiksektir. Filogenetik olarak referansla kiimelenmis olsa da onemli bir

genetik ayrim veya alt ¢izgiye isaret ettigi yorumu yapilabilir.

Levilactobacillus brevis, bir susla temsil edilmektedir. Dal uzunlugu 0.0017
seviyesindedir. Referansla ayn1 dalda kiimelenmis ancak kii¢iik bir evrimsel uzaklik
s6z konusudur. Bu susun farkli c¢evresel kosullara uyum saglamis bir varyant

olabilecegi degerlendirilmelidir.

Limosilactobacillus fermentum, koleksiyonda tek susla temsil edilmektedir. Dal
uzunlugu 0.0009 olup olduk¢a diisiiktiir. Referansla yiiksek uyumlu olarak

kiimelenmis, tiir dogrulamasi giivenilirdir.

Pediococcus pentosaceus, bir susla temsil edilmektedir dal uzunlugu 0.0073 olup, veri
setindeki en uzun degerlerden biridir. Bu durum referansla ayni tiire ait olsa da,
NCBI’dan secilen referans susa gore genetik olarak belirgin bir fark tasidigim

istatistiksel olarak gostermektedir.

Enterococcus faecalis, koleksiyonda 12 susla temsil edilmektedir. Kok bootstrap
degerleri yiiksek (genellikle >0.90) olup, tiir i¢i bootstrap aralig1 0.61-1.00 arasinda
degismektedir. Ortalama dal uzunlugu 0.00027 olup varyasyon diisiiktiir. Bu durum,
suslarin neredeyse klonal bir yap1 gosterdigini ve genetik olarak oldukca benzer

oldugunu ortaya koymaktadir.

113



Enterococcus faecium, 3 susla temsil edilmekte olup referansla yiiksek destekli
kiimelenme gostermistir. Ortalama dal uzunlugu 0.00004 gibi ¢ok diistik bir degerdir.

Sugslar aras1 genetik farklilik minimaldir ve yiiksek homojeniteye isaret etmektedir.

Analizlerde kullanilan diziler, HUFCC suslarina ait temizlenmis 16S rRNA bolgeleri ile
NCBI’dan alinan dogrulanmis referanslardan olugmaktadir. Dizi uzunlugu, hizalama
kalitesi ve diisiik bosluk orani, tiir diizeyinde karsilastirma icin yeterli veri saglamistir.
Enterococcus,  Lactobacillaceae ve Pediococcus gruplarinda yiiksek benzerlik
gbzlenmis, tek niikleotid farkliliklarina bagli olarak kisa dal uzunluklari olugmustur. 1000
bootstrap tekrari ile elde edilen destek degerleri i¢ diigiimlerde gilivenilirlik saglamistir.

Ancak, tek susgla temsil edilen tiirlerde ¢esitlilik yorumlar1 yapilamamuistir.

Filogenetik analiz sonuglari, HUFCC koleksiyonunun tiir diizeyinde dogru yapilandigini
ortaya koymaktadir. HUFCC suslari, referans dizileriyle tiir bazinda dogru sekilde
kiimelenmis; 6zellikle Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium suslart yiiksek
destek degerleriyle monofiletik gruplar olusturmustur. Benzer sekilde, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus fermentum ve Pediococcus pentosaceus suslar1 da referanslariyla
ayni kollarda yer alarak taksonomik dogrulugu desteklemistir. Lactococcus lactis
susunda gozlenen uzun dal uzunlugu ise potansiyel bir varyant veya sekans farkliligina
isaret etmektedir. Ozellikle ¢ok sayida sus iceren E. faecalis gibi tiirlerde diisiik
varyasyon, genetik homojenligi yansitirken; P. pentosaceus susunda tespit edilen uzun
dal, referanslara kiyasla genetik diizeyde belirgin bir ayrisma oldugunu gostermektedir.
Genel olarak klasik 16S rRNA barkodlama yontemi, koleksiyonun sistematik
biitiinliigiinii dogrulamis ve ileri biyoteknolojik uygulamalara uygunluk potansiyelini

ortaya koymustur.

Toplam 21 bakteriyel susun tamami1 Bacillota subesinde ve Bacilli sinifinda yer almakta
olup taksonomik olarak Lactobacillales takiminda siniflandirilmaktadir. Bu takim altinda
li¢ farkli aile ve yedi tiir temsil edilmektedir. Lactobacillaceae ailesi, koleksiyonda 5 susla
yer almakta olup Limosilactobacillus fermentum, Lacticaseibacillus rhamnosus,
Lacticaseibacillus paracasei, Levilactobacillus brevis ve Pediococcus pentosaceus
tiirlerini  igermektedir. Enterococcaceae ailesi 15 susla temsil edilmekte olup
Enterococcus  faecalis ve  Enterococcus  faecium  tiirlerini  kapsamaktadir.
Streptococcaceae ailesi ise koleksiyonda 1 susla yer almakta ve yalmzca Lactococcus

lactis tiirlinii igermektedir.
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Bu dagilim, HUFCC koleksiyonundaki bakteriyel cesitliligin tamaminin
Lactobacillales takimina ait oldugunu ve farkl aileler tizerinden hem sistematik hem
de fonksiyonel cesitlilik sundugunu gdstermektedir. Ilgili taksonomik siniflandirmaya

ait bilgiler Cizelge 2.5.’te verilmistir.

Sonug olarak, HUFCC’de yer alan 21 bakteriyel sus, referans dizilerle karsilastirmali
olarak yiiriitiilen filogenetik analiz sonucunda tiir diizeyinde taksonomiyle uyumlu bir

yap1 sergilemistir.
4.3.4. Genetik Polimorfizm Analizi

Bu boliimde, Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii FoodOmics
Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu'nda (HUFCC) yer alan maya ve bakteri suslarinin
tiir ici genetik cesitliliginin karakterizasyonu amaclanmustir. Ilk asamada, DNAsp
yazilimi kullanilarak her bir tiirlin dizileri {izerinden segregasyon siteleri (S), haplotip
sayis1 (H), haplotip cesitliligi (Hd), niikleotit ¢esitliligi (7) ve indel sayis1 gibi temel
genetik polimorfizm parametreleri hesaplanmistir. Bu nicel ¢iktilar, koleksiyondaki

tiirlerin varyasyon diizeylerine iligkin ilk degerlendirmeyi saglamistir.

Ikinci asamada, MEGA11 yazilimiyla olusturulan tiir diizeyinde tek niikletotid
polimorfizm (SNP) temelli genetik mesafe matrisi Python ortaminda 1s1 haritasi olarak
gorsellestirilmis ve boylece suslar arasindaki tiir i¢i benzerlik ve uzaklik diizeyleri

daha acik bigimde sunulmustur. Ilgili Python kodu EK 1.7°de verilmistir.

Bu calismada, Saccharomyces cerevisiae, Metschnikowia pulcherrima, Priceomyces
carsonii, Naganishia uzbekistanensis, Wickerhamomyces anomalus, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium tiirleri i¢in genetik polimorfizm analizi yliriitilmiistiir.
Oncelikle ilgili DNA dizileri MUSCLE algoritmasiyla hizalanmis, ardindan DnaSP
v5.10 kullanilarak gesitli polimorfizm parametreleri hesaplanmistir. Parametrelerle

ilgili kisa agiklamalar asagida verilmistir [64, 129]:
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Segregasyon siteleri (S), bir dizide birden fazla allel (niikleotit) goriilen konumlarin
toplam sayisin1 gosterir. Yiiksek S, o bdlgedeki nokta mutasyonlarinin (SNP) fazla

oldugunu, diisiik S ise polimorfizmin sinirl oldugunu isaret eder.

Haplotip sayis1 (H), incelenen tiim diziler arasinda essiz diziler (haplotipler) olarak
tanimlanan farkli dizi Oriintiilerinin sayisin1 belirtir. H ne kadar biiyiikse, bireyler

arasinda o kadar fazla benzersiz kombinasyon vardir.

Haplotip ¢esitliligi (Hd), rastgele secilen iki dizinin farkli bir haplotip tasima
olasiligin1 0—1 arasi bir degerde verir. Hd = 0 ise tiim diziler ayn1 haplotip; Hd =1 ise

her dizi farkli haplotipe sahip demektir.

Niikleotit ¢esitliligi (m), popiilasyondaki tiim ciftler arasindaki ortalama baz farki
oranimi dlger. Ornegin © = 0,02, dizilerin %2’si oraninda baz degisimi igerdigini

gosterir. Hem SNP hem de kiiciik indel’leri kapsayan genel ¢esitliligi yansitir.

Indel siteleri (toplam), dizi hizalamasinda gdzlenen ekleme/silme olaylarinin (indel)
toplam sayisimi belirtir. Bu yapisal farkliliklar, nokta mutasyonlarindan bagimsiz

olarak genetik ¢esitlilige katkida bulunur.

Ayrica, hizalanmis verilerden olusturulan SNP tabanli p-distance matrisi MEGA11°de
hesaplanmis ve Python ortaminda gorsellestirilmistir. DNAsp kullanilarak hesaplanan
genetik polimorfizm verileri Cizelge 4.9.’da verilmistir. Ardindan tiir bazinda analiz

sonuglar1 degerlendirilmistir [64, 129, 182].
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Cizelge 4.9. HUFCC’de yer alan maya ve bakteri suslarina ait genetik polimorfizm analizi sonuglar

) S. cerevisiae S. cerevisiae M. N. P. carsonii anona Tus E. faecalis E. faecium
Olgiit / Tiir L.SU (n=22) ITS(n= pulcherrima | uzbekistanensis | 1TS (n = ITS (n = 16S rRNA 16S rRNA
16) ITS (n=38) ITS (n=3) 3) 2) n=12) (n=3)
bizi ‘(llf;;ﬂ“g“ 1 040 843 380 630 640 622 1 060 1161
Segregasyon
siteler (S) 50 4 13 3 1 0 3 0
Haplotip sayis1
10 5 8 3 2 1 3 1
(H)
Haplotip
cesitlilii (Hd) 0,857 0,708 1,000 1,000 0,667 0 0,318 0
Nkleotit 0,079 0,022 0,016 0,003 0,001 0 0,001 0
cesitliligi (m)
Indel siteleri 87 0 166 6 82 37 0 0
(toplam)
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Daha oOnceki caligsmalarda [104] NCBI’a LSU dizileri kaydedilmis yirmi iki
Saccharomyces cerevisiae susunda, 1 040 baz ¢ifti uzunlugundaki D1/D2 bolgesinde
50 segregasyon pozisyonu (S = 50) tespit edilerek kaydadeger bir polimorfizm
gozlenmistir. Bu alandaki on farkli haplotip (H = 10) ve haplotip ¢esitliliginin Hd =
0,857 gibi yiiksek bir degere ulagsmasi, popiilasyondaki suslarin %85’e yakin oraninin
0zgiin haplotipler tasidigini; ayrica ortalama niikleotit ¢esitliliginin T = 0,07916 olarak
ol¢iilmesi, iki dizi arasindaki baz farkimin %7-8’e varabilecegini gostermektedir. Ote
yandan, 87 indel’in varligit D1/D2’nin hiper-degisken bolgelerinde veya hizalama
bosluklarinda ek genetik isaretler yaratarak bu ayrismayi daha da giiclendirdigi

sOylenebilir.

Saccharomyces cerevisiae'yve ait 843 bp uzunlugundaki ITS bolgesinde (n=16)
yalnizca dort segregasyon pozisyonu (S = 4) belirlenmistir. Ortalama niikleotit
cesitliligi m = 0,02174 olup bu iki rastgele dizi arasinda yaklasik %2,17 baz farki
oldugunu gostermektedir. Haplotip cesitliligi Hd = 0,708 diizeyindedir; bu da suslarin
yaklasik %71’inde farkli bir haplotip bulundugunu goéstermektedir. Bu bulgular,
caligmada kullanilan 6rnekler arasinda gorece sinirli bir genetik ¢esitlilik bulunduguna
isaret etmektedir. Ancak bu durum, ITS bdlgesinin S. cerevisiae iginde yiiksek
derecede korunmus bir bolge olmasiyla ve analiz edilen Orneklerin koken
ozellikleriyle iligkili olabilir. Ayrica indel go6zlenmemesi, bu bdlgenin
hizalanabilirliginin ve uzunluk kararliliginin yiliksek oldugunu gostermektedir. Bu
baglamda ITS verileri, tiir diizeyinde tanimlama i¢in uygun olmakla birlikte, tiir ici

detayli filogenetik yapilarin ¢oziimiinde sinirlt ayrim giiciine sahip olabilir.

Metschnikowia pulcherrima'ya ait 380 bp uzunlugundaki ITS bdlgesinde (n = 8)
toplam 13 segregasyon pozisyonu (S = 13) belirlenmistir; bu da yaklasik her 29 baz
cifti basina bir polimorfik konuma karsilik gelmektedir. Sekiz 6rnegin tamaminda
farkl1 haplotipler (H = 8) saptanmis ve haplotip c¢esitliligi Hd = 1,000 olarak
hesaplanmistir. Ortalama niikleotit ¢esitliligi m = 0,01578 olup, iki rastgele secilmis
sekans arasindaki baz farki yaklasik %1,58 diizeyindedir. Indel analizi sonucunda,
triallelic model (=3 allel) kullanildiginda higbir pozisyonda c¢ok allelli indel
saptanmamistir; bu da varyasyonlarin biiyiik oranda basit niikleotid degisikliklerinden
(SNP) kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Ote yandan, multiallelic model (>2 allel)
ile yapilan degerlendirmede 166 indel pozisyonu tespit edilmis ve bu pozisyonlardan

elde edilen sekiz farkli indel haplotipi ile yiiksek diizeyde yapisal cesitlilik
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(InDel Hd = 1,000) gozlenmistir. Bu sonuglar, ITS bolgesinde gézlemlenen genetik
cesitliligin hem niikleotid diizeyindeki SNP’lerden hem de yapisal diizeydeki indel
polimorfizminden kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Ozellikle yiiksek sayida indel
pozisyonu, ITS bdlgesinin ¢ok kopyali yapisal tekrar bolgeleri icerebilecegine ve
varyasyonun Onemli bir kisminin bu yapilardan kaynaklanabilecegine isaret
etmektedir. Ancak bu yorumlarin, sinirli 6rneklem blyiikligli (n=8) nedeniyle

kontrollii bir sekilde degerlendirilmesi gerektigi unutulmamalidir.

Naganishia uzbekistanensis suslarinin 630 bp’lik ITS bolgesinde (n=3) S=3,H=3
ve Hd = 1,000 bulunmustur. Ortalama niikleotit ¢esitliligi = = 0,00321 (%0,32) olup,
multiallelic modelde 6 indel pozisyonu (InDel Hd = 1,000) tespit edilmistir. Bu veriler,
her susun farkli bir ITS profiline sahip olabilecegini diisiindiirse de, sinirl1 6rnek sayisi

nedeniyle genelleme yapmak miimkiin gériinmemektedir.

Priceomyces carsonii suglarinin 640 bp uzunlugundaki ITS bolgesinde (n = 3) yalnizca
1 segregasyon pozisyonu (S = 1) belirlenmistir. Haplotip sayis1t H = 2 ve haplotip
cesitliligi Hd = 0,667 olup, suslarin yaklasik iigte ikisinde farkli haplotiplerin
bulundugunu gostermektedir. Ortalama niikleotit ¢esitliligi @ = 0,00078 (%0,08)
diizeyindedir. Ayrica 82 indel pozisyonu tespit edilmistir. Bu bulgular, P. carsonii
suslar1 arasinda siirli  diizeyde niikleotid degisiklikleri goriilse de, indel
varyasyonlariin tiir i¢i genetik ¢esitlilige katki sagladigimi gostermektedir. Ancak
diisiik segregasyon sayisi ve sinirl 6rnek biiyiikliigii, bu sonuglarin genellestirilmesini

kisitlamaktadir.

Wickerhamomyces anomalus’a ait 622 bp uzunlugundaki ITS dizisinde (n =2) S =0,
H=1, Hd =0 ve n = 0 olarak hesaplanmistir. Ancak 37 indel pozisyonu, bolgede sinirl
da olsa yapisal ¢esitlilik bulundugunu gostermektedir. Tek 6rnege dayali bu veriler
genellenemez ancak indel profilleri potansiyel popiilasyon i¢i ayrimlar igin
tamamlayici bilgi saglayabilir.

Enterococcus faecalis’e ait 1.060 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizilerinde (n = 12) S
=3, H =3 ve Hd = 0,318 ile sinirli bir haplotip ¢esitliligi saptanmistir. Ortalama
niikleotit cesitliligi © = 0,00078 olup, diziler arasinda ¢ok diisiik baz farki (%0,08’in
altinda) mevcuttur. indel tespit edilmemistir. Bu veriler, calismadaki E. faecalis suslari

arasinda 16S rRNA boélgesinin sinirl intraspesifik ayrim sundugunu gostermekte olup
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daha hassas filogenetik ¢ozlimlemeler i¢in ek lokuslara ihtiyag oldugunu

diistindiirmektedir.

Enterococcus faecium suglarina ait 1.161 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizilerinde (n
=3)S=0,H=1, Hd = 0 ve m = 0 olarak hesaplanmustir; indel varyasyonu da
saptanmamistir. Bu veriler, calismadaki suslarin 16S rRNA boélgesinde yiiksek
diizeyde benzerlik gosterdigini ve intraspesifik ayrim icin bu markirin simirh bilgi

sagladigin1 gostermektedir.
Tiir Diizeyinde SNP Temelli Genetik Uzaklik Analizleri ve Is1 Haritas1

Bu boliimde, HUFCC koleksiyonunda tiir diizeyinde temsil edilen suslara ait SNP
bazli genetik uzaklik analizleri sunulmustur. Her bir tiir icin MEGA11 yazilimi
kullanilarak c¢iftler aras1 p-mesafeleri hesaplanmis ve elde edilen veriler Python ile 1s1
haritas1 (heatmap) formatinda gorsellestirilmistir. Ornek Python kodu EK 1.7°de
verilmistir. Toplamda yedi farkli veri seti gorsellestirilmistir. Is1 haritalarinda, diisiik
p-mesafeleri koyu tonlarla (genetik yakinlik), yiiksek p-mesafeleri ise sicak tonlarla
(genetik uzaklik) gosterilerek, tiir i¢i genetik farkliliklar gorsel olarak yorumlanabilir
hale getirilmistir. Koleksiyonda yalnizca bir ya da iki susla temsil edilen tiirler bu

analize dahil edilmemistir [46, 181, 183].
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Saccharomyces cerevisiae (LSU bolgesi, n = 22)

Daha onceki caligmalarda tanimlanmis ve NCBI’a kaydedilmis [103, 104] 22 farkl
Saccharomyces cerevisiae susu arasinda LSU bolgesine dayalt SNP p-mesafe

degerleri gorsellestirilmistir. ilgili sekil Sekil 4.7.’de verilmistir.

16M3H11104
17M3F21134
r0.35
17M3F31136
17M3E21112

17M3D31086

r0.30

17M3C31066

16M2K10006

17M3C31065

16M2K10007

16M3B11017

16M1C0001

p-mesafe

16M1C0002

16M1C0003

16M3C11032

16M2K10004

16M3C11033

16M3G11088

16M3H11101

17M3C31063

17M3D31088

17M3E21113

17M3F21122

Sekil 4.7. Saccharomyces cerevisiae tiirline ait 22 susun LSU bdlgesi lizerinden
hesaplanan tiir ici SNP p-mesafeleri 1s1 haritas1 (Her bir hiicre, karsilastirilan iki sus

arasindaki niikleotid farklilik oranini (p-mesafe) temsil etmektedir).

Analiz sonucunda p-mesafelerin 0.00 ile 0.37 arasinda degistigi gozlemlenmistir. Bu
genis aralik, koleksiyon igerisindeki suslarin genetik olarak oldukga farklilasabildigini
ve belirgin bir tiir i¢i gesitlilik tasidigim gostermektedir. Ozellikle 16M3C11032,
16M2K 10004 ve 16M2K 10007 kodlu suslar, bir¢cok diger susla yiiksek p-mesafeleri
sergileyerek filogenetik olarak daha uzak bir konumda yer aldiklarimi ortaya

koymaktadir. Bu durum, s6z konusu suglarin ya farkli kdkenlerden geldigini ya da
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potansiyel olarak genomik varyasyon tasiyan alt gruplara ait olduklarim

diistindiirmektedir.

Buna karsilik, 17M3F21134 ile 17M3F31136, ya da 17M3E21112 ile 17M3E21113
gibi baz1 sus ciftleri, ¢ok diisilk p-mesafeleriyle (genellikle p < 0.05) birbirlerine
oldukca yakin bir genetik yap1 sergilemektedir. Bu durum, olasi1 klonal iligkiler veya

ayn1 kaynaktan tlireyen suslar olabileceklerini diisiindiirmektedir.

Genel olarak bu 1s1 haritasi, S. cerevisiae suslariin LSU bodlgesinde homojen bir
popiilasyon yapisina sahip olmadigini, aksine anlamli diizeyde intraspesifik varyasyon
barindirdigin1 gostermektedir. Bu da LSU boélgesinin, koleksiyon i¢i filogenetik
ayrimlarin belirlenmesinde yiiksek ¢oziiniirliiklii bir marker olarak etkili olabilecegini

ortaya koymaktadir.

Saccharomyces cerevisiae (ITS bolgesi, n = 16)

16M1C0004

18M3C21001

0.06

18M3K21007

18M3D21001

18M3L21008 -gEi]

22B1C0001

16M3D11049

16M3D11052

p-mesafe

17M3H21200
16M2K10003
16M1C0002 -JEER
16M1C0003 -JEll
18M3F21012
18M3/21008
IRITEGEIRELE 0035 0046 0035 o015 0035 0035 0034 0034 0035 003

17M3F32141

Sekil 4.8. Saccharomyces cerevisiae tiirtine ait 16 susun ITS bolgesi iizerinden
hesaplanan tiir i¢i SNP p-mesafeleri 1s1 haritas1 (Her bir hiicre, karsilastirilan iki sus

arasindaki niikleotid farklilik oranini (p-mesafe) temsil etmektedir.)

Sekil 4.8’de verilen 16 farkli Saccharomyces cerevisiae susu arasinda ITS bdolgesine
dayali SNP p-mesafe degerleri gorsellestirilmistir. Her bir hiicrede yer alan p-mesafe

degeri, iki sus arasinda gozlenen niikleotid bazli farklilik oranini ifade etmektedir.
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Analiz sonucunda p-mesafelerin 0.000 ile 0.070 arasinda degistigi gézlemlenmistir. Bu
degerler, suslarin biiyilik bir kisminin genetik olarak birbirine olduk¢a yakin oldugunu,
ancak bazi ciftler arasinda dikkat cekici farkliliklarin bulundugunu gdstermektedir.
Ozellikle 16M1C0002, 18M3C21001 ve 17M3F31135 gibi baz1 suslar, diger suslarla
daha ytiksek p-mesafe degerleri sergileyerek genetik olarak daha ayrismis bir profil
ortaya koymaktadir. Ornegin, 16M1C0002'nin 18M3C21001 ile olan mesafesinin 0.070
gibi yliksek bir degerde olmasi, bu iki susun popiilasyon i¢i genel yapinin disinda

kaldigim diistindiirmektedir.

Ote yandan, 17M3F31135 ile 17M3F32141 arasindaki p-mesafesinin 0.000 olmasi, bu
iki susun klonal diizeyde benzerlik tasidigini ve ayni kaynaktan ya da ¢ok yakin bir

genetik gecmisten tiiremis olabileceklerini gostermektedir.

Bu sonuglar, ITS bolgesinin S. cerevisiae tiirii icinde 6l¢iilil bir varyasyon sundugunu ve
bazi1 suslar1 ayirt edebildigini ortaya koymaktadir. Ancak genel dagilim, suslarin biiyiik
kisminin diisiik p-mesafesiyle kiimelendigini ve bu bdlgenin sinirli ayrim giiciine sahip
oldugunu da isaret etmektedir. Bu nedenle, daha derin popiilasyon yapisi ¢oziimlemeleri

icin ITS bolgesi tek basina yetersiz kalabilir.

Saccharomyces cerevisiae suslart arasinda yapilan SNP p-mesafe analizleri, tiir ici
cesitliligin belirgin diizeyde oldugunu gostermektedir. Ancak bu calismada kullanilan
ITS ve LSU bolgeleri, S. cerevisiae’nin probiyotik varyanti1 olarak kabul edilen S.
boulardii ile ayrim yapilmasin1 dogrudan saglayacak ¢oziintirliikte degildir. Nitekim daha
once yayimlanan bir ¢alismada, S. boulardii (Sb) ile bazi S. cerevisiae (Sc) suslari
arasinda genetik uzakliklarin ITS ve LSU gibi konvansiyonel bolgelerle yeterince ayirt
edilemedigi, ancak Sb'yi yakindan iliskili Sc suslarindan ayirt etmek i¢in aril-alkol
dehidrogenaz (AAD15) genini hedef alan kantitatif bir qPCR-HRM testi gelistirildigi

goriilmiistiir [104, 176].

Bu nedenle, bu tezde yer alan LSU ve ITS temelli 1s1 haritalari, S. boulardii kokenli
olabilecek suslarin varligina dair dogrudan bir belirleme sunmamakta; ancak genel tiir i¢i

varyasyonun gorsellestirilmesine katki saglamaktadir.
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Metschnikowia pulcherrima (ITS bolgesi, n = 8)
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Sekil 4.9. Metschnikowia pulcherrima tiirtine ait 8 susun ITS boélgesi {izerinden
hesaplanan tiir ici SNP p-mesafeleri 1s1 haritast (Her bir hiicre, karsilastirilan iki sus

arasindaki niikleotid farklilik oranini (p-mesafe) temsil etmektedir.)

Sekil 4.9°da 8 farkli Metschnikowia pulcherrima susu arasinda ITS bolgesine dayali
olarak hesaplanan SNP p-mesafe degerleri gorsellestirilmistir. Analiz sonucunda p-
mesafelerin 0.000 ile 0.028 arasinda degistigi gozlemlenmistir. Bu degerler genel
olarak diisiik diizeyde genetik cesitlilige isaret etmekle birlikte, baz1 sus ciftleri
arasinda digerlerine kiyasla daha yiiksek farkliliklar saptanmistir. Ornegin,
16M3B11023 ile 16M3G11089 arasindaki 0.028’lik maksimum p-mesafesi, bu iki sus
arasinda goreli bir SNP farkliligina isaret etmektedir. Buna karsin, bazi sus ciftleri
(6rnegin 17M3H21175, 17M3H21212 ve 17M3E22117) 0.000 p-mesafesi ile birbirine

cok yakin ya da potansiyel olarak ayni kaynaktan gelmis olabilir.

Genel olarak bakildiginda, M. pulcherrima suslar1 arasinda ITS bolgesine dayali tiir
ici varyasyonun smirli diizeyde oldugu, ancak bazi suslar arasinda farklilasma
gbzlemlenebildigi anlasilmaktadir. Bu da ITS bdlgesinin, sinirl sayida sus i¢in temel

diizeyde ayrim yapilmasina olanak saglayabilecegini diisiindiirmektedir.
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Priceomyces carsonii (ITS bolgesi, n = 3)

0.0016
17M3C21050
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Sekil 4.10. Priceomyces carsonii tiirline ait 3 susun ITS bolgesi lizerinden hesaplanan tiir
ici SNP p-mesafeleri 1s1 haritas1 (Her bir hiicre, karsilastirilan iki sus arasindaki niikleotid

farklilik oranin1 (p-mesafe) temsil etmektedir.)

Sekil 4.10°da 3 farkli Priceomyces carsonii susu arasinda ITS bolgesine dayali olarak
hesaplanan SNP p-mesafe degerleri gorsellestirilmistir. Analiz sonucunda p-mesafe
degerlerinin yalnizca 0.002 oldugu ve olduk¢a dar bir varyasyon araliginda kaldig:
gozlemlenmistir. Bu durum, ¢alismada degerlendirilen suslar arasinda ITS bdlgesine gore
siirli  diizeyde SNP temelli farklilik bulundugunu gostermektedir. Ozellikle
17M3C21050 ile 17M3E21115 arasindaki mesafenin 0.000 olmasi, bu iki susun genetik
olarak c¢ok yakin olabilecegine isaret etmektedir. Ancak degerlendirilen sus sayisinin
sinirl olmasi nedeniyle, ITS bolgesinin P. carsonii tirii i¢indeki genel c¢esitliligi ne

Olctide yansittig1 konusunda temkinli olunmalidir.
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Naganishia uzbekistanensis (ITS bolgesi, n = 3)
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Sekil 4.11. Naganishia uzbekistanensis tiiriine ait 3 susun ITS bolgesi ilizerinden
hesaplanan tiir i¢i SNP p-mesafeleri 1s1 haritas1 (Her bir hiicre, karsilastirilan iki sus

arasindaki niikleotid farklilik oranini (p-mesafe) temsil etmektedir.)

Sekil 4.11°de , 3 farkli Naganishia uzbekistanensis susu arasinda ITS bolgesine dayali
olarak hesaplanan SNP p-mesafe degerleri gorsellestirilmistir. Her bir hiicredeki p-
mesafe degeri, karsilastirilan iki sus arasindaki niikleotid bazli farklilik oranim
gostermektedir. Analiz sonucunda tiim sus ¢iftleri arasinda p-mesafenin 0.0032 olarak
hesaplandig goriilmiistiir. Bu durum, calismada degerlendirilen 6rnekler arasinda
diisikk diizeyde ve benzer oranlarda SNP temelli cesitlilik bulunduguna isaret

etmektedir.

Ornek sayisinin azlig1 nedeniyle genelleme yapilmasi miimkiin olmamakla birlikte, bu
bulgular N. uzbekistanensis suglarinin ITS bolgesine gore biiyiik ol¢lide benzerlik

gosterdigini gdstermektedir.
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Enterococcus feacalis (16S rRNA bolgesi, n = 12)
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Sekil 4.12. Enterococcus faecalis tiriine ait 3 susun 16S rRNA bolgesi iizerinden
hesaplanan tiir ici SNP p-mesafeleri 1s1 haritast (Her bir hiicre, karsilastirilan iki sus

arasindaki niikleotid farklilik oranini (p-mesafe) temsil etmektedir.)

Sekil 4.12°de, 12 farkli Enterococcus faecalis susu arasinda 16S rRNA bolgesine
dayali olarak hesaplanan SNP p-mesafe degerleri gorsellestirilmistir. Analiz
sonuglarina gore p-mesafeler 0.000 ile 0.009 araliginda degismektedir. Bu degerler,
bir¢ok sus arasinda diisiik diizeyde genetik farklilik bulundugunu ve genel olarak
benzerlik gosterdiklerini diisiindiirmektedir. Ote yandan, 24N4K4009 kodlu susun
bazi diger suslarla olan p-mesafesinin gorece daha yliksek ¢ikmasi, bu 6rnegin farkl

bir genetik profile sahip olabilecegine isaret etmektedir.
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Enterococcus feacium (16S rRNA bolgesi, n = 3)

E. faecium Suslari Arasi SNP p-Mesafesi
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Sekil 4.13. Enterococcus faecium tiirline ait 3 susun 16S rRNA bolgesi iizerinden
hesaplanan tiir i¢i SNP p-mesafeleri 1s1 haritasi (Her bir hiicre, karsilastirilan iki sus

arasindaki niikleotid farklilik oranini (p-mesafe) temsil etmektedir.)

Analiz sonuglarina gore p-mesafeler 0.000 diizeyinde bulunmus, bu da karsilastirilan
tiim suslarin niikleotid dizileri bakimindan tamamen 6zdes oldugunu gostermektedir.
Bu bulgu, s6z konusu suglar arasinda genetik cesitliligin bulunmadigini ve ayni

genetik profile sahip olduklarini diistindiirmektedir.

Bu ¢alismada, HUFCC koleksiyonunda yer alan maya ve bakteri suslarina ait farkl
gen bolgeleri kullanilarak SNP p-mesafelerine dayali genetik uzaklik analizleri

gerceklestirilmis ve 1s1 haritalari araciligiyla tiir diizeyinde gorsellestirilmistir.

Bulgular, tiir ici ve tiirler aras1 genetik cesitliligin hem organizmanin genetik yapisina
hem de analiz edilen lokusun ayrim giiciine bagh olarak degiskenlik gdsterebildigini
ortaya koymustur. Omegin, Saccharomyces cerevisiae suslarinda LSU bolgesi
anlamli diizeyde varyasyon sunarken, ITS boélgesi daha diisiik ancak simirli ayrim
imkan1 saglamustir. Metschnikowia pulcherrima suslarinda genel olarak diisiik p-

mesafeleri gozlenmis olsa da bazi1 6rnekler belirgin farkliliklar gostermistir.

Az sayida ornekle temsil edilen Priceomyces carsonii ve Naganishia uzbekistanensis
gibi tiirlerde ITS bolgesi sinirh ¢esitlilik yansitmistir. Enterococcus faecalis suslarinda
16S rRNA temelli p-mesafelerin dar bir aralikta kaldigi, ancak birkac¢ susun goreli

olarak daha farkli bir yapida olabilecegi gozlemlenmistir.
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Enterococcus faecium suslarinda ise p-mesafelerin tiim karsilastirmalarda 0.000
diizeyinde oldugu, bu nedenle analiz edilen suslarin genetik olarak tamamen o6zdes

profiller sergiledigi belirlenmistir.

Genel olarak, analiz edilen lokuslar koleksiyondaki tiirlerin temel taksonomik
dogrulugunu desteklemektedir. Bu analizler, koleksiyonun mevcut c¢esitliliginin
degerlendirilmesine ve gelecekteki stratejik planlamalara katki saglayabilecek

niteliktedir.

4.3.5. Konsensiis Dizi Temelli DNA Barkodlarinin Olusturulmasi

Mikrobiyel tiirlerin tanimlanmasinda genetik belirteglere dayali yOntemlerin
yayginlasmasi, DNA barkodlama teknigini mikrobiyel sistematikte 6nemli bir ara¢ haline
getirmistir. Bu baglamda, ¢calismada yer alan seg¢ili mikroorganizmalara ait ITS, LSU ve
16S rRNA dizileri kullanilarak konsensiis diziler olusturulmustur. Konsensiis diziler, tiir
i¢i varyasyonlara ragmen korunan ve tanimlayici nitelikteki bolgelere odaklanilarak

hesaplanan, her bir tiir i¢in temsili bir DNA dizisi sunar.

Bu amagla her tiir i¢in hizalanmis niikleotid dizilerinden ¢oklu dizi hizalama yontemi ile
konsenstis diziler elde edilmis ve bu dizilerden renk kodlu barkod gorselleri tiiretilmistir.
Her bir niikleotid farkli bir renk ile gosterilerek karsilagtirmali analizlerde hem gorsel
hem de fonksiyonel kolaylik saglanmasi hedeflenmistir. Kodlama Python dilinde 6zel
olarak hazirlanmis bir algoritma ile gerceklestirilmis olup, her bir baz (A, T, G, C, N) i¢in
sabit renk kodlar1 kullanilmistir:

BA HET BEG EC HEN

Asagidaki Sekil 4.14.”de verilen sekilde, her tiir i¢in olusturulan konsensiis diziler ve bu
dizilere karsilik gelen DNA barkod gorselleri sunulmaktadir. Yer alan takson barkodlari
bu calismada elde edilen ve yeterli kalitede olan ve daha 6nceki ¢alismalarda [104] elde
edilen dizileri kapsamaktadir. Barkodlarin ¢izilmesi i¢in kullanilan 6rnek Python kodu
EK 1.8’de verilmistir. Bu barkodlar hem genetik varyasyonlarin gorsellestirilmesini
kolaylastirmakta hem de ileri diizey veri madenciligi yaklasimlar1 i¢in bir temel

saglamaktadir.

129



S.cerevisiae (LSU n=22)

GTGAAGCGGCAAAAGCGGGCCGCGGTAGTCTGGAAGCGCAAGAGGGTGAACCCGTTCCAAGAGTCGAGTTGTT
TGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATAGGCGAGAGACCGATAGCGAACTACA
GTGATGGAAAGATGAAAAGACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTACA
GATTACTGGGCCAGCATCGGGAATGTACTTCAGATTATACCGTACTCCGCGAGGCTGCATAAGGATGCTGGCTA
ATGGTTAGCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACATGCAGTGTTTGGGAAAACCCATACGCGAATG
AAAGTACG

Takson Barkodu

S.cerevisiae (ITS n=22)

AACACAAACAATTTTATTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTGTAACTGGAAATAAAATATTAAAA
ACTTTCAACAACGGATCTTTGGTTTCGCATCGATGAAGACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCCATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCA
TTTCCTTTCAAACATTTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGA
TGCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTACCAACTGCGGCTAATC

Takson Barkodu

M. pulcherrima (n=8)

TCAATACCAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGA
TACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCA
TGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAAT
AAG

Takson Barkodu

P. carsonii (n=3)

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTTGCCAGCGCTTAACTGCGCGGCGAAATAAAC
CTTACACACAATGTTTTTTGTTATTACAGGAACTTTTGCTTTGGCTTGTCTCTAGAAATAGAGTTGGGCCAAAGGT
TTAAACTAACTTCAATTTATTTGAACTATTTTTCTTATTGAAATGTCACTTTGTTGATTAAATTCAAAAAATCTTC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAAT
TGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTG
AGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTAGGGTTTGGTATTGAGTGATACTTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAAAT
GTATCGGCATGAGTGGTACTAGATTAGTGCTTCAGATTTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAATAGT
CTGATGGCAAGTGTTTAGTAACTATGGCTCG

Takson Barkodu

B I T B N T e
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N.uzbekistanensis (n=3)

CTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATGATTGAACGTCTGTCGAGCTTGCTCACAGGCACATCATAT

CCATAACACCTGTGCACTTGTCGGATGGCTTAGTGAAGACCGCAAGGTTGGAACTATCCGTCTACTTTACATAAC
AATTCTGTAACAAATTAGTCTTATTATAACATAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTT
GCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCCTCAACCTTAGATTGGTTAAAACCT
TTCTTTGGCTTGGATTTGGACGTTTGCCGATGATAAGTCGGCTCGTCTTAAAAGTAATAGCTGGATCTGTCTCGC
GACATGGTTTGACTTGGCGTAATAAGTATTTCGCTAAGGACATCTTCGGATGGCCGCGTTGCAAGACTAAAGAC
CGCTTTCTAATCATTGATCTTCGGATTAATATTCTTGACATCTGGCCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAAC

TTAAGCATATCAATAGGGGGAGG

Takson Barkodu

Enterococcus faecalis (n=12)

GCGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCG

CATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGA
CCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTA
GTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGT

GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT

GTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGT
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTGAAGCAACGCGAAGAA

CCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTTAGAGATAGAGCTTCCCTTCGGGGCAAAGTGACAGG

Takson Barkodu
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Enterococcus faecium (n=3)

CGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGA
TTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA
CCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTT

Takson Barkodu

Sekil 4.14. Tiir diizeyinde olusturulan DNA barkod gorselleri
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Tiir diizeyinde temsil edici konsensiis diziler, MUSCLE v5 algoritmasi ile hizalanmis
ve UGENE yazilimi kullanilarak %70 benzerlik esigiyle tek bir temsilci diziye
indirgenmistir. Bu diziler, Python 3.11 ve Matplotlib 3.8 ortaminda her bir niikleotid
bazina 0Ozgii renk kodlamasiyla barkod formatinda gorsellestirilmis; 300 dpi

coOziiniirliikte, seffaf arka planli PNG formatinda disa aktarilmistir.

Bu yontemle elde edilen barkod gorselleri, sadece dizisel bilgilerin gorsellestirilmesini
degil, aym1 zamanda mikrobiyel tiirler arasi genetik varyasyonun morfolojik olarak
yorumlanmasini da miimkiin kilmaktadir. Bu c¢alisma, DNA barkodlarinin dizisel
tabanli morfolojik analizlerde kullanilabilirligini géstermistir. HUFCC veri tabaninda
her susa 6zgli olarak yer alan bu barkod gorselleri hem tiir diizeyindeki karakterizasyonu
desteklemekte hem de genomik temelli varyasyonlarin gorsel olarak karsilagtiriimasina
olanak sunmaktadir. Bu yaklasim, mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlarinin yalnizca
molekiiler degil, ayn1 zamanda gorsel diizeyde de tanimlanabilir bir morfolojik-genomik

profil kazanmasina katkida bulunmaktadir [47, 60].
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4.4. Liyofilizasyon Uygulamalari

Uzun donemli kiiltiirlerin korunmasi ve mikrobiyel biyogesitliligin siirdiirtilebilir
yonetimi i¢in, uluslararasi mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlar tarafindan gegerli bir
metot olarak kabul edilen [20] dondurarak kurutma (liyofilizasyon) islemi, bu
caligmanin deneysel protokoliinde en Onemli bileseni olusturur [58, 88, 139].
Calismamizda numune hazirligi FoodOmics Laboratuvari’nda, dondurma ve kurutma
asamalar1 ise HUNITEK (Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve

Arastirma Merkezi) tesislerinde gergeklestirilmistir.

Calismada pelletler, — 80 °C’de 18 saat 6n dondurma islemine tabi tutulmus, ardindan
cihaz raflar1 — 50 °C’ye ayarlanarak vakum altinda (yaklasik 0,15 mbar) 42 saat
stiresince siiblimasyon yoluyla kurutma gergeklestirilmistir. Maya suslar1 icin
liyofilizasyon dncesi, sonrasi ve 30 giinliik -20°C’de depolama sonrast, bakteri suslari
i¢in ise liyofilizasyon &ncesi canlt hiicre sayis1 10% kob/ml olacak sekilde davranilmis
ve yalnizca 30 giinliik -20°C’de depolama sonrasi yiizeye yayma yontemi kullanilarak

sayimi yapilabilir aralikta (20-200 kob) sonuglar alinmistir [95] [184].

4.4.1. Maya ve Bakteri Suslarinda Liyofilizasyon Siireci

Bu calismada maya suslari, ¢alkalamali inkiibator kullanilarak 28 °C’de ve 210 rpm’de
inkiibe edilmis; Saccharomyces cerevisiae suslari i¢in 20 saatlik standart inkiibasyon
stiresi uygulanirken, Saccharomyces disi tiirler i¢in literatiire dayali tiir-spesifik siireler
belirlenmistir [87, 132-139]. Formiilasyon asamasinda Bond ve arkadaslarinin
kullandig1 koruyucu sistem [108] esas alinmis; modifiye edilen siispansiyon ortaminda
%10 (a/h) trehaloz dihidrat ve %10 (a/h) yagsiz siit 1:2 (h/h) oraninda kiiltiir
slispansiyonuna eklenmistir. Bu koruyucu sistemle hazirlanan maya siispansiyonlart,
liyofilizasyon oncesinde 30 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve ardindan esit

hacimlerde kriyovial tiiplere dagitilmistir.

Bu stiregte kiiltiir koleksiyonunda yer alan 59 maya susundan 55 sus i¢in liyofilize
kiiltiir iretimi bagariyla tamamlanistir. Bunlarin disinda yer alan ve liyofilizasyondan
sonra liyofilize saf kiiltiir elde edilemeyen HUF16M3H11101 kodlu Saccharomyces
cerevisiae, HUF17M3E21115 ve HUF17M3F21127 kodlu Priceomyces carsonii ve
HUF16M2K10011 kodlu Yarrowia lipolytica suslaridir.
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Liyofilizasyonun canlilik {izerine etkisini ve uygulanan prosesin basarisimi
degerlendirmek amaciyla, rastgele ornekleme yontemi ile sus se¢imi yapilmis ve
6l¢iim zamanlari belirlenmistir.Baz1 suslar i¢in canlilik sayimi dogrudan liyofilizasyon
sonrasinda, bazilari i¢in ise 30 giinliik depolama siiresinin sonunda gergeklestirilmistir.
Liyofilizasyon oncesi ve sonrasi canli hiicre sayilar1 belirlenmis olup, elde edilen

sonuglar EK 3.1’ de sunulmustur. [171, 185].

Calisma kapsaminda LAB bakterileriyle yiiriitiilen dondurarak kurutma isleminde
farkl: tlirlerin uzun siireli korunmas1 amaglanmistir. Bu dogrultuda bakteri suslari i¢in
literatiirde kabul goren proses parametreleri ve koruyucu bilesenler kullanilmustir.
Bakteri suglar1 37°C’de 20 saat inkiibe edilmis ardindan dondurarak kurutma islemi

icin numune hazirh@i yapilmistir [141]. Elde edilen sonuglar EK 3.2° de sunulmustur.

Formiilasyon asamasinda literatiirde kabul goren bir koruyucu bilesen kompozisyonu
kullanilarak [109]. %10 (a/h) siikroz (Ultra Pure, BioShop, Canada, Uriin Kodu:
SUC507, CAS 57-50-1) ve %10 (a/h) yagsiz siit tozu (Condalab, Spain, Uriin Kodu:
0230, CAS 999999-99-4) konsantrasyonunda koruyucu bilesen hazirlanmigtir [95].
Pellet siispansiyonuna 1:2 (v/v) oraninda eklendikten sonra 30 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Liyofilize kiiltir slispansiyonu, 5 ml’lik kriyoviallere (Microcult
Tiirkiye, Uriin Kodu:233050) 2 ml’lik hacimlerde 5’er 6rnek hazirlanacak sekilde

eklenmistir. Daha sonra liyofilizasyon islemine geg¢ilmistir.

Bu siregte HUF19ZNIR1013  kodlu Lacticaseibacillus  rhamnosus  ve
HUF18ZN2R 1004 kodlu Levilactobacillus brevis suslar1 disinda toplamda 20 adet
LAB bakteri susu liyofilize kiiltiir elde edilmistir. Bakteri suslar1 i¢in liyofilizasyon
oncesi canli hiicre sayis1 10% kob/ml olacak sekilde davramlnus ve yalmzca 30 giinliik
-20°C’de depolama sonrasi yiizeye yayma yontemi kullanilarak sayimi yapilabilir
aralikta (20—200 kob) sonuglar alinmistir [171, 185]. Elde edilen sonuglar EK 3.2°de
verilmigtir. Cizelge 3.2.’de belirtilen 4 referans sus ve HUFI19ZN1R1013 kodlu
Lacticaseibacillus rhamnosus susuna ait liyofilize kiiltlirler ticari ana stoktan

hazirlanmuistir.

Maya ve bakteri suslarinin liyofilizasyon sonuglariyla ilgili istatistik sonuglar1 Cizelge

4.10’da verilmistir.
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Cizelge 4.10. Maya ve bakteri suslarinda liyofilizasyon 6ncesi, sonrasi ve depolama sonrasi canli hiicre sayilarinin istatistiksel 6zetleri

Parametre n Minimum (log Maksimum (log Ortalama (log Medyan (log Standart Sapma
kob/mL) kob/mL) kob/mL) kob/mL) (log kob/mL)
Mayalar
Liyofilizasyon Oncesi 14 7,11 8,08 7,72 7,70 0,28
Liyofilizasyon Sonrasi 14 7,00 7,78 7,38 7,41 0,20
30 Giinliik Depolama 14 6,66 7,95 7,45 7,44 0,39
Bakteriler
30 Giinliik Depolama 12 8,86 9,69 9,49 9,6 0,25
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Cizelge 4.10’da maya ve bakteri suslarina ait liyofilizasyon 6ncesi, sonrasi ve 30 giinliik
depolama siireci sonunda elde edilen canli hiicre sayilariin logaritmik degerleri
verilmigtir. Maya suslarinda liyofilizasyon Oncesi canli hiicre sayilar1 7,11-8,08 log
kob/mL araliginda degismis ve ortalama deger 7,72 log kob/mL olarak hesaplanmustir.
Liyofilizasyon sonrasinda canlilik 7,00—-7,78 log kob/mL araliginda bulunmus, ortalama
deger 7,38 log kob/mL olmustur. Otuz giinliik depolama sonunda maya suslarinda
canlilik 6,66—7,95 log kob/mL araliginda degismis ve ortalama deger 7,45 log kob/mL
olarak belirlenmistir. Bakteri suslarinda ise 30 giinliik depolama sonrasinda canli hiicre
sayilar 8,86-9,69 log kob/mL araliginda bulunmus ve ortalama deger 9,49 log kob/mL

olarak hesaplanmustir.

Sonug olarak, maya ve bakteri suslarindan elde edilen liyofilize kiiltiirler 6zetlendiginde;
koleksiyonda yer alan 59 maya susunun 55’1 ve 26 bakteri susunun 25’i i¢in liyofilize
kiiltiir hazirlanmistir. Bu asamada liyofilize kiiltlirler, fenotipik ve genotipik
ozelliklerinin korunmas i¢in ikinci pasaj olarak hazirlanmistir. Referans olarak temin
edilen iirlinler, zaten liyofilize formda olduklar1 i¢in, viallere aktarilmis ve ayrica orijinal
ambalajlartyla kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmistir. Sonug olarak, HUFCC’de yer alan

toplam 85 susun 80’ine ait liyofilize kiiltiir bulunmaktadir.
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4.4.2. Liyofilize Kiiltiirlerin Kek Morfolojisi ve Saflik A¢isindan Kalite Kontrolii

Liyofilizasyon, optimize edilmesi gereken ¢ok sayida parametreye bagli, oldukca hassas
ve ¢ok degiskenli bir kurutma yontemidir. Bu ¢alismada, mikrobiyel biyogesitliligin uzun
stireli korunmasini hedefleyen bir yaklasim benimsendigi i¢in, yalnizca kurutma basarisi
degil, kiiltiirlerin canlilik durumlar1 da biiyiik 6nem tagimaktadir. Liyofilizasyon sonrasi

canlilik degerlendirmeleri bir 6nceki boliimde detayli bigimde sunulmustur [95, 139].

Bu boliimde ise, liyofilize edilmis kiiltlirlerin kek morfolojileri incelenmis ve elde edilen
iirlinler diizgiin kek, diizgiin olmayan kek, egimli kek ve heterojen kek olmak tizere dort
ana grupta smiflandirilmistir. Morfolojik siniflandirma, yalnizca {iriin estetigi acisindan
degil, ayn1 zamanda liyofilizasyon siirecindeki fiziksel ve termal degiskenlerin dolayli bir
yansimasi olarak degerlendirilmistir [142, 186, 187]. Sekil 4.15°te liyofilize edilen

suslarin kek morfolojilerine gore siniflandirilmaktadir.

Ayrica saflik  kontrolii, kiiltiirlerin uzun siireli saklamaya alimmadan &nce
kontaminasyondan ari olduklarini dogrulamak amaciyla gergeklestirilmistir. Biyolojik
materyalin uzun donemli saklanmasinda yalmzca canlilik degil, genetik ve
mikrobiyolojik saflik da temel 6nceliklerdendir [42, 111]. Bu nedenle, her bir morfolojik
grubun temsil ettigi suslar, liyofilizasyon sonrasi kati besiyerine tek koloni diisiirme
yontemiyle ayrica saf kiiltiir olup olmadiklar1 yoniinden kontrol edilmistir. Liyofilizasyon
sonrast saf kiiltiir olmadig tespit edilen yalnizca 4 adet sus bulunmakta ve saf olmayan
liyofilize =~ HUF16M3H11101  kodlu  S.cerevisiae, =~ HUF17M3E21115  ve
HUF17M3F21127 kodlu P.carsonii ve HUF16M2K10001 kodlu Y./ipolytica suslari

kiiltiir koleksiyonuna yalnizca gliserol stok kiiltiir olarak dahil edilmistir.
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Kek Morfolojisi

Morfoloji Yorumu

Morfolojiyi Gosteren Suslar

Egimli Kek

16M1C0003, 16M3H11104,16M3B11017
18M3D21001,17M3F32141,17M3F21134

Diizgiin Kek

16M3B11017, 17M3F21128, 17M3F31136, 16M3C11032, 16M2K 10003,
17M3C31065, 16M3G11088, 17M3E21112, 16M3D11049, 17M3C31063,
17M3C31066, 17M3D31088, 17M3E21113, 17M3F21122, 17M3F21123,
18M3C21001, 17M3F21134, 17M3H21175, 17TM3E21110, 17M3H22218
,17M3C21050, 16M2K 10009, 16M2K 10010, 17M3F31139, 18ZN4R 1011,
18ZN5R1018 19ZN1R1001, 19ZN10M1058, 24ZN3R2030, 24N4K 1001,
24N4K1003, 24N4K 1004, 24N4K 1005, 24N4K 1006, 24N4K 1007, 24N4K 1009,
24N4K1013, 24N4K 1014, 24N4K 1015, 24N4K 1016

Heterojen Kek

16M1C0002, 16M1C0003, 16M1C0004, 16M2K 10004, 16M2K 10006,
18M3G21009, 16M1C0001, 16M2K 10007, 16M3A11003, 16M3D11052,
18M3J21008, 18M3L21008, 17M3F32141, 18M3F21012, 17M3F21134,
17M3F31135, 16M3B11020, 16M3B11023, 16M3G11089, 16M3C11034,

17M3H21212
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16M1C0002, 16M1C0003, 16M1C0004, 16M2K 10004, 16M2K 10006,
18M3G21009, 16M1C0001, 22B1C0001, 16M3H11104, 16M2K 10007,
Diizgiin Olmayan 16M3A11003, 16M3D11052, 18M3L21008, 18M3D21001, 17M3F32141,
Kek 18M3F21012, 17M3F21134, 17M3F31135, 18M3K21007, 17M3H21200,
16M3C11033, 16M3B11016, 16M3B11020, 16M3G11089, 16M3C11034,
17M3E22117, 17M3H21212, 17M3D31087, 16M3A12012, 24N4K 1002,
24N4K1008, 24N4K 1011, 24N4K1012

Sekil 4.15. Liyofilize kiiltiirlerin kek morfolojilerine gore siniflandiriimasi
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Yapilan degerlendirme sonucunda, liyofilizasyon sonrasi elde edilen kiiltiir kekleri dort ana
morfolojik gruba ayrilmistir: diizgiin kek, diizgiin olmayan kek, heterojen kek ve egimli kek.
Sekil 4.16.’da bu gruplarin yilizdesel dagilimi sunulmaktadir. Sekil 4.15.te verilen

siniflandirmaya yonelik Sekil 4.16.’da grafik 6zeti verilmistir.

Duzgiin Olmayan Kek
33%

Duzgiin Kek
39.6%

Heterojen Kek Egimli Kek
20.8% 6.6%

Sekil 4.16. Liyofilize kiiltiirlerde gézlemlenen kek morfolojisi tiplerinin oransal dagilimi

Buna gore en yiiksek oran, %39,6 ile diizgiin kek kategorisine aittir. Bu, liyofilizasyon
isleminin belirli bir oranda kontrollii ve tekrarlanabilir bir sekilde yiiriitilebildigini
gostermektedir. Buna karsin, %33 oraninda diizgiin olmayan kek morfolojisi ve %?20,8
oranda ise heterojen kek morfolojisi gézlemlenmistir; bu durum vial-i¢i veya vial-arast 1s1
aktarimu farklar gibi proses kaynakl fiziksel varyasyonlara isaret edebilir. Egimli kek ise
%6,6 gibi daha diisiik bir oranda goriilmiis olup, bu durum genellikle vial-raf temasindaki

diizensizliklere veya raf yerlesim pozisyonuna bagl olarak gelisebilmektedir [142, 143].
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4.5. Veri Taban Gelistirme

Bu ¢alismada gelistirilen veri tabani, Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii
FoodOmics Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonu (HUFCC) biinyesindeki mikroorganizmalara
ait fenotipik ve molekiiler karakterizasyon verilerinin giivenli, erisilebilir ve siirdiiriilebilir
sekilde saklanmasini miimkiin kilacaktir. Uluslararasi kabul gérmiis veri tabani sistemleri
(ATCC, DSMZ, Westerdijk Institute) temel alinarak olusturulan bu web tabanl platform,
laboratuvar 6l¢eginde daginik halde bulunan sus verilerinin merkezi ve sistematik bigimde

yonetilmesini saglayacaktir.

Veri tabani sayesinde, kiiltiir koleksiyonuna ait tiim suslar dijital olarak arsivlenmis;
kullanicilar i¢in hizli erisim, karsilastirma ve analiz imkani sunan bir altyapi
olusturulmustur. Ayrica, bu yap1 sayesinde hem arastirma siire¢lerinin verimliligi artmis
hem de veri biitlinliigii glivence altina alinmistir. Bu dijital doniisiim, kiiltlir koleksiyonunun
yalnizca mevcut ihtiyaglara yanit vermesini degil, ayn1 zamanda ileride yapilacak disiplinler

arasi ¢aligmalarda referans veri kaynagi olarak islev gérmesini de miimkiin kilmaktadir.

Mikroorganizmalara ait temel bilgilerin yani sira, koleksiyonda yer alan her bir susla iligkili
olarak daha once yiiriitiilmiis yliksek lisans/doktora tezleri, yayimlanmis bilimsel makaleler
ile sunulmus poster ve sozlii bildiriler de sistematik bicimde veri tabanina entegre edilmistir.
Bu biitiinciil yaklasim, ilgili suslarin akademik ve endiistriyel baglamda nasil
degerlendirildigini ortaya koymakta; kullaniciya potansiyel uygulama alanlarina dair fikir
verici, glivenilir ve kaynak temelli bir katalog sunmaktadir. Boylelikle gelistirilen sistem,
yalnizca bir veri depolama araci olmanin Gtesine gecerek, kiiltiir koleksiyonunun aktif

bicimde degerlendirilmesine imkan taniyan fonksiyonel bir bilimsel altyap: haline gelmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, gelistirilen mikrobiyel veri taban1 hem bilimsel hem de
kurumsal siirdiiriilebilirlik agisindan 6nemli bir adim olarak 6ne ¢ikmakta; Tiirkiye’deki
kiiltiir koleksiyonlarinin dijital doniisiimiine yonelik ornek teskil edecek biitlinlesik bir

model sunmaktadir [7, 29, 188, 189].
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4.5.1. Verilerin Simiflandirilmasi ve Hazirlanmasi

HUFCC’ye dahil edilen her bir sus, yalnizca karakterizasyon amaciyla degil, ayn1 zamanda
veri tabanina entegre edilmek iizere bagimsiz ve biitiinciil birer veri birimi olarak

degerlendirilmistir.

Her susa ait veriler; morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler analiz sonuglarina

dayal1 olarak sistematik bicimde siniflandirilmis ve standart bir yapiya doniistiirilmiistiir.

Veri hazirlama siirecinde koloni ve hiicre morfolojisi, saklama kosullari, gecmis deneysel
islemler ve varsa suslara yonelik endiistriyel ve akademik kullanim 6ykiisii gibi ¢ok sayida
parametre detayl1 olarak belgelenmistir. Elde edilen tiim bilgiler, igerik biitiinliigli ve veri
standardizasyonu agisindan kiiratorliik ilkeleri dogrultusunda kontrol edilerek dijital sisteme

aktarilmistir.

Hazirlanan veri setleri, belirlenen kalite 6l¢iitlerine gére dogrulanmis ve veri tabanina uygun
formatta sunuma hazir hale getirilmistir. Tiim suslar, Hacettepe Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii FoodOmics Laboratuvari’nda HUFCC adi altinda saklanmakta ve
ilgili referans dosyalariyla birlikte sistemde yedekli olarak korunmaktadir. Verilerin
hazirlanmasi ve kiirasyonuyla ilgili akis semasi Sekil 4.17°de verilmistir ve Graphviz Online

kullanilarak hazirlanmistir [7, 24, 29].
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VERIi TOPLAMA - ENTEGRASYON - YOKLEME

: 1_Veri Oretimi (Laboratuvar) ) :
: - Sus meta verileri :
: - Morfolojik ve biyokimyasal veriler H
: - Molekiler (ITS, LSU, RPB2) :
: -MALDI-TOF MS :
:  Gorseller :
E - Guvenlik degeriendirmesi Y, E
H LKZ Veri Hazilama ve Standardizasyon E
: - Tur adlari H
: - NCBI Erigim Numarasi :
e - Referans materyal duzeni H
: \_Eksi ver kontrold : KURASYON - DOGRULAMA
H & H
: 3_Veri Tabanina Aktanm (hufcedb) ) :
: - Admin paneli girisi Revizyon :
H - Meta ven + sonug + gorsel + PDF (RMS) H
: - ligili belgeler J H

7. Arsivieme ve Yedekieme
- Veri tabami ve kod
- Lokal ve bulut argiv (Google Drive) 6. Kullanici Engimi
- Sug (pop-up ekrani ve RMS belgesi)
- Barkod gorseli, dizi ve analiz sonuglan
- Indirilebilir veri (PDF)
- Yayin ve GenBank baglantilan

Sekil 4.17 HUFCC’de veri tiretimi, kiirasyon ve yayin siirecine yonelik is akis semast
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Sekil 4.17°de HUFCC veri akis siirecini ve bilesenlerini gosteren bir is akis semast yer
almaktadir. Siire¢ {ic ana asamadan olusmaktadir: Veri Toplama—Entegrasyon—
Yiikleme, Kiirasyon—Dogrulama ve Web Arayiizii-Erisim—Arsivleme. ilk asamada,
laboratuvarda suslara ait meta veriler, morfolojik ve biyokimyasal veriler, molekiiler
analizler (ITS, LSU, RPB2), MALDI-TOF MS ciktilari, gorseller ve giivenlik
degerlendirmeleri tiretilir. Bu veriler, ikinci adimda tiir adlarinin belirlenmesi, NCBI
erisim numaralarinin eklenmesi, referans materyal diizeni ve eksik veri kontrolii ile
standartlastirilir. Uglincii adimda veriler, HUFCC veri tabanina (hufccdb) meta veri,
sonug, gorsel ve PDF formatinda RMS belgeleriyle birlikte yiiklenir. Kiirasyon—
Dogrulama agamasinda kayit kontrolii, giincelleme/revizyon ve yeniden onay islemleri
yapilir. Son agsamada, web arayiizii araciligiyla koleksiyon verileri kullanici erigsimine
sunulur; sus detaylari, barkod gorselleri, dizi ve analiz sonuglari, indirilebilir veriler
ve yayin baglantilari paylasilir. Ayrica veri tabani diizenli olarak arsivlenir ve

yedeklenir.

Koleksiyona dahil edilen her bir sus i¢in; temel bilgiler, morfolojik ve diger tanimlama
verileri, molekiiler karakterizasyon sonuglari, saklama bi¢imi, NCBI erisim numarasi
ve islem prosediirii gibi bilgileri igeren “Standart Referans Materyal Belgesi”
hazirlanmistir. Bu belgeler, suslara ait verilerin biitiinciil ve standart bir formatta
sunulmasin1 saglamakta; kullanicilarin ilgili bilgilere sistem iizerinden kolaylikla

erigsmesine imkan tanimaktadir.

Ayrica, her bir sus i¢in tanimlayict ve ayirt edici nitelikte barkod gorselleri Python
yazilimiyla olusturulmus; bu barkodlar belgeye entegre edilerek gorsel tanimlama
desteklenmistir. Barkod iiretiminde kullanilan Python koduna EK 1.6’da verilmistir.

Ornek bir belge Sekil 4.18’de sunulmustur [189, 190].
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HACETTEPE UNIVERSITESI
MUHENDISLIK FAKULTESI

GIDA MUHENDISLIGI BOLUMU

FoodOmics Laboratuvar Kiitdr Koleksiyonu
hufcc.hacettepe.edu.tr foodomicslab@hacettepe.edu.tr

STANDART REFERANS MATERYAL BELGESI

Sus Adi Metschnikowia pulcherrima

Sus Kodu HUF17M3E22117

Diger Koleksiyon Numarasi

NCBI Erisim Numarasi PV819416*

Kiltir Formu Liyofilize kultdr, gliserol stok
Referanstan Pasaj Sayisi 2

Giivenlik degerlendirmesi . BSL 1 (ATCC'ye gore), “1" siniflandirma ( TRBA'ya gore)

Molekiiler ve Tanimlama Ozellikleri

Parametreler Sonuglar Referans
MALDI-TOF MS Metschnikowia pulcherrima [
Mikroskobik Morfoloji Oval sekilli, cok yonlu tomurcuklanma . [2]
Makroskobik Morfoloji Beyazdan turuncuya, parlak, pirizsiiz, kenarlar dizgiin, kiictik koloni [2]

Sanger Dizileme

ITS gen dizileme Metschnikowia pulcherrima* [2]
LSU gen dizileme Saccharomycete [
RBP2 gen dizileme Metschnikowia rubicola [11

HaETHcHEcElN

islem prosediirii

Liyofilize vial'ler, rutin kullanim igin -20 °C'de nem gecirmez ikincil bir kap icerisinde dik konumda saklanmali; uzun sureli

yedekleme amaciyla ise -80 °C'de ikincil bir set bulundurulmalidir.

« Canlandirma islemi icin, kapal vial aseptik kosullarda oda sicakliina (= 22-25 °C) dengelenir ve dis ylzeyi %70 (v/v) etanol
ile dekontamine edilir.

* Oda sicakhginda sterilize edilmis 0,75 mL iyilestirme besiyeri—mayalar icin YPD, laktik asit bakterileri icin ise MRS/M17—
pellet Uzerine ilave edilir; icerik nazikge calkalanir ve karisim 5 dakika bekletilir.

* Elde edilen slispansiyon 5 mL taze besiyerine aktarilir, kisa siire homojenize edilir ve oda sicakhginda ilave 30 dakika
boyunca (dustk canliik dngoraldyorsa = 2 saat) inkube edilir.

* Son asamada, stispansiyondan birkac damla ya da ondalik seri dilisyonlar énerilen agara veya sivi besiyerine inokule edilir
ve susa 0zgl kosullarda inkUbasyona birakilir. Gérllebilir blytume genellikle bir ila iki glin icerisinde ortaya ¢ikar; ancak bu
sure, susun ozelliklerine baglh olarak degisiklik gosterebilir [3].

“|saretlenmis dizileme sonucuna ait nukleotit dizisi NCBI veri tabanina kaydedilmis olup, verilen DNA barkodu bu isaretli diziye
karsilik gelmektedir.”

Kaynaklar
[1] M. Kurb

Sekil 4.18. HUFCC veri taban1 standart referans materyal belgesi 6rnegi
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4.5.2. Dijital Formatlama ve Kodlama

HUFCC’de yer alan suslara ait veriler, .csv (Comma-Separated Values) uzantili dosya
formatinda yapilandirilmis olup bu yap1 sayesinde hem sade bir veri girisi saglanmis
hem de web tabanli sistem tarafindan kolaylikla okunabilir bir veri akisi
olusturulmustur. Ilgili .csv dosyasinda yer alan veriler EK.2.23’te verilmistir. Her bir
satir, koleksiyona dahil edilen tekil bir susu temsil etmekte; her bir siitun ise ilgili susa
ait belirli bir fenotipik, genotipik veya karakteristik 6zelligi tanimlamaktadir. Bu yap1
hem veri taban1 entegrasyonunda hem de kullanici arayiiziinde sistematik ve biitiinciil

bir erisim imkani sunmustur.

Siitunlar (Veri Kategorileri) CSV dosyasinda yer alan her siitun, belirli bir veri

kategorisini temsil etmektedir:
Strain_ Name — Susun tam bilimsel adidir. Ornegin: Metschnikowia pulcherrima

Strain_ Code (HUF) — Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi FoodOmics
Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu (HUFCC) tarafindan verilen 6zgiin sus kodudur.

Ornek: HUF17M3E22117

. Other Collection Number — Ayn1 susun farkli uluslararas: kiiltiir koleksiyonlarinda
kayitli olmas1 durumunda ilgili koleksiyon kodudur (6rnegin: ATCC, DSMZ, RSKK
gibi).

. NCBI Accession Number — Susa ait NCBI (National Center for Biotechnology

Information) verilerine erisim numarasidir. Genetik dogrulama ve karsilastirmali

analizler igin referans saglar. Ornek: PV819416

. Culture Form — Susun saklama ve dagitim bigimini tanimlar. Ornek: Lyophilized

culture (liyofilize kiiltiir).

Satirlar (Sus Bazli Bilgi Birimleri) Veri dosyasinda her bir satir, yukarida belirtilen
stitunlara karsilik gelen bilgilerle birlikte tek bir susa ait detayli kaydi temsil

etmektedir. Asagida, ornek bir satirin igerdigi veriler sunulmustur:
Strain_Name: Metschnikowia pulcherrima

Strain Code (HUF): HUF17M3E22117

Other Collection Number: -

NCBI_Accession Number: PV819416
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Culture_Form: Lyophilized culture, glycerol stock

Asagida, PHP tabanli sistemin temelini olusturan kod yapilar1 ve bu kodlarin ne
amagla kullanildigina dair agiklamalar yer almaktadir. Kodlar hem veri tabani
baglantisinin saglanmasi hem de suslara ait bilgilerin kullanici arayiiziinde diizgiin
ve islevsel bicimde sunulmasi amaciyla yapilandirilmistir. Bu béliimde verilen
bilgiler, sistemde kullanilan header, nav, footer gibi genel bilesenlerden, veri
kartlarinin dinamik bi¢cimde olusturulmasina kadar ¢esitli modiilleri kapsamaktadir.

Web tabanli sistemin olusturulmasinda kullanlan kodlar EK 2.’de verilmistir.
Koleksiyon Verilerine Erigim
Arama Islevi — searchStrain.php

Web arayiizii iizerinden koleksiyonda bulunan mikroorganizmalara ulagmak isteyen
kullanicilar, arama kutusunu kullanarak ilgili sus adim1 veya HUF kodunu
girebilmektedir. Bu islem, sayfanin yeniden yiiklenmesini gerektirmeden arka planda

AJAX araciligiyla searchStrain.php dosyasina yonlendirilir.

Bu dosya, kullanicidan gelen terimi alarak veri tabaninda (hufccdb) Strain Name ve
Strain_Code (HUF) siitunlarinda eslestirme yapar. Eslesen kayitlar; taksonomik ad,
sus kodu ve varsa referans materyal belgesi PDF dosyasina ait baglant1 igeren bir

tablo halinde kullaniciya sunulur.

Arama islemi:

Kiigtik-biiytik harf duyarsizdir.

Maya ve bakteri kayitlart ID numarasina gore ayristirilir.
Glivenli sorgu yapisi (prepared statement) kullanilarak ¢alisir.

Kullanici dostu bu yap1, hizli ve giivenli bir sorgulama imkén1 sunarak veri tabaninda
etkin gezinmeyi saglar.

Detayl1 Sus Bilgileri — getStrainDetails.php

Kullanici, listelenen suslardan birine tikladiginda, sayfa icinde kiigiik bir pencere
(modal) agilir. Bu pencereyi olusturan igerik, getStrainDetails.php dosyasi tarafindan
dinamik olarak {iretilmektedir. Bu dosyanin islevi, secilen susun benzersiz 1D

numarasini alarak veri tabanindaki tiim ilgili bilgileri gekmek ve bunlari ik, tablolu

bigimde sunmaktir.
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1.

Bu islem su adimlart igerir:
ID Kontrolii: Gegerli bir ID girilmemisse, islem durdurulur ve hata mesaj1 verilir.

2. Veri Tabani Baglantisi: Gilivenli baglanti kurulur, baglant1 hatalarinda

kullaniciya genel mesaj gosterilir.
3. Veri Sorgulama: Belirtilen ID’ye ait tekil kayit sorgulanir.

4.  Alan Eslestirme ve Filtreleme: Kullaniciya gosterilmesi gerekmeyen teknik

alanlar gizlenir. Diger alanlar, okunabilir basliklarla eslestirilir. Ornegin:
o Strain Name — Strain Name (italik bicimde)
o NCBI_Accession Number — NCBI Accession Number

5. Tablo Bi¢imlendirme: HTML tablosu, Bootstrap uyumlu bir yap1 ile

bi¢imlendirilir; satir renkleri ve yazi stiliyle okunabilirlik artirilir.
Yapisal Katman: Ortak Sayfa Bilesenleri

Web sitesinin yapisal siirdiiriilebilirligi ve kurumsal biitiinliigii, tiim sayfalarda
tekrar eden temel bilesenlerin ayr1 dosyalar halinde hazirlanip her sayfaya dinamik
bigcimde entegre edilmesiyle saglanmistir. Bu amacla kullanilan header.php,
nav.php ve footer.php adli dosyalar, ilgili yapisal boliimlerin merkezi olarak
yonetilmesini miimkiin kilar. Boylece hem kod tekrarinin oniine gecilmis hem de

giincellemelerin tek bir noktadan yapilmasi saglanmustir.
header.php — Ust Yap1 Tanimlayic1

Bu dosya, tiim sayfalarda ortak olan HTML <head> bilesenlerini ve iist gorsel

diizeni tanmimlar. Igeriginde sunlar yer alir:

. Sayfa bashig: (title), favicon, Google Fonts baglantis1 ve stil dosyalarinin

(.css) ¢agrilmast,

. Sayfanin iist kisminda Hacettepe Universitesi logosu, koleksiyon bashig ve

laboratuvar ismiyle olusturulan kurumsal tanitim blogu.

Bu yap1 sayesinde tiim sayfalarda gorsel ve teknik olarak bir 6rneklik saglanmakta,

kurumsal kimlik korunmaktadir.
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nav.php — Navigasyon Meniisii

Bu dosya, web sitesinin ana gezinme ¢ubugunu tanimlayan yapidir. Kullanicilarin
site icerisinde hizli ve kolay bir sekilde yonlendirilmesini saglamak iizere sabit
olarak her sayfaya entegre edilmistir. Menii 6geleri gorsel ikonlarla desteklenmis

ve kullanic1 deneyimi artirilmstir.
Home: Ana sayfaya doniis saglar.
About: Koleksiyonun amaci, laboratuvar ve ekip hakkinda bilgi verir.

Collection & Databases: Maya ve bakteri koleksiyonlarina ait veritabanlarina

erisim sunar.

Bioinformatics: Genetik analiz ve biyoinformatik igeriklerin bulundugu teknik

sayfalari igerir.

Facilities: Laboratuvar altyapisi ve olanaklar1 hakkinda bilgi sunar.
Publications: Koleksiyonda yer alan suslara iligkin bilimsel yayinlara yer verir.
Contact: Iletisim ve ulagim bilgilerini igerir.

Bu yapi, nav.php dosyasinda tanimlanmis olup tiim sayfalara PHP include
yontemiyle eklenmistir. Bdylece yeni bir sayfa eklendiginde veya meniide
degisiklik gerektiginde yalnmizca nav.php dosyasinin diizenlenmesi yeterlidir. Bu
merkezi yapi, sitenin siirdiiriilebilirligini ve biitiinliiglinii saglar. Menii ayrica

mobil uyumlu héle getirilmis olup farkl cihazlarda erisilebilirligi destekler.
footer.php — Alt Bilgi Alam

Sayfanin en alt kisminda sabit olarak yer alan bu bilesen, asagidaki bilgileri

barindirir;

Fakiilte ve boliim ismi, iletisim bilgileri, telif ve kullanim haklar1 gibi sabit

metinler,
Harita baglantisi, e-posta ya da diger yonlendirmeler i¢in baglantilar.

Bu bilesen, sitenin kurumsal biitliinliigiinii tamamlayic1 bir yap1 sunmakta ve

kullaniciya giliven veren bir son izlenim olusturmaktadir.
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Bu ortak yapisal katmanlar sayesinde, site yonetimi hem daha stirdiiriilebilir hale
getirilmis hem de kullanici deneyimi agisindan profesyonel bir goriinlim elde

edilmisgtir.
Stil ve Etkilesim Katmani (CSS — JS)

Bu katman, sitenin gorsel biitlinliiglinii ve kullanici deneyimini (UX) saglayan
0zel CSS ve JavaScript dosyalarindan olusur. Her sayfaya 6zgii tasarim detaylari

ve etkilesimler bu katmanla yonetilir.

aboutstyle.css
about.php sayfasina 6zgii stil dosyasidir. Sayaglar, basliklar ve igerik kutularinin

goriiniimiinii belirler. Mobil uyum ve yazi tipi ayarlari igerir.

contact.css

contact.php sayfasinda kullanilan kartlarin tasarimini tanimlar. Koyu mavi zemin,
sar1 ikonlar, yuvarlatilmis kdseler ve responsive yapi igerir.

locationstyle.css

Harita ve konum bilgisinin diizenli gortiniimiinii saglar. Baglik hizalama ve kutu
diizenlemeleri igerir.

aboutscript.js:

Sayfa yiiklendiginde calisan saya¢ animasyonlarini yonetir. Kiigiik ama etkili bir

gorsel hareket saglar.
Arayiiz Katmani: Ana Sayfalar ve Islevsel Akis

Bu katman, kullanicilarin sistemle dogrudan etkilesim kurdugu tiim sayfalardan
olusur. Sayfalar; veriye erisim, gorsel sunum, icerik bilgilendirmesi ve kullanici
yonlendirmesi islevleriyle hem bilgilendirici hem de sistematik olarak

biitiinlestiricidir.
index.php
Web sitesinin giris ve yonlendirme sayfasidir.

e Girig paragrafi, butonlar ve agiklayici basliklarla kullaniciy1r diger sayfalara

yoOnlendirir.

e Menii harici ilk erisim noktasidir.
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Kullanicinin ilk izlenimini olusturur ve tiim sistemin "ana kapist" islevini

gormektedir.
about.php
Laboratuvarin misyonu ve barindirdigi mikrobiyel zenginlik hakkinda bilgi verir.
« Saya¢ animasyonlar1 ve gorsel bilesenler aboutscript.js ile desteklenmistir.
e Renk paleti ve tipografi aboutstyle.css ile tanimlanmustir.
location.php

Laboratuvarin fiziksel adresinin ve konum bilgilerinin yer aldig1 kisimdir.Google
Maps entegrasyonuyla Acik adres, ulasim bilgisi ve gorsellestirilmis harita igerir.
Ziyaret veya numune gonderimi gibi fiziksel erisim ihtiyacim karsilamaya

yoneliktir.
contact.php

Iletisim bilgilerinin modern kart stilinde sunuldugu sayfadir. Telefon, e-posta,
web ve fiziksel adres ayni kutuda gosterilir. Kurumsal ulasilabilirligi estetik bir

bi¢imde sunar.
services.php — Analiz ve Destek Hizmetleri

Laboratuvarin sundugu mikrobiyolojik analiz, tiiretim ve danismanlik

hizmetlerinin listelendigi sayfadir.

e Dis paydaslarin, arastirmacilarin ve kurumlarin basvurabilecegi hizmetler

detaylica tanimlanur.

e Sayfa, koleksiyonun yalnizca bilgi saglayan degil, aktif hizmet sunan bir

aragtirma altyapisi oldugunu vurgular.
contract-research.php — Kurumsal I Birligi Sayfasi

Universite-sanayi is birliklerine dair s6zlesmeli arastirma modelinin tanitildig

sayfadir.
e Sundugu agiklamalar statiktir, ancak ortak sablonlar {izerinden dahil edilmistir.

e HUFCC’nin profesyonel dis is birliklerine agik ve kurumsal yoOniinii

belgelendirir.

staff.php — Laboratuvar Ekibi
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HUFCC’de gorevli aragtirmacilarin tanitildigr sayfadir.

e Bootstrap grid/kart yapisi ile kisi kartlar1 sunulur.
e Her kartta isim, rol, iletisim bilgileri ve aragtirma alan1 gibi bilgiler bulunur.

o Sayfa, koleksiyonun arkasindaki bilimsel insan giiciinii goriiniir kilarak giiven

olusturur.

yeast-collection.php & bacteria-collection.php

o Koleksiyon veri tabaninin kullaniciya sunulan arayiizii, iki ayr fakat yapisal

olarak benzer arama sayfasi lizerinden islev gormektedir. Bu sayfalardan ilki,
yeast-collection.php adiyla anilan ve veritabanindaki ID numarast 59 veya
daha kii¢iik olan maya suslarim filtreleyen bir yapidir. Digeri ise bacteria-
collection.php dosyasidir ve ID numarasi 60 veya iizeri olan laktik asit

bakterilerini (LAB) listelemektedir.

o Her iki sayfa, arka planda searchStrain.php adli PHP betigiyle ¢alismakta; bu

dosya, JavaScript destekli AJAX cagrilar1 yoluyla caligtirilarak, kullanici
sorgularina hizli ve sayfa yenilemesi olmadan cevap verebilen bir yapi

sunmaktadir.

Arama kutusuna girilen terim, HUF kodu ve taksonomik isim alanlarinda kii¢iik-

biiylik harf duyarsiz bi¢cimde taranarak filtrelenmis sonuglar getirilir.

Kullanici, sonuglar tablosundan bir susa tikladiginda, getStrainDetails.php
dosyas1 devreye girerek ilgili susa ait tiim detaylar1 dinamik bi¢cimde bir modal
pencere icinde goriintiiler. Bu yapi, Bootstrap CSS kiitiiphanesiyle responsive
(mobil uyumlu) bir tasarimla biitlinlestirilmis; kullanict dostu ve sik bir arayiizle
sunulmustur. Ayrica, sistemde CAT adinda sabit bir kategori degiskeni
kullanilarak maya ve bakteri sayfalar1 arasindaki filtreleme davramslari net
bicimde ayristirilmistir.Sonug olarak, bu iki sayfa birlikte, koleksiyondaki
hufcc.csv verisini kullaniciya aratilabilir, filtrelenebilir ve etkilesimli bir formatta

sunarak arayiiz katmaninin temel bilesenini olusturmaktadir.
bioinformatics.php

Biyoinformatik analizde kullanilan programlara ve ilgili internet baglantilarina

yer verilen icerik sayfasidir.
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o BLAST, hizalama, model se¢imi, filogenetik agac ¢izimi gibi basliklara yer verir.

o Icerik MEGA, ITOL gibi araclarla yapilan uygulamalar hakkinda bilgilendirmeye

yonelik hazirlanmistir.

Bu sayfa, kiiltiir koleksiyonunda yer alan suslarin karakterizasyonunda kullanilan

araglarin tanitimin1 hedefler ve bu konuda bir model olusturur.
identification.php — Sus Tanimlama Siirecinin Bilimsel Altyapisi

Bu dosya, HUFCC koleksiyonuna dahil edilen mikroorganizmalarin tanimlanma
stireglerini agiklayan bilgi ve yontem katmanidir. Kullaniciya gorsel olarak sunulan
“Strains Identification Pipeline” infografigi ile tiim tanimlama siireci; kiiltiiriin
yeniden canlandirilmasindan sus diizeyinde tanimlamaya kadar adim adim takip
edilebilecek bicimde gosterilmistir. Bu yapi, web sitesi kullanicilarinin
koleksiyondaki suslarin nasil tanimlandigini anlamalarina yardimci olmakta ve

koleksiyonun bilimsel gecerliligini desteklemektedir.
Akademik Katki ve Uygulama Ciktilar

Asagida yer alan ili¢ kod sayfasi, HUFCC’de yer alan suslarin farkli endiistriyel,

biyoteknolojik ve akademik alanlarda materyal olarak kullanildiginu belgelemektedir.
thesis.php

Bu dosya, HUFCC kiiltiir koleksiyonunda yer alan suslarin materyal olarak
kullanildig1 yiiksek lisans ve doktora tezlerini dinamik bir sekilde sunar. Amag,
koleksiyona ait mikroorganizmalarin farkli uygulama alanlarindaki bilimsel

katkilarint goriiniir kilmak ve referans teskil etmektir.

Her tez, kapak gorseli, baslik ve “View Thesis” baglantisiyla birlikte kart yapisinda

sunulmustur.

Gorsel olarak dikkat cekici ve kullanici dostu bir arayiiz saglanmistir. Kartlar

responsive yapidadir ve etkilesimlidir.

Tez basliklart Ingilizce verilmistir; akademik goriiniirlik amaciyla italik yazim

kurallarina (or. tiir adlar1) dikkat edilmistir.

Her tez, HUFCC koleksiyonundaki suslarin farkli alanlardaki (gida fermantasyonu,

biyoteknoloji vb.) kullanimlarin1 yansitir.
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presentations.php

HUFCC’de yer alan suslarin materyal olarak kullanildig1 s6zlii ve poster bildirilerini
dinamik bir sekilde sunar. Amag, koleksiyona ait mikroorganizmalarin farkli

uygulama alanlarindaki bilimsel katkilarini goriiniir kilmak ve referans teskil etmektir.
Sunumlar baglik, gorsel ve baglant1 igeren kartlarla gosterilir.

Responsive yapida tasarlandigindan mobil uyumludur.

Koleksiyonun bilimsel iletisim ve paylagim yoniinii yansitir.

publications.php

HUFCC’de yer alan suslarla yapilan bilimsel makaleleri dinamik bir sekilde listeler.
Amag, koleksiyonun literatiire olan katkisini belgelemek ve arastirmacilar igin

referans kaynagi sunmaktir.

Yayinlar; baslik ve baglanti iceren kartlarla sunulur.
Mobil uyumlu ve okunabilir yapida tasarlanmaistir.

Kiiltiir koleksiyonun akademik ¢iktilarla iligkilendirilmesini saglar.

Yukarida verilen bilgilerin bir 6zeti seklinde HUFCC web sitesinin kodlama

altyapisinin genel 6zeti Cizelge 4.11.”de verilmistir.
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Cizelge 4.11. HUFCC web tabanli sistemi: bilesenler, islevler ve teknik 6zellikler [29]

(header, nav, footer)

yap1 ve merkezi giincelleme
imkan1 saglar

Bilesen / Sayfa Temel Islev Teknik Ozellikler
. Suglara ait verilerin yapisal Her satir bir susu, siitunlar ise
CSV verisi . . AR .
olarak diizenlenmesi tanimlayici 6zellikleri temsil eder
Arama kutusuyla veri AJAX destekli, biiyilik-kii¢lik harf
searchStrain.php tabaninda filtreli sorgu duyarsiz, giivenli sorgu (prepared
yapilmasi statement)
. ID ile kayit sorgulanir, Bootstrap
getStrainDetails.php Suslara alt.deta'}./ larlp modal uyumlu HTML tablo ile sunum
pencere ile gosterilmesi
yapilir
Yapisal Bilesenler Sayfa bitiinligi, kurumsal PHP include yontemiyle tiim

sayfalara biitiinlesmis, responsive
yap1

CSS /]S (Ozel stil ve
etkilesim dosyalari)

Sayfalara 6zel gorsel tasarim
ve animasyon saglama

Mobil uyumlu (responsive), renk-
tema ve hareket efektleri igerir

Ana Sayfalar (index,
about, contact, location)

Tanitim, iletisim, konum
gibi temel bilgilendirme
alanlari

Google Maps, kart yapisi, sayag
animasyonlari ile desteklenmis
gorseller

Collection Sayfalar

Aranabilir ve filtrelenebilir
maya / bakteri veri tabani

AJAX ile dinamik veri ¢gekme,
modal detay pencereleri, CAT

bioinformatics.php

yazilimlarinin tanitimi

(yeast & bacteria) arayuzi filtresiyle ayrim
Hizmet / Is Birligi o . .
. Dis paydaslara yonelik Statik agiklamalar, kurumsal ig
(services, contract- 4 . e .
hizmetlerin tanitim1 birligi modeli
research)
staff.php Aragtirmaci kadrosunun Bootstrap kgﬁ }{ap}51}{la sunulan
tanitimi kisi bilgileri
Kullanilan genetik analiz BLAST, MEGA, ITOL gibi

araglara baglantilar

identification.php

Sus tanimlama siirecinin
bilimsel temellere dayali
anlatimi

“Identification Pipeline”
infografigi ile desteklenmis igerik
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4.5.3. Yazilim Altyapisi ve Platform Secimi

Bu calismada, HUFCC’ye ait verilerin dijitallestirilmesi ve erisilebilir bir araylizde
sunulmas1 amaciyla gelistirilen sistem hem yazilim tasarimi hem de kullanic1 deneyimi
acisindan biitlinciil bir ¢oziim sunmustur. Baglangicta Microsoft Excel iizerinde
yapilandirilan veri semasi, siire¢ icerisinde MySQL tabanli iliskisel veri tabani yapisina
doniistiiriilmiis; PHP destekli web altyapisiyla entegre edilerek veri akist saglanmistir.
Kullanicilarin  sus bilgilerine filtrelenebilir, aratilabilir ve indirilebilir formatlarda
erisebilmesi; sistemin hem islevselligini hem de kullanilabilirli§ini ortaya koymaktadir.
Gercek zamanlt veri sunumu, veri dogrulugu ve erisim hizindaki iyilesmelerle birlikte;
manuel yontemlere kiyasla 6nemli 6l¢iide zaman tasarrufu ve hata azaltimi saglanmstir.
Yazilim altyapisinin  barindirilmasi (hosting) ve veri tabani erisimi i¢in Hacettepe
Universitesi'nin sunucu ve ag kaynaklari kullamlmus; bdylece sistemin kurumsal giivenligi
ve siirdiirtilebilirligi desteklenmistir. Elde edilen bu dijital altyapi, yalnizca mevcut proje
icin degil, benzer kiiltiir koleksiyonu girisimleri i¢in de Ol¢eklenebilir ve siirdiiriilebilir bir

model ortaya koymaktadir.

HUFCC platformunun teknik gelistirme siirecinde, kodlama dili olarak PHP tercih edilmis
ve tiim kodlama altyapis1 Visual Studio Code editorii iizerinde yapilandirilmistir. Veri tabani
entegrasyonu ilk etapta XAMPP ve phpMyAdmin iizerinden test edilmis; daha sonra
DBeaver araci araciligiyla uzak veri tabani baglantis1 kurulmus ve hufcc.csv dosyasindaki
sus bilgileri sistem veri tabanina aktarilmigstir. Sunucu baglantisi ve dosya transferi islemleri
FileZilla programi ile gergeklestirilmis; web sayfasi iizerinde gerekli bilesenlerin
calisabilirligi saglanmistir. HUFCC, Google Chrome, Mozilla Firefox ve Internet Explorer
gibi yaygin tarayicilarla uyumlu sekilde calismakta olup, responsive tasarimi sayesinde

mobil cihazlarla da tam uyumluluk gostermektedir. Platforma https://hufcc.hacettepe.edu.tr/

adresinden erisilebilmektedir. Web platformunun igerigi hakkinda baz1 gorseller Sekil

4.19°da verilmistir.
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https://hufcc.hacettepe.edu.tr/

| HACETTEPE ONIVERSITES| Maya Arama
| F) MOHENDISLIK FAKOLTESI

Mizalama Araglan

WU Kodu Takson Adt

1 mAsT

£

H
§
£

HUFCC'ye Hog Geldiniz NCBI BLAST Filogenetik Analiz

(ocatiope Oniverstes FaadOmice Laboratuvor KuGr Keleksiyonu)
A b3

NeBt BLAST - ex

Hizmetler Emnm
= i o - °
Lot Asit Bowter Sups Hamevert o
o c
pr— c
<arma xanar Anasiss Beyaz (zim suyunda Kaguk digekli beyaz peynir AADI5 Genini Hedefleyen o
yetigtirilen Saccharomyces igleme tesisinde laktik asit QPCR-HRM Teknigini >
o

Taniama.

iami 195 1ONA Oxal Anail

R r—

cerevisiae ve Metschnikowia
pulcherrima suglannda ARO
ve ADH genlerinin RT-qPCR
tabanh kantitatif analizi

Makaleyi Gorantale

bakteri

shotgun metagenomik ve

boulardii nin Saccharomyces

tespiti

Makaleyl Gorantale

3
Farklilagtinimas:

)

d) St KOG T e) Makaleyl Garantale f)

Sekil 4.19. HUFCC web platformu [24, 29]

(a) HUFCC ana sayfa ekran goriintiisii. Kullanicilar karsilayan girig paneli, laboratuvar kiiltiir koleksiyonunun genel tanitimi ve platformun amacina yonelik agiklamalar igermektedir; (b) Maya susu arama ekrani.
Takson adna gore filtreleme yapilarak ilgili suslara ait HUF kodu, takson bilgisi ve referans materyal erisim baglantilar1 sunulmaktadir ; (c¢) Analiz araglarn arayilizii. NCBI BLAST, MEGA11, DnaSP gibi genetik analiz
yazilimlarina yonlendirme saglayan simgesel menii tasarimi gosterilmektedir. ; (d) Sunulan hizmetler meniisii. Laktik asit bakterisi izolasyonu, kiiltiir tanimlama, DNA analizi gibi laboratuvar hizmetleri ve maya suslarina
yonelik islemler siralanmustir. 5 (e) ilgili bilimsel yayinlar boliimii. Koleksiyonda yer alan suslarin kullanildig1 ¢aligmalara dayanan akademik yayinlar, baslik ve 6zet gorselleri ile sunulmaktadir. ; (f) Iletisim ve konum

bilgileri paneli. Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii FoodOmics Laboratuvari’nin adresi, iletisim numaralari ve harita tabanl konum bilgisi gosterilmektedir.
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Veri tabani yapisinin kavramsal diizeyde kurgulanmasi siirecinde, HUFCC platformuna
0zgl bir Entity-Relationship Diagram (ERD) tasarimi olusturulmustur. ERD, sistemde
yer alan tablolarin birbirleriyle olan iliskilerini ve icerdigi alanlar1 gorsellestirerek, veri
tabaninin mantiksal biitiinliiglinii saglamada kritik rol oynar. Sekil 4.20’de gosterilen
Strain tablosu, HUFCC veri tabaninin temel varligidir ve her bir mikrobiyel susa ait

tanimlayici bilgileri icerecek sekilde yapilandirilmistir.

Strain

PK id : INT
Strain Name : VARCHAR

UQ Strain Code (HUF) : VARCHAR
Other Collection Number : VARCHAR
NCBI Accession Number : VARCHAR
Culture Form : VARCHAR

pdf path : VARCHAR

Sekil 4.20. HUFCC veri taban1 ERD diyagrami

S6z konusu ERD diyagrami, koleksiyonda yer alan suglarin islendigi ve tanimlayici
niteliklerinin saklandig1 hufcc.csv dosyasi temel alinarak olusturulmustur. Bu dosyada
yer alan siitunlar analiz edilerek iliskisel veri tabani mimarisine doniistliriilmiis ve

normalizasyon ilkelerine uygun bigimde modelleme gergeklestirilmistir [29, 191].
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Strain tablosunda yer alan alanlar ve veri islevleri asagidaki gibidir:

id (PK): Her sus i¢in sistem tarafindan otomatik atanan birincil anahtardir (INT).
Strain Name: Susun bilimsel (taksonomik) adini igerir; arama ve filtrelemede
kullanilir.

Strain_Code (HUF) (UQ): HUFCC’ye 6zgii sus kodudur; tekrarina izin verilmez.
Other Collection Number: Sus baska koleksiyonlarda yer aldiysa, ilgili
numaray1 belirtir.

NCBI_Accession Number: NCBI’de kayith genetik dizilere ait erisim
numarasini igerir.

Culture Form: Susun fiziksel saklama bi¢imini tanimlar (6rnegin liyofilize
kiiltiir).

pdf path: Susla ilgili PDF formatindaki belgenin sistemdeki yolunu gdsterir.

Sekil 4.21°de gosterilen pop-up arayiiz ekrani, kullanicilarin HUFCC veri tabaninda

kayith olan belirli bir susa iliskin temel bilgilere hizlica erismesini saglayan dinamik bir

modiildiir. Sistem; arama kutusuna girilen taksonomik ad veya HUFCC koduna gore

veri tabaninda sorgulama yapmakta ve ilgili kayitlart Strain tablosundaki alanlara

karsilik gelen igeriklerle birlikte bu pencerede sunmaktadir.

Sus Adi Metschnikowia pulcherrima
HUFCC Kodu HUF17M3E22117
Diger Koleksiyon Numarasi

NCBI Erigsimm Numarasi PV819416

Kaltdar Formu Liyofilize kultdr ve gliserol stogu

Sekil 4.21. HUFCC sus arama sayfas1 pop-up ekrani drnegi

Gorselde ornek olarak Saccharomyces cerevisiae tiriine ait, HUF16MIC0003 kodlu bir

susa iliskin bilgiler yer almaktadir. Bu bilgiler; susun bilimsel adi (Strain Name),

HUFCC i¢i tanimlayict kodu (Strain_Code (HUF)), baska bir koleksiyondaki referans

numarast (Other Collection Number), genetik veriye ait NCBI erisim numarasi
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(NCBI_Accession_Number) ve fiziksel saklama formu (Culture_Form) gibi veri tabani

alanlarindan dogrudan ¢ekilmektedir.

Bu yap1, Sekil 4.20°de gosterilen ERD diyagramindaki alanlarla birebir uyumludur ve
veri tabani ile web arayiizii arasindaki biitlinliigii somut sekilde yansitmaktadir. Boylece
kullanici, veri tabanindaki karmagik yapiya dogrudan miidahale etmeksizin, 6nceden
yapilandirilmis veri semasi sayesinde sade, anlasilir ve anlik bilgiye erisim imkan1 elde

etmektedir.

Sekil 4.22°de gosterilen genel mimari sema, veri tabani destekli ¢evrim i¢i biyoinformatik
platformlarin temel bilesenlerini ve istemci-sunucu etkilesimlerini 6zetlemektedir. Bu
yap1, HUFCC djjital veri tabaninin arka plan isleyisini modellemek a¢isindan da oldukca

benzer bir mantikla ¢alismaktadir.

Kullanici (yonetici, veri giris operatdrii veya son kullanici), istemci arayiizii {izerinden
HTTP/HTTPS protokolii ile bir sorgu génderdiginde, bu istek web sunucusunda (Apache)
karsilanir ve ilgili PHP modiilleri tarafindan islenir. PHP betikleri araciligiyla
yapilandirilan sistem, gelen kullanici sorgusunu MySQL veri tabanina yonlendirir;

ardindan alinan yanit, islenmis ve uygun formatta kullanictya geri sunulur.

HUFCC platformunda kullanilan bu yap1; veri girisi, sus sorgulama, filtreleme, PDF
referans materyali goriintiileme gibi islemlerin gercek zamanli ve gilivenli bir sekilde
ylriitiilmesini saglar. Ayrica, Sekil 4.22°deki 6rnekte de goriildiigli gibi, kullanict kimlik
dogrulama islemleri yalnizca veri giris ve diizenleme yetkisine sahip olanlar i¢in zorunlu
tutulmustur. HUFCC sistemi de benzer bigimde, yetkilendirilmis kullanicilar igin veri

giincelleme ve igerik yonetim izinleri ile sinirlandirilmstir.

Kullanici arayiizii JavaScript, jQuery ve AJAX tabanli olarak yapilandirilmis; HTML ile
desteklenen arayiiz katmani sayesinde mobil ve masaiistii cihazlarda uyumlu, hizli ve
sezgisel bir deneyim sunulmustur. Dosya sistemi tarafinda PDF, CSV ve gorsel
formatlarin sunucuya giivenli sekilde aktarimi FileZilla ile saglanmis; arka ugta Linux

tabanli sunucuda barindirilan PHP uygulamalar ile biitiinliik olusturulmustur.

Bu biitlinlesik yap1 sayesinde hem veri giivenligi hem de sistem performansi optimize
edilmis; aym zamanda uluslararas1 orneklerle uyumlu, siirdiiriilebilir bir web tabanli

mikrobiyel koleksiyon altyapisi inga edilmistir. Ilgili Sekil 4.22°de verilmistir.
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Istemci Katmani

Veri Girig Operatoru

Admin Son Kullanici
(Yenetim Paneli) (Aragtirmaci/Ziyaretci)

Firewall / HTTPS
Kimlik Dogrulama

Uygulama ve Web Sunucusu

Y

Kullanici Arayuza
(HTML/CSS/JavaScript)

Uygulama Mantigi / API
(PHP, Ajax, jQuery)

Sorgu Sonucu Dizi Kayd / Link oleksiyon Kaydi

VeriYabani Sunucusu

MySQL / DBeaver (hufccdb)
« Sus Meta Verisi
« Dizi Bilgileri
* Analiz Sonuglan
+ Kullanici Kayitlan

Dosya Yonetimi
(PNG/JPG/PDF/CSVIFASTA)

NCBI / GenBank WDCM /ECCO/ MIRRI

Arsivileme ve Yedeklg

Lokal Yedek
(rsync ile dosya senkronu,
mysgldump ile DB yedegi)

esitleme:

y

Bulut Yedek
(Google Drive)

Sekil 4.22. HUFCC web altyapisinin istemci-sunucu temelli veri akisi ve veri madenciligi

yaklasimiyla isleyen genel sistem mimarisi [29, 192]
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Sekil 4.22°de verilen sistem mimarisinin agiklamasi asagida verilmistir.

Istemci Katmani

Admin (Yonetici): Kayit onayi, giincelleme, kullanici ve entegrasyon ayarlari gibi
tiim yonetim islemlerini yapar.

Veri Giris Operatorii: Laboratuvar ¢iktilar1 (sus meta verisi, gorsel, PDF/RMS,
dizi dosyasi1 vb.) n1 standart forma uygun bi¢imde yiikler.

Son Kullanict (Arastirmacy/Ziyaretgi): Arama yapar, sus detaylarini goriintiiler,
analiz sonuglarin1 ve belgeleri indirir.

Erisim yolu: Bilgisayar/tablet/telefon ilizerinden HTTPS ile giivenli baglanti

kurar.

Giivenlik Katmani

Firewall/WAF: Sistemi dis saldirilara ve kotii niyetli isteklere kars1 korur.
HTTPS/TLS: Kullanici ile sunucu arasindaki tiim veri trafigini sifreler.

Kimlik dogrulama & yetkilendirme: Giris (kullanic1 adi/sifre, gerekirse 2FA) ve
rol tabanh yetkiler (admin—operator—ziyaretci).

Oturum ve kayit (log): Erisim ve islem giinliikleri denetim izi i¢in tutulur.

Uygulama ve Web Sunucusu

Kullanic1 Arayiizii (HTML/CSS/JS): Arama, listeleme, sus karti, indirme ve
baglant1 ekranlart.

Uygulama Mant1g1 / API (PHP, Ajax/jQuery):

Istekleri isler, veritabanina SQL sorgular1 gdnderir, dosyalari ¢agirir.
NCBI/WDCM gibi dis baglantilar1 olusturur.

Dosya Yonetimi: Gorseller (PNG/JPG), raporlar (PDF/RMS), tablolar (CSV), dizi
dosyalar1 (FASTA/AB1) gibi igerikleri saklar ve sunar.

Analiz Sonuglarinin Sunumu

Laboratuvar/biyoinformatik ortamda onceden iiretilmis barkod gorseli, tablo ve raporlar

burada gosterilir ve indirilebilir.
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Veri Taban1 Sunucusu (MySQL/DBeaver — hufccdb)

e Icerik: Sus meta verileri, dizi kayitlar1 (ITS/LSU/16S vb.), analiz sonuglari,
kullanic1 & erigim kayitlari.

e Isleyis: Uygulama mantigi veritabanina sorgu goénderir — sonu¢ ddner —»
arayiizde gosterilir.

e Yonetim araci: DBeaver vb. istemcilerle bakim/gozlem yapilabilir.

e Veri biitlinliigii: Zorunlu alanlar, yabanci anahtarlar ve standart kodlar (6r. HUF

kodu, erisim numarasi) korunur.
Dis Entegrasyonlar

e NCBI/GenBank: Dizilerin erisim numaralarina (accession) dogrudan baglanti
verilir (link-out).

e WDCM / ECCO / MIRRI: Koleksiyonun kurumsal kaydi ve standartlara uygun
goriniirligii saglanir.

e Arsivleme ve Yedekleme (iki katmanli giivence)

Lokal Yedek:

e rsync: Dosyalar1 senkronize eden arac; sadece degisen pargalari kopyaladigr i¢in
hizli ve verimlidir.

e mysqldump: Veritabanini metin-tabanli SQL yedegi olarak disa aktarir.

e Bulut Yedek (Google Drive/S3): Lokal yedekler belirli araliklarla esitlenir; olasi
ariza/kayipta geri ylikleme yapilir.

e Geri doniis plani: Thtiyac halinde dosyalar rsync yedeginden, veriler mysqldump

dosyasindan geri yiiklenir.
Ugtan uca akisin kisa 6zeti

Kullanict HTTPS {izerinden istekte bulunur — Giivenlik katmani1 dogrular — arayiiz
istegi uygulama mantiina iletir — Veritabanindan veri ve dosya sistemi icerigi ¢ekilir
—  Sayfa  olusturulur —  NCBI/WDCM  baglantilar1  sunulur  —

Tiim veri ve dosyalar diizenli olarak lokal + buluta yedeklenir.

Bu maddelerle seklin anlatti§i mimari, glivenli erisim, diizenli veri saklama, uluslararasi
gorliniirliik ve saglam yedekleme {izerine kurulu, web’de analiz calistirmadan analiz

ciktilarinin glivenilir sunumunu merkezine alan bir yap1 oldugunu gosterir.
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4.5.4. Mikrobiyel Kaynak Merkezi Entegrasyonu ve Siirdiiriilebilirlik

HUFCC biinyesinde gelistirilen dijital veri tabani, yalnizca mevcut arastirma ihtiyaglarina
yanit vermeyi degil; aym zamanda koleksiyonun uzun vadeli siirdiiriilebilirligini,
kurumsal kapasitesinin artirtlmasini ve ulusal-uluslararasi diizeyde etkin bir kaynak
haline getirilmesini hedeflemektedir. Bu sistem, HUFCC’nin mikrobiyel biyolojik
kaynak merkezi (mBKM) olma hedefi dogrultusunda tasarlanmis; koleksiyon yonetimi,
dijital arsivleme, veri etiketleme, arastirma ¢iktilarinin biitiinciil takibi ve dis paydaslarla
stratejik 1s birlikleri kurulmasi ig¢in gerekli teknik ve organizasyonel altyapiy1
sunmaktadir. Bu dogrultuda, HUFCC hem akademik hem de endiistriyel ve kamusal
paydaslarin erisimine agik, giivenilir ve siirdiiriilebilir bir kaynak olarak konumlanmastir.
Bu nedenle, 4 Temmuz 2025 tarihi itibartyla HUFCC, Diinya Kiiltiir Koleksiyonlar1 Veri
Merkezi’ne (WDCM) resmi olarak kaydettirilmis ve “WDCM Registered Number: 1325
numarasi ile tanimlanmistir. Bu gelisme, koleksiyonun uluslararasi alanda taninirligini
giiclendirmekte; ayn1 zamanda bilgi paylasimi, materyal degisimi ve ortak projeler gibi
cok yonlii i birligi firsatlarin1 destekleyen bir agin pargasi olmasini saglamaktadir.
Asagida Sekil 4.23’te WDCM portalinda HUFCC *nin bilgi ekrani verilmistir [193]. ilgili
sayfaya 28.8.2025’te erisilmistir.

OWDCM sz, Culture Collections Information Worldwide

Ev Gozat Aramak Istatistikler

A Ev WDCM 1325

@ Koleksiyon
Kayith Numara 1325
Kisaltma HUFCC
Ad Soyad Hacettepe Universitesi FoodOmics Laboratuvan Kiitir Koleksiyonu
Kurum H pe Universitesi, Mihendislik Fakilitesi, Gida Mihendisligi B&Iima
Ana sayfa https/ufce, hacetiepe. edu.tr/
Katalog URL'si https:/hufcc. hacettepe edu.tr

Sekil 4.23. HUFCC’nin WDCM portalindaki bilgi sayfasi
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5. YORUM

Mikrobiyel kiiltiir koleksiyonlari; gida gilivenligi, biyoteknoloji, endiistriyel
mikrobiyoloji ve aragtirma faaliyetleri i¢in temel bir altyapr olup, biyolojik
cesitliligin korunmasi ve siirdiiriilebilir kullanimi acgisindan kritik 6neme sahiptir.
Kiiltir koleksiyonlarinin sistematik olarak yonetilmesi ve ulusal/uluslararasi
standartlara uygun isletilmesi hem bilimsel giivenilirlik hem de endistriyel

uygulamalarda izlenebilirlik i¢in zorunludur.

Tiirkiye’de, laboratuvar Slgeginde yapilandirilmis ve standartlara uyumlu kiiltiir
koleksiyonlarinin sayist yetersizdir. Mevcut koleksiyonlarda uzun vadeli koruma
yontemleri, verilerin standartlagtirilmasi ve paydaslara acik erisim gibi konularda
eksikler bulunmaktadir. Uluslararas1 goriintirlik ve kiiresel aglara entegrasyon
diizeyinin  diisik olmasi, bilimsel etkilesim ve kaynak paylagimim

sinirlandirmaktadir.

Diinya genelinde de kiiltiir koleksiyonu verilerinin dijital ortama aktarilmasi ve web
tabanli platformlar iizerinden paylasilmasi, biyolojik kaynaklarin siirdiiriilebilir
yOnetimi ve arastirmalara entegrasyonu acisindan gelistirilmesi gereken 6nemli bir

alandir.
Bu kapsamda yapilan degerlendirmeler ile asagidaki sonuglara varilmistir:

o HUFCC koleksiyonundaki maya ve bakteri suslari, uygun besiyeri ve inkiibasyon
kosullarinda  canlandirilarak  morfolojik  ve  biyokimyasal  olarak
degerlendirilmistir. Mayalarda sekiz cinse ait suslarin makro ve mikroskobik
Ozellikleri literatiirle karsilastirilmis, uyumsuz veya canlandirilamayanlar elenmis
ve 78 sus sonraki asamalara alinmistir. Laktik asit bakterilerinde morfoloji, Gram
boyama, glukoz fermantasyon ve katalaz testleri uygulanmistir. Tanimlanmamis
suslar ise ileri molekiiler analizlere dahil edilmistir. Bu asamada 22 LAB susu
belirlenmis, referans suslar dogrudan eklenmis ve dogrulanan tiim stoklar tiger
paralel gliserol kiiltiirtinde uzun stireli saklamaya alinmaistir.

e Maya suslart icinde NCBI’a daha Onceki calismalarda [104] kaydedilmis ve
morfolojik degerlendirme sonucu S.cerevisiae’yla uyumsuz oldugu tespit edilen
3 sus calisma kapsamina ¢ikartilmistir. Kayitli olan 19 S.cerevisiae susu dizi

analizine dahil edilmemistir. Geriye kalan 56 susla dizi analizi
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gerceklestirilmistir. Bakteri tiirleri i¢in 22 sus ve 15 izolat dizi analizine dahil
edilmistir fakat izolatlar daha sonra dahil edildigi i¢in DNA izolasyon ve jel
elektroforezi verilerine yer verilmemistir.

e Maya grubunda 56 ve bakteri grubunda 22 adet sus ve 15 adet izolatin DNA
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’larin sonraki molekiiler analizler i¢in
kalite agisindan uygun oldugu saptanmuigtir.

e DNA izolasyonu yapilan 56 maya susunun ITS1-ITS4 primerleri ile ¢ift yonlii
PCR amplifikasyonu gercgeklestirilmis ve elde edilen diziler NCBI veri tabaninda
BLAST analizi ile karsilagtinlmistir. Suslarin  biiyiik kismi, 6zellikle
Saccharomyces cerevisiae ve Metschnikowia pulcherrima, %98—100 benzerlik
orani ile eslesmis; %99 ve lizeri benzerlik gosterenler “yiiksek giivenli tekil
tanimlama” kategorisine alinmistir. Toplam 11 susta (%19,64) BLAST sonucu
elde edilememis olup, bunun PCR verimi, DNA kalitesi veya saflastirma
hatalarindan  kaynaklandigi  degerlendirilmistir. Bu grupta yer alan
HUF16M2K10011 susu, biyokimyasal testlerle Yarrowia lipolytica olarak
dogrulanmistir. Caligma sonunda, 6nceki NCBI kayitlariyla birlikte koleksiyona
Saccharomyces cerevisiae (38 sus), S. cerevisiae var. boulardii (2 sus),
Metschnikowia pulcherrima (8 sus), Naganishia uzbekistanensis (3 sus),
Priceomyces carsonii (3 sus), Wickerhamomyces anomalus (2 sus), ayrica
Hanseniaspora uvarum, Solicoccozyma aeria ve Yarrowia lipolytica (1’er sus)
olmak tizere toplam 59 maya susu kazandirilmistir. Bu set, yaygin tiirlerin yani

sira biyoteknolojik agidan 6nemli nadir tiirleri de igermektedir.

HUFCC’de yer alan bakteri suslarinin tiir tayini amaciyla, 27F ve 1492R primer gifti
kullanilarak ¢ift yonlii PCR amplifikasyonu yapilmig, elde edilen diziler NCBI veri
tabaninda BLAST analizi ile karsilastirilmistir. Bazi suslar rastgele Ornekleme

yontemiyle ikinci kez dizilenerek ilk tanimlamalarin dogrulugu kontrol edilmistir.

e Toplam 37 bakteri susunun BLAST analizi sonucunda, 18 sus (%48,65) %99 ve
iizer1 benzerlik orami ile tek tiirle eslesmis ve tiir diizeyinde net olarak
tanimlanmistir. Bu grupta, dizi analiziyle belirlenen Enterococcus faecalis (12
sus) ve Enterococcus faecium (3 sus) ile daha onceki tanimlari dogrulanan
Limosilactobacillus fermentum, Lacticaseibacillus paracasei, Pediococcus
pentosaceus, Lactococcus lactis, Lacticaseibacillus  rhamnosus  ve

Levilactobacillus brevis tiirleri yer almaktadir. Ug sus (%8,11) dogrulayici
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yeniden sekanslama sonucunda ayni tiirle eslesmis ve ilk tanimlamalari
dogrulanmistir (E. faecalis). Dort sus (%10,81) ise %99 un iizerinde benzerlik
gostermesine ragmen birden fazla yakin tiirle eslesmis ve bu durumun
Lactobacillus cinsinde tiirler aras1 yiiksek 16S rDNA benzerligi veya referans
eksikliginden kaynaklandigi degerlendirilmistir. Bu grupta yer alan
HUF18ZN3R2029 kodlu sus, tiir-spesifik qPCR ile Lactobacillus helveticus
olarak dogrulanmis ve HUF24ZN3R2030 kodlamasiyla koleksiyona dahil
edilmistir. On iki sus (%32,43) i¢cin ise PCR verim diisiikliigli veya DNA kalitesi
gibi teknik nedenlerle BLAST sonucu elde edilememistir.

Koleksiyonda yer alan bakteri tiirleri; Limosilactobacillus fermentum (1 sus),
Lacticaseibacillus  paracasei (1 sus), Levilactobacillus brevis (1 sus),
Pediococcus pentosaceus (1 sus), Lactococcus lactis (1 sus), Lacticaseibacillus
rhamnosus (1 sus), Lactobacillus helveticus (1 sus), Enterococcus faecium (3 sus)
ve Enterococcus faecalis (12 sus) olarak belirlenmistir. Ayrica, dizi analizine tabi
tutulmadan referans olarak koleksiyona eklenen Streptococcus thermophilus (ST-
BODY-1), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (LB-12), Lactobacillus
acidophilus (nu-trish® LA-5®) ve Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(HNO19) suslar1 bulunmaktadir. Boylece HUFCC’ye 26 bakteri susu
kazandinlmistir. Maya suslariyla beraber toplamda 85 mikrobiyel sus,
HUFCC’nin mikrobiyel biyogesitliligini yansitmaktadir.

Bu c¢alismada NCBI’a kaydedilen maya suslar1 (34 sus) — ITS bolgesine dayali
filogenetik analiz, tlirler arasi iliskileri yiiksek dogrulukla ortaya koymustur.
Suslarin ¢cogu Ascomycota (n=30) geri kalantysa Basidiomycota (n=4) subesinde
yer almustir.

S. cerevisiae (n=16) ve P. carsonii (n=3) kisa dal uzunluklari ve yiiksek bootstrap
degerleriyle genetik olarak homojen bulunmus, koleksiyon i¢inde 6ngoriilebilir
performans potansiyeli tasimaktadir.

M. pulcherrima (n=8) ve W. anomalus (n=2) tiir i¢i genetik cesitlilik gostererek
fonksiyonel alt gruplar barindirma olasilig1 sergilemistir.

N. uzbekistanensis, H. uvarum ve S. aeria ise yiiksek uyumlu, 6zel fenotipik-
genetik profilleri ile model tiir potansiyeli tasimaktadir.

Bu calismada NCBI’a kaydedilen bakteri suglar1 (n=21) — 16S rRNA bdlgesine

dayali filogenetik analiz, tiim suslarin Bacillota subesinde, Bacilli sinifinda ve
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Lactobacillales takimi iginde yer aldigim1 dogrulamistir. Bu takim altinda
Lactobacillaceae, Enterococcaceae ve Streptococcaceae olmak tizere li¢ farklh
aile ve yedi tiir temsil edilmektedir.E. faecalis ve E. faecium, yiikksek bootstrap
(>0.90) ve diisiik dal uzunluklariyla yiiksek tiir i¢ci homojenlik sergilemistir.

P. pentosaceus ve L. brevis referanslara gore anlamli genetik farklilik tagimus;
ozellikle P. pentosaceus, uzun dal uzunlugu ile belirgin ayrigsma gostermistir.

L. lactis, veri setindeki en yiiksek genetik uzakliklardan birine sahip olup

potansiyel varyant olasilig1 tasimaktadir.

HUFCC koleksiyonu, hem genetik olarak homojen tiirleri (standart performans ve

giivenilirlik i¢in kritik) hem de fonksiyonel g¢esitlilik potansiyeli yiiksek tiirleri

barindirmasiyla stratejik bir bilimsel ve uygulama degeri sunmaktadir.

HUFCC’de yer alan ve NCBI’a kaydedilen maya ve bakteri suslarinda yapilan
genetik polimorfizm ve p-mesafe analizleri, tiir i¢i genetik ¢esitliligin tiirler
arasinda farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Saccharomyces cerevisiae
suslarinda LSU D1/D2 bdélgesi yiiksek polimorfizm (S = 50, Hd = 0,857, n =
0,07916) ve genis p-mesafe araligi (0,00-0,37) ile anlaml tiir i¢i ayrisma
sergilemis, bazi suslar filogenetik olarak uzak konumlanmistir. ITS bolgesi ise
siirlt polimorfizm (S = 4, Hd = 0,708, © = 0,02174) ile temel ayrim1 saglamis
ancak derin ¢oziimlemede yetersiz kalmistir.

Metschnikowia pulcherrima suslan yiiksek haplotip ¢esitliligi (Hd = 1,000) ve
indel varyasyonlan ile dikkat ¢ekmis, Priceomyces carsonii’de varyasyon diisiik
(p-mesafe = 0,002) bulunmustur. Naganishia uzbekistanensis suslart farkl
haplotip profilleri tasimis (Hd = 1,000), ancak p-mesafe diisik kalmistir.
Wickerhamomyces anomalus igin tek sus degerlendirilmis ve indel profili
belirlenmistir.

Bakterilerde Enterococcus faecalis sinirlt haplotip ¢esitliligi (Hd = 0,318, n =
0,00078) ve diisiik p-mesafe degerleri (0,000—0,009) ile homojen yap1 sergilemis;
yalnizca bir sus nispeten uzak konumlanmistir. Enterococcus faecium suslarinda
ise 16S rRNA dizileri tamamen 6zdes bulunmustur.

Genel olarak LSU bolgesi, 6zellikle S. cerevisiae’de tiir i¢i ¢oziiniirliik saglamis;
ITS bélgesi cogu maya tiiriinde sinirhi gesitlilik gostermistir. Bakterilerde 16S
rRNA diislik varyasyon sunmasina ragmen taksonomik dogruluk korunmus ve tiir

ici genetik yap1 hakkinda 6nemli veriler elde edilmistir.
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Maya suslarinda liyofilizasyon 6ncesi canli hiicre sayilar1 7,11-8,08 log kob/mL
araliginda degismis, ortalama deger 7,72 log kob/mL ve medyan 7,70 log kob/mL
olarak hesaplanmistir. Liyofilizasyon sonrasinda canlilik 7,00-7,78 log kob/mL
araliginda bulunmus, ortalama deger 7,38 log kob/mL’ye diismiistiir. Otuz giinliikk
depolama sonunda ise canli hiicre sayilar1 6,66—7,95 log kob/mL araliginda degismis,

ortalama deger 7,45 log kob/mL ve medyan 7,44 log kob/mL olarak belirlenmistir.

Otuz giinliik depolama sonrasinda rastgele secilen 12 bakteri susunda canli hiicre
sayilar1 8,86-9,69 log kob/mL araliginda degismistir. Ortalama deger 9,49 log
kob/mL, medyan 9,6 log kob/mL ve standart sapma 0,25 log kob/mL olarak

hesaplanmustir.

Liyofilizasyon asamasinda, HUFCC’de yer alan 59 maya susundan 55’1 ile 26 bakteri
susundan 20’si liyofilize edilmistir. Ayrica, referans olarak temin edilen 5 susun
liyofilize kiltiirleri viallere aktarilarak koleksiyona dahil edilmistir. Boylece,

HUFCC’de toplam 80 susa ait liyofilize kiiltiir elde edilmistir.

Liyofilizasyon sonrasi saflik kontrolii, kiiltlirlerin kontaminasyondan ari oldugunu
dogrulamak amaciyla yapilmig; yalmizca dort susun (HUF16M3H11101 — S.
cerevisiae, HUF17M3E21115 ve HUF17M3F21127 — P. carsonii, HUF16M2K 10001
— Y. lipolytica) saf olmadig1 tespit edilmistir. Bu suslar koleksiyona yalnizca gliserol
stok olarak dahil edilmistir. Morfolojik degerlendirmede, liyofilize kiiltiir kekleri dort
grupta siniflandirilmistir: diizgiin kek (%39,6), diizgiin olmayan kek (%33), heterojen
kek (9%20,8) ve egimli kek (%6,6). En yiiksek oranin diizgiin kek olmasi, islemin belirli
Olciide kontrollii ve tekrarlanabilir yiiriitiildiiglinii gosterirken; diizgiin olmayan ve
heterojen kekler proses kaynakli fiziksel varyasyonlara, egimli kek ise genellikle vial—

raf temasindaki diizensizliklere isaret etmektedir [42, 111, 142, 143].

HUFCC biinyesinde, koleksiyon verilerinin standart, erisilebilir ve siirdiiriilebilir
sekilde yonetilmesi i¢in MySQL tabanli iliskisel veri tabani ve PHP destekli web

platformu gelistirilmistir. Web sitesine https://hufcc.hacettepe.edu.tr adresinden

ulasilabilmektedir.
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Sonu¢ olarak, bu tez caligmasi; Tiirkiye’de mikrobiyel biyocesitliligin korunmasi,
standartlara uygun olarak yonetilmesi ve ulusal—uluslararasi erisime acgik siirdiiriilebilir
bir kiiltiir koleksiyonu altyapisinin gelistirilmesi agisindan model olma niteligi

tagimaktadir.

HUFCC biinyesinde fenotipik, biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonu
tamamlanmis 85 maya ve bakteri susu, liyofilizasyon ve kriyojenik korumayla uzun siireli
korunmus, tiir diizeyinde tanimlanarak MySQL tabanli veri taban1 ve web platformu
aracilifiyla erisime a¢ilmistir. Koleksiyon, hem endiistriyel uygulamalarda giivenilirlik
saglayan genetik olarak homojen tiirleri hem de arastirma ve iiriin gelistirme potansiyeli

yiksek genetik ¢esitlilik barindiran tiirleri igermektedir.

Gelecek ¢aligsmalarda, koleksiyon kapsaminin artirilmasi ve tiir ¢esitliliginin doga ve gida
kaynaklarindan elde edilecek yeni izolatlar ile farkli ekosistemlerden saglanacak

mikroorganizmalarla zenginlestirilmesi planlanmaktadir.

Yapilan c¢alismalarla birlikte laboratuvar Olgeginde siirdiiriilebilir bir kiltir
koleksiyonunun devamliliginin saglanmasi ve ulusal-uluslararasi is birlikleri araciligiyla
kiiresel mikrobiyel kiiltiir agina katki sunulmasi hedeflenmektedir. Koleksiyonun
stirdiiriilebilirligi icin gliserol stoklar1 yilda bir, liyofilize kiiltiirler iki yilda bir
yenilenecek; biyoinformatik verilerle sus envanteri giincellenerek bakim maliyetleri

kontrol altinda tutulacaktir.
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EKLER

EK 1.1 Maya Suslarina ait DNA izolasyon Kalite Verileri

Sus Kodu (HUF) hgl‘(‘:‘;fl‘lzn‘zj::l) A260/A280
16M1C0002 20,15 23
16M1C0003 30,75 1,98
16M1C0004 20,75 1,95

16M3H11104 20,55 23
17M3H21208 278 2.1
18M3B21008 302 1,92
18M3B21010 44,65 1,93
18M3C21001 30,65 2,0
18M3C21010 21,8 2,02
18M3D21001 20,45 2,0
18M3E21007 12,8 17
18M3F21012 202 %
18M3G21009 23,4 23
18M3J21008 218 23
18M3K21007 21,95 2.1
18M3L21008 23.95 22
22B1C0001 2325 2.1
16M3A11002 23,65 2,0
16M3B11020 2.8 2,0
16M3B11023 24,15 2.0
16M3C11034 232 2.1
16M3D11049 23,1 1,95
16M3D11052 21,95 2.1
16M3G11089 22,55 2,0
17M3C21050 24,1 1,99
17M3C31064 2325 2,00
17M3D31090 22,9 2,05
17M3E21115 29,65 1,88
17M3E22117 13,15 1,91
17M3F21123 22 2.1
17M3F21125 35,26 17
17M3F21127 27,6 1,98
17M3F31135 23,6 1.8
17M3G31152 21,95 2.1
17M3H21174 295 1,87
17M3H21175 2,15 1,88
17M3H22179 26,84 1,89
17M3H21200 226 2,01
17M3H21212 17,75 1,96
16M3B11016 2385 2,02
17M3D32092 2538 1,93
17M3E21110 2325 22
17M3F21128 23,15 1,85
17M3H22218 2345 2.1
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16M2K 10003 22,35 1,99
16M2K 10009 33,9 1,98
16M2K 10010 28,25 2,1
16M3A11003 22,5 2,0
17M3F31139 23,7 1,99
17M3F32141 29,35 1,7
17M3H21173 34,9 1,94
17M3A21001 38,5 1,83
17M3A32019 29,95 1,92
16M3A12012 28 2,01
17M3D31087 25,45 2,2
16M2K10011 44,15 1,88

EK 1.2 Bakteri Suslarina ait DNA izolasyon Kalite Verileri

Sus Kodu (HUF) Niikleik Asit A260/A280
Miktar (ng/nl)
19ZN1R1001 32,75 1,93
19ZN1R1002 23,35 1,99
18ZN4R1011 22,15 1,86
18ZN5R1018 22,3 2,0
19ZN1M1001 44,75 1,91
19ZN2M1012 40,3 1,92
19ZN2M1013 36,75 1,9
19ZN4M1027 30,6 1,89
19ZN6M1035 41,2 1,91
19ZN7M1039 34 1,93
19ZN7M1043 43,7 1,9
19ZN10M1058 30,35 1,9
18ZN5R2031 2345 2,08
18ZN1M1002 24,6 1,91
22BDT2034 33,6 1,96
19ZN1R1013 26,95 1,75
18ZN2R1004 24,8 1,97
19ZN3R1008 24,1 1,94
18ZN9R2019 41,5 1,92
19ZN3R1010 29,75 1,81
19ZN5R1017 34,65 1,87
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EK 1.3. — Maya Suslarina ait Dizi Verileri

Sus Kodu
Kodu
(HUF)

1.Sekans Verisi

2.Sekans Verisi

ITS1-I1TS4
primerleri ile
yapilan Sanger
Dizileme Sonuclari

16M1C0002

GAACGCCCATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTG
AGGGTCATTTCCTTTTCAAACCTTTTGTTTGGTAGGGAGTGATACTT
TTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTT
TTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTAC
GGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAG
CGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAAT
GTTCTTAAAGTTGACCTCAAATCA

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.67)

16M1C0003

GGGCCCGAGGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAAT
TTTTGTCAAAAACAAGAATTTTTGTAACTGGAAATTTTAAAATATTA
AAAACTTTCAACAACGGATCTTTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGC
ATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTTTCAAACATTCTGTTTGGTAGT
GAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTG
GATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTAT
AATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTT
TTT

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.03)

16M1C0004

CTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAAT
TTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACT
GGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAA
GTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAAC
GGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAA
TACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCAT
TCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTA
TTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTA
AAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGG
GGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTICTCAAACATTCTGTTTGGTA
GTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGG
ATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCA
AGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATAC
TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAA
CAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCATA

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.88)

16M3H11104

TCGAGGTCAACTTTAAGAACATTGTTCGCCTAGACGCTCTCTTCTTAT
CGATAACGTTCCAATACGCTCAGTATAAAAAAGATTAGCCGCAGTTG

Saccharomyces
cerevisiae
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GTAAAACCTAAAACGACCGGTACTTTGCATTATACCTNCAAGCACGC
AGAGAAACCTCCTCTTTGTGAAAAAAAAAA

(%97.62)

22B1C0001

CCTTTCCGTAGGGTGACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAAT
TTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTG
GGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAG
TGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACG
GTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAAT
ACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATT
CGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTAT
TCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTA
AAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGG
GGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTA
GTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGG
ATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCA
AGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATAC
TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAA
CAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAGTAA

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.88)

18M3C21001

TTTGAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTG
GGCAAGAAGACAAGAGATGGAAAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAG
TGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACG
GTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAA
TACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGC
ATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCT
ATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAA
TATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGC
ATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGG

Saccharomyces
cerevisiae
(%99.81)

18M3D21001

GGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAAT
TTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTA
AAAACTTTCAACAACGGATCTTTTGGTTTTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGC
CTGTTTGAGCGTCATTTCCTTTTCAAACATTTTGTTTGGTAGTGAGTGAT
ACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTT
TTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGT
CGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATT
GGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTA
AAGTTGACCTC

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.39)

18M3F21012

GTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTTT
TGGTTTTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGT
GAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCCCATTGCG

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.27)
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CCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTTTC
AAACATTTTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATT
GCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCG
TGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGC
GGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAG
AGAGCGTCTAGGGCGAACAATG

18M3G21009

ATGGGAGTTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTA

TAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTT

TTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAG
GCGAACAATGTTCTTAAAGTTGACCTCAAATCAGGTAGGA

Saccharomyces
cerevisiae

(%100)

18M3J21008

TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTG
CAGAATTCCGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCCCATTGCGCCCCTTG
GTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTTTCAAACAT
TTTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCC
TTTTCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGA
GGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATC
TTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGT
CTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTG

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.46)

18M3K21007

TTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATT
TTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTG
GGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAG
TGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGG
TGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATA
CAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTC
GAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATT
CATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAA
AATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGG
GGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTA
GTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGG
ATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCA
AGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATAC
TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAA
CAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAATAA

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.88)

18M3L21008

AACACAAACAATTTITATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTT
TTGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATTTTT
TGGTTTTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGT
GAATTGCAGAATTCCGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCCCATTGCG
CCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTTTC
AAACATTTTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATT
GCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGT
GCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGG

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.17)
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CTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAG
AGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTGACCTCAAATC

16M3D11049

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATT
TTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTG
GGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAG
TGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGG
TGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATA
CAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTITTCTTTGGGCATTC
GAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATT
CATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAA
AATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGG
GGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTA
GTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGG
ATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCA
AGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATAC
TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAA
CAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCATA

Saccharomyces
cerevisiae
(%100)

16M3D11052

TTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGAT
GGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCT
TGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTT
TGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTT
TCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCA
GAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAA
AAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAA

CAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC

GATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGA

ACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC
GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGA

GTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGA

GAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAA

AATTTTGAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTT
TACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGC
GCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTAT
TCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAA
ACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACT
TTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACA
CAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATT
TTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
TAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCA
TTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAG
TTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAG
AGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAA

Saccharomyces
cerevisiae
(%100)
(%100)

17M3F31135

CTTTTTTTTGGGCCATTGGGCCAATGGGGGCCCAGGGGTAACAAACA
CAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTT
GTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTTTTG
GTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCCCATTGCGCC
CCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTTTICAA
ACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCT
GGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGC
TTGAGGTATAATGCAAGTGCGGTCGTTATTAGGTTT

TCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTG

AGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCT

AATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAG
AGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTA

Saccharomyces
cerevisiae
(%98.35)

(%100)

17M3H21200

GGCAAGTAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGG
AGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTG
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TAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTG
TTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCA
TATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAG
GTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAA
CAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGT
CATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGT
TAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGA
GGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCA

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.83)

17M3F21128

GGAGTTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAA

TGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTA

TACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCG
AACGAATGTTGNCTTA

Saccharomyces
cerevisiae

(%498.73)

16M2K 10003

TCCGTAGGGTGACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTG
AAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGC
AAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGC
GCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGA
GAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC
ACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGC
AATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATT
AAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAT
ATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGG
CATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTG
AGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGAT
GTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAG
TACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATACTG
AGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACA
ATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAAC
TTAAGCATATCATAA

Saccharomyces
cerevisiae

(%99.88)

16M3A11003

TTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAG
TACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGA
GCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACGA

ATGTTCCTTAAAGTT

Saccharomyces
cerevisiae

(%98.76)

17M3F32141

CCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTTTC
AAACCTTTTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTG
CTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCT
TGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTA
ATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGC
GTCTAGGCGAACAATG

Saccharomyces
cerevisiae

(%100)
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GTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGG Saccharomyces
17M3F21123 ND TCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACG cerevisiae
TTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATG (%100)
CAATAACACAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG | TCAATAACACAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CATCGATGAAGAAGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGA | CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTT Metschnikowia
L6M3B11016 CGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCC | GCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGG pulcherrima
CCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTT | GTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACC (% 99.60)
GGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCC | TCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA (%100)
CCATTCCTTCTCCTC GTTTTAGCCCCATTCCTT
ACTCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAATTGTTTITAC | TCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAATTGTTTTTAC
ACCCTTTTAGGCACAAACTCTAAATCTTAACCGTCAATAACACAATT | ACCCTTTTAGGCACAAACTTTAAATCTTAACCGTCAATAACACAAT
AAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAA | TAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG Metschnikomi
CGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTG | AACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATC e jch nirowa
16M3B11020 | AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCG | ATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGC p’z(;ggrig")’“
TGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGG | ATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCT (0/“99' 21
CCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCATTCTTCTTCCT | GCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCATT 07
CACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA | CTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCAATCA
GGA ATAAGCGGAGGAA
TGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAATATTTTTACACCCTTITAGGC |\ 4 oGTCAATAACACAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
ACAAACTTTAAATTTTAACCGTCAATAACACAATTAAAAAACTTTCA o
GGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATA Metschnikowia
ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTG .
TGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC pulcherrima
CGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACG
16M3B11023 CCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTC (%98.10)
CACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGAT
ATTTA AAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAG (%99.00)
CTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAAC
AATAAGTTTTAGCCCCCATTCCTTTTTCCTCACCTCGTAAGACTACC
GGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCATTCTTTTTCCTCACCCTCGTAAG CGOTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
ACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG
CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAATTGTTTTTACAC | 150 GGAAGGATCATTAAAATTGTTTTTACACCCTTTTAGGCACAA
CCTTTTAGGCACAAACTCTAAATCTTAACCGTCAATAACTCAATTAA
ACTTTAAATCTTAACCGTCAATAACTCAATTAAAAAACTTTCAACA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACG .
ACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGC Metschnikowia
CAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTAAT ‘
GATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACG pulcherrima
16M3C11034 | CTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGG
CACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCG (%98.68)
GTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCT
ATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATC (%98.63)
AATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCATTCTTTTTCCTCAC
CCTCGTAAGACTACCCOETGAACTTAAGC ATATC AATAAGCGGAGGA | AACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCATTCTTTTTCCTCACCCTC
A GTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA
TCGTCAATAACACAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGA Metschmikomia
L6M3G11089 D CTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCG o
GGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAA P ‘;0/‘ 9‘;’2’1’;’“
CCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAAT 07
AAGTTTAGCCCCAGCCTTTTCCTCACCCTCGT
TTAATAAAACTTTCT AACAACCGGATCTCTTGGTTCTCGCATCCGATG | TTCAATTACTCAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC Metschnikowia
TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACT pulcherrima
17M3H21175 AAGAAACGCAGCGGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTG
ATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCOGGGTATTCCCCAG | TACAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGG (%97.37)
GTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACC (%99.54)
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GGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTC
CTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTA

TCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
GTTTAGCCCCATT

AAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTG

TCAATAACACAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTT
GCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGG

Metschnikowia
pulcherrima

1TM3H21212 ’T“égg&%‘é‘éﬁ‘%ﬁﬁﬁé?gfgfggggfgggf%gﬁ&%%%ﬁ%g GTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACC (%100)
TCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA - (%100)
CCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAG
GTTTTAGCCCC
CAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATG Motschmitomia
AAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAAT e
17M3E22117 CATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGC ND p ”’iﬁj’oro’ma
ATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGC (%100)
TTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
AAACTTTACATTTTAATCTTCAAAAACACAATAAAAAAACTTTCA AAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAAC Me";c,}i’”’k."w’“
ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA GCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGA pu 0‘/ 997’6’8””“
TTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTT ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGT Mose h(nizm;m zmmis
16M3A11002 GAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGG GGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGC | = o0 A Sems
TGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGC CTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCCATTCCTTCTTCC | Zei ot ulyc ’ e’;ﬂma
CTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTAGCCCCAAT TCACCCT 99 fg)
CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTTGC
CAGCGCTTAACTGCGCGGCGAAATAAACCTTACACACAATGTTTTTT
GITATTACAGGAACTTTTGCTTTGGCTTGTCTCTAGAAATAGAGTTGGG
CCAAAGGTTTAAACTAACTTCAATTTATTTGAACTATTTTTICTTATTGAA
ATGTCACTTTGTTGATTAAATTCAAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
17M3C31064 GCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGT - Priceomyces carsonii
CATTTCTCTCTCAAACCTTAGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGT (%99.84)
CGAACTAGGCGTTTGCTTGAAATGTATCGGCATGAGTGGTACTAGAT
TAGTGCTTCAGATTTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAAT
AGTCTGATGGCAAGTGTTTAGTAACTATGGCTCGGCCTAACAACAA
CAAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGGCTACCCGCTGAACTTA
AGCATATCAATAAGCGNNGGA
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGATTGAATTATCATTGT
TGCTCGAGTTCTTGTTTAGATCTTTTACAATAATGTGTATCTTTATTGA
ATTTTTITTTGGGCCTTTGGGCCATTGGGGGCCCAGGGGTAACAA AGATGTGCGCTTAATTGCGCTGCTTCTTTAGAGTGTCGCAGTGAAAGT N
ACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGIC CAAGA AGTCTTGCTTGAATCTCAGTCAACGCTACACACATTGGAGTTTTTTITA Saccharomyces cerevisiae
17M3D31090 AAAAL CTTTAATTTAATTCTTTCTGCTTTGAATCGAAAGGTTCAAGGCAAAAA (%495.97)

ATTTTTGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGG
ATTTTIT GGTTTTC

ACAAACACAAACAATTTTATTTTATTATAATTTTTTAAACTAAACCAA
AATTCCTAACGGAAATTTTAAAATAATTTAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATTGCGATAAGT

AATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACAT
TGCGCCCTTGAGCATTCTCAGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCC

Hanseniaspora uvarum
(%100)
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TTCTCAAAAGATAATTTATTATTTTTTGGTTGTGGGCGATACTCAGGG
TTAGCTTGAAATTGGAGACTGTTTCAGTCTTTTTTAATTCAACACTTA
GCTTCTTTGGAGACGCTGTTCTCGCTGTGATGTATTTATGGATTTATTC
GTTTTACTTTACAAGGGAAATGGTAACGTACCTTAGGCAAAGGGTTG
CTTTTAATATTCATCAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGATTACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAA

17M3E21110

TCTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATGATTGAACGT
CTGTCGAGCTTGCTCACAGGCACATCATATCCATAACACCTGTGCA
CTTGTCGGATGGCTTAGTGAAGACCGCAAGGTTGGAACTATCCGTC
TACTTTACATAACAATTCTGTAACAAATGTAGTCTTATTATAATAATA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCAGGAGCATG
CCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCCTCAACCTTAGATTGGTTAAAACC
TTTCTTTGGCTTGGATTTGGACGTTTGCCGATGATAAGTCGGCTCGTC
TTAAAAGTAATAGCTGGATCTGTCTCGCGACATGTTTGACTTGGCGT
AATAAGTATTTCGCTAAGGACATCTTCGGATGGCCGCGTTGCAAGA
CTAAAGACCGCTTTCTAATTCATTGATCTTCGGATTAATATTCTTGA
CATCTGGCCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAATA AGGGGGAGG

Naganishia uzbekistanensis
(%99.68)

17M3H22218

TCTTCCGTAGGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATGATTGAACGTC
TGTCGAGCTTGCTCACAGGCACATCATATCCATAACACCTGTGCACTT
GTCGGATGGCTTAGTGAAGACCGCAAGGTTGGAACTATCCGTCTACTT
TACATAACAATTCTGTAACAAATATAGTCTTATTATAACATAATAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTG
AGTGTCATGAAAACCCTCAACCTTAGATTGGTTAAAACCTTTCTTTGGC
TTGGATTTGGACGTTTGCCGATGATAAGTCGGCTCGTCTTAAAAGTAA
TAGCTGGATCTGTCTCGCGACATGGTTTGACTTGGCGTAATAAGTATTT
CGCTAAGGACATCTTCGGATGGCCGCGTTGCAAGACTAAAGACCGCTT
TCTAATCCATTGATCTTCGGATTAATATTCTTGACATCTGGCCTCAAAT
CAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCCGGGAG
GAA

Naganishia uzbekistanensis
(%99.21)

17M3D31087

CCTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATGATTGAACGT
CTGTCGAGCTTGCTCACAGGCACATCATATCCATAACACCTGTGCA
CTTGTCGGATGGCTTAGTGAAGACCGCAAGGTTGGAACTAT
CCGTCTACTTTACATAACAATTCTGTAACAAATGTAGTCTTATTATA
ACATAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCC
GAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCCTCAACCTTAGAT
TGGTTAAAACCTTTCTTTGGCTTGGATTTGGACGTTTGCCGATGA
TAAGTCGGCTCGTCTTAAAAGTAATAGCTGGATCTGTCTCGCGACA
TGGTTTGACTTGGCGTAATAAGTATTTCGCTAAGGACATCTTCGGAT

Naganishia uzbekistanensis
(%99.52)
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GGCCGCGTTGCAAGACTAAAGACCGCTTTCTAATCCATTGATCTT
CGGATTAATATTCTTGACATCTGGCCTCAAATCAGGTAGGACTACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAAT AGGCCGGGAGGAA

18M3C21010

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATGATTGAACGTCTGT
CGAGCTTGCTCACAGGCACATCATATCCATAACACCTGTGCACTTGTC
GGATGGCTTAGTGAAGACCGCAAGGTTGGAACTATCCGTCTACTTITAC
ATAACAATTCTGTAACAAATGTAGTCTTATTATAACATAATAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAG
TGTCATGAAAACCCTCAACCTTAGATTGGTTAAAACCTTTCTTTGGCTT
GGATTTGGACGTTTGCCGATGATAAGTCGGCTCGTCTTAAAAGTAATA
GCTGGATCTGTCTCGCGACATGGTTTGACTTGGCGTAATAAGTATTT
CGCTAAGGACATCTTCGGATGGCCGCGTTGCAAGACTAAAGACCGCTT
TCTAATCCATTGATCTTCGGATTAATATTCTTGACATCTGGCCTCAAAT
CAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA GCGGAGGA

Naganishia albida/
Naganishia
uzbekistanensis
(%100)

17M3D32092

CCCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATGATTGAACGTCT
GTCGAGCTTGCTCACAGGCACATCATATCCATAACACCTGTGCACTTG
TCGGATGGCTTAGTGAAGACCGCAAGGTTGGAACTATCCGTCTACTTT
ACATAACAATTCTGTAACAAATGTAGTCTTATTATAACATAATAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGA
GTGTCATGAAAACCCTCAACCTTAGATTGGTTAAAACCTTTCTTTGGCT
TGGATTTGGACGTTTGCCGATGATAAGTCGGCTCGTCTTAAAAGTAAT
AGCTGGATCTGTCTCGCGACATGGTTTGACTTGGCGTAATAAGTATTTC
GCTAAGGACATCTTCGGATGGCCGCGTTGCAAGACTAAAGACCGCTTT
CTAATCCATTGATCTTCGGATTAATATTCTTGACATCTGGCCTCAAATC
AGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT AAGGCCGGAGG

Naganishia albida/
Naganishia
uzbekistanensis
(%99.68)

17M3C21050

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTTGC
CAGCGCTTAACTGCGCGGCGAAATAAACCTTACACACAATGTTTTTIT
GTTATTACAGGAACTTTTGCTTTGGCTTGTCTCTAGAAATAGAGTTGGG
CCAAAGGTTTAAACTAACTTCAATTTATTTGAACTATTTTTCTTATTGAA
ATGTCACTTTGTTGATTAAATTCAAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGT
CATTTCTCTCTCAAACCTTAGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGT
CGAACTAGGCGTTTGCTTGAAATGTATCGGCATGAGTGGTCTAGATT
AGTGCTTCAGATTTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAAT
AGTCTGATGGCAAGTGTTTAGTAACTATGGCTCGGCCTAACAACAA
CAAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGGCTACCCGCTGAACTTA
AGCATATCAATAAGCCGGAGGAA

TTCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTITG
CCAGCGCTTAACTGCGCGGCGAAATAAACCTTACACACAATGTTTTIT
GTTATTACAGGAACTTTTGCTTTGGCTTGTCTCTAGAAATAGAGTTGG
GCCAAAGGTTTAAACTAACTTCAATTTATTTGAACTATTTTTCTTATTG
AAATGTCACTTTGTTGATTAAATTCAAAAAATCTTCAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTC
ATTTCTCTCTCAAACCTTAGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTC
GAACTAGGCGTTTGCTTGAAATGTATCGGCATGAGTGGTACTAGATT
AGTGCTTCAGATTTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAATA
GTCTGATGGCAAGTGTTTAGTAACTATGGCTCGGCCTAACAACAACA
AACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGGCTACCCGCTGAACTTAAGC
ATATCAATAAGCCGGAGGAA

Priceomyces carsonii
(%99.68)
(%100)

17M3F21127

AAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATC

TCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTTGCCAGCGC
TTAACTGCGCGGCGAAATAAACCTTACACACAATGTTTTTTGTTATTACAGGAA

Metschnikowia
pulcherrima
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ATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGG
GCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGT
CCTGC

CTTTTGCTTTGGCTTGTCTCTAGAAATAGAGTTGGGCCAAAGGTTTAAACTAAC
TTCAATTTATTTGAACTATTTTTCTTATTGAAATGTCACTTTGTTGATTAAATTCA
AAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAG
CGTCATTTCTCTCTCAAACCTTAGGGTTTGGTATTGAGTGATACTTTTAGTCGAA
CTAGGCGTTTGCTTGAAATGTATCGGCATGAGTGGTACTAGATTAGTGCTTCAG
ATTTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAATAGTCTGATGGCAAGTGTT
TAGTAACTATGGCTCG

(%100)
Priceomyces carsonii
(%99.82)

17M3E21115

TCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGTATTCTTTTTGCCAGCGCTTA
ACTGCGCGGCGAAATAAACCTTACACACAATGTTTTTTGTTATTACAGGAACTTTTG
CTTTGGCTTGTCTCTAGAAATAGAGTTGGGCCAAAGGTTTAAACTAACTTCAATTTA
TTTGAACTATTTTTCTTATTGAAATGTCACTTTGTTGATTAAATTCAAAAAATCTTCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACC
TTAGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAAATGTA
TCGGCATGAGTGGTACTAGATTAGTGCTTCAGATTTTTCAATGTATTAGGTTTATCC
AACTCGTTGAATAGTCTGATGGCAAGTGTTTAGTAACTATGGCTCGGCCTAACAAC

AACAAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGGCTACCCGCTGAACTTAAGCATATC

AATAAGCCGGAGGAA

Priceomyces carsonii
(%100)

17M3G31152

AAAAAGAATGCCGTAATGATCCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAA
GGATCATTACAGTATTCTTTTTGCCAGCGCTTAACTGCGCGGCGA
AATAAACCTTACACACAATGTTTTTTGTTATTACAGGAACTTTTGC
TTTGGCTTGTCTCTAGAAATAGAGTTGGGCCAAAGGTTTAAACTAAC
TTCAATTTATTTGAACTATTTTTCTTATTGAAATGTCACTTTGTTGAT
TAAATTCAAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATG
AATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTC
TCTCAAACCTTAGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACT
AGGCGTTTGCTTGAAATGTATCGGCATGAGTGGTACTAGATTAGTG
CTTCAGATTTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAATAGTCT
GATGGCAAGTGTTTAGTAACTATGGCTCGGCCTAACAACAACAAA
CAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGGCTACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGNNNGAGGAA

Priceomyces carsonii
(%99.84)

17M3F31139

TCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGATTGAATTATCATT
GTTGCTCGAGTTCTTGTTTAGATCTTTTACAATAATGTGTATCTTTAT
TGAAGATGTGCGCTTAATTGCGCTGCTTCTTTAGAGTGTCGCAGTGA
AAGTAGTCTTGCTTGAATCTCAGTCAACGCTACACACATTGGAGTTTT
TTTACTTTAATTTAATTCTTTCTGCTTTGAATCGAAAGGTTCAAGGCA
AAAAACAAACACAAACAATTTTATTTTATTATAATTTTTTAAACTA
AACCAAAATTCCTAACGGAAATTTTAAAATAATTTAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAT
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATT

Hanseniaspora uvarum
(%99.85)
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TTTGAACGCACATTGCGCCCTTGAGCATTCTCAGGGGCATGCCTG

TTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAAAGATAATTTATTATTTTTTGGIT

GTGGGCGATACTCAGGGTTAGCTTGAAATTGGAGACTGTTTCAGTCT

TTTTTAATTCAACACTTAGCTTCTTTGGAGACGCTGTTCTCGCTGTGT

GTATTTATGGATTTATTCGTTTTACTTTACAAGGGAAATGGTAACGT
ACCTTAGGCAA

16M2K 10009

TCTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATAGTATTCTATTG
CCAGCGCTTAATTGCGCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTT
TTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGT
CTAAACACATTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAA
ATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATT
GTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGACATTGC
ACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCT
CTCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAA
CTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTG
AAATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGT
TTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACTAAAAGTTT
GACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCA

Wickerhamomyces anomalus
(%100)

16M2K 10010

GCGGAAGGATCATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGCGC
GGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGITTTTTTGAACTTTGCTTT
GGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCTAAACACATTTTTTIT
AATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAA
ATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGC
AACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGC
AGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTC
TGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAA
ACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTG
AAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAA
ATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGT
TTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACTAAAAGTT
TGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCCGGAGGA

Wickerhamomyces anomalus
(%100)

16M3A12012

CTTCCGTAAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGTGAATTAAACATG
CTTGGTGTCTTCGCTTCGGCAAGGCCCTTGCTTAACTCACATCCCAACA
CCTGTGAACTGTAAGGCGCATGACTAGGTTCGCCCAAGTCATCGTCTG
CCCTTTTTAACAAACAATTAATGTAACAAACGTAGTCTTATTATAACCT
AATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCTTTGGTATTCCGAAGAGCAT
GCCTGTTTGAGTGTCATGAAAATATCAACCTTGACTTGGGTTTTGTGCT
CTAGTCTCGGCTTGGAATTGGGTGCTTGCCGCTTTAACGAGCGGCTCA
CCTTAAATGTATTAGCTGGATCTGTCTTTGAGACTTGGTTTGACTT
GGCGTAATAAGTATTTCGCTAAGGACATTCTTCGGAGTGGCCTCGTTT
CTAGGACGCTTGTCCGCTTTC

Solicoccozyma aeria
(%99.69)
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CAATACAAGTTCCACCTCGTGGACATGACTTTTTATTATCTGGCCTCAA
ATCAGGTAGGACTACCCGC TGAACTTAAGCATATCAATA

* « jle belirtilenler rastgele orneklemeye dahil edilmedigini ifade etmektedir. “ND” ile ifade edilenler dizi analizinde yeterli sonug

edilemedigini ifade etmektedir.

EK 1.4. —Bakteri Suslarina ait Dizi Verileri

elde

27F-1492R
primerleriyle
Sus Kodu 1.Sekans Verisi 2.Sekans verisi yapilan Sanger
(HUF) . .
dizileme
sonuclari
19ZN1R1001 AGTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTG

ATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTA
ACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATAC
CGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTC
TCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGG
GGTAATGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACT
GATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCA
ACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGT
TAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTAT
TTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGT
GCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGG
AGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAG
TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACT
CGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATG
CCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGT
GCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCA
AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
TGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAAC
GCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCC
AGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG

Limosilactobacillus
Sfermentum
(% 99.93)
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CTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCG

AGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGC

TGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA

GCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTT
TAGGAGGCCAG

19ZN1R1013

ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA
CAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAA
GGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCA
GAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGG
AAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCAT
GGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAA
ACGATGAATGCTAGGTGTT

Lacticaseibacillus
rhamnosus
(%100)

18ZN4R1011

AGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAAC
GAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAG
TGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCC
AAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTT
TTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTC
ACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGG
AGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGC
GCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGA
GGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAC
AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCC
CTTCAGTGCCGCAGCTACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCT
TCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC
TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCA

Lacticaseibacillus
paracasei
(%100)

18ZN5R1018

AACTTCCGTTAATTGATTATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTA
ACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
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CCCAGAAGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATAC
CGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCT
GCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAG

GTAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAG
AGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCT
GTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGAC
GGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCA
ACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAG
GACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGA
AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTG
AGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT
CAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCTTCTGACAGTTTAAGAGATTAGAGGTTCCCTTCGGG
GACAGAATGACAGGTGGTGCATGG

Pediococcus
pentosaceus
(%99.90)

18ZN2R 1004

TCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTCAACAAT
GAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCC
AGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTAT
AACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTA
TCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTA
AAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTA
ATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGA
GCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGT
TGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGG
TATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTT
AACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAA
GAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATAT
ATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGT
TTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGA
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAG
ACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACT

Levilactibacillus
brevis
(%100)

201




19ZN10M1058

ACATGCAAGTTGAGCGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATG
AGCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGG
GGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTTAA

ACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATG
ATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGG
CGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGAC
TGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT

CGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGT
GAGAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGC

GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTTATTA
AGTCTGGTGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAA
CTGGTAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG
GCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAGATGTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTATCGCAGCTAACGCAAT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCGTGCTAT
TCCTAGAGATAGGAAGTTCCTTCGGGACACGGGATACAGGTGGTGC

ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTC

TAACGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGATGGTACAACGAGTCGCGAGACAGTGATGTTTAGCTAATCTCTT
AAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGA

AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGTTGGG
AGTACCCGAAGTAGGTTGCCTAACCGCAAGGAGGGCGCTTCCTTA

%100
Lactococcus lactis

24N4K4001

GTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACA
CTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATG
GCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAA
GAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGGCAGAAGAGGAGAG

Enterococcus feacalis
(%100)

202




TGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGA
GCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG

24N4K4002

TCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACA
CTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATG
GCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCC
GCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCA
CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAA
GGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGG
CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCT
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCT
TCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCC
CTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTT

Enterococcus feacalis
(%100)

24N4K4003

CGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAG
GGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTT
ATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTG
ATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCA

Enterococcus feacalis
(%99.90)

203




ACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTT
GTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGT
ATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAG
AAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGG
GTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATA
GAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGG

24N4K4004

GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGG
ATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCG
CATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC
CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
GGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACG
TTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTITAAGT
CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACT
GGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCAC
TTTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG

Enterococcus feacalis
(%100)

24N4K4005

TGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCAT
AAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGG
TGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGC
ATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATG
GACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAA

Enterococcus feacalis
(%100)

204




CTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
TTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT
GGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAG
CGAAGAA CCTTACCAGGTCTTGACATC

24N4K4006

ACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTG
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGG
ATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCG
CATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC
CACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGA
CGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTT
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCAC
TCTA GAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACA

Enterococcus feacalis
(%100)

24ZN7M4007

TCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGA
GGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCA
GAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAG
TTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGC
TGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG
CTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTT
AGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTA
TCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT

CGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTG
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGG
ATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCC
GCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGAT
GGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA
GGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACA
AGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT

Enterococcus feacalis
(%100)
(%100)

205




AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGC
GAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGA
GGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTT
CCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTC

GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGT
CATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTG
CAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGG
TTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAA
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG TGAGATGTT

24N4K4008

AACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGA
AACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAA
GAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCG
GTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGA
TGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACAA
GGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGG
CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT
GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTTTAGAGATAG
AGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC

TCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAG
GAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGA
GGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTT
ATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGA
TGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAA
GAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAG
GCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGT
GCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC
AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGG
ACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTT
GCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGA
CCGCGAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTG
CAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGG
TAACCTTTTGGAGGCCAGCCG

Enterococcus feacalis
(%99.70)
(%99.93)

206




24N4K4009

TGCCTCTGCACTCATTTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAA
ACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGA
GTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCAT
AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAAT
GGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAG
TAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAAAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCA
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTTGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCCTTTGACCACTTTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAA

Enterococcus feacalis
(%99.71)

24N4K4011

AGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGA
GGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAG
AGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTT
ATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGAT
GGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC
CAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACA
AGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTC
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTG
ACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGT

TCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAG
GAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGA
GGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTT
ATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGA
TGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAA
GAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAAC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCA
GGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGT
GCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC
AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTTGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGG

Enterococcus feacalis
(%99.91)
(%100)
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GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGG
CACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAA
TCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
TTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGC

ACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC

24N4K4012

ACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGG
GGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTAT
GCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGAT
GGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCC
GCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGA
GAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA
GCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAAC
CGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG
AGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTC
CGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAG
CTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT

Enterococcus feacalis
(%99.90)

24N4K4013

GTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACAC
TTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGC
ATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCC
GCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCA
CGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAA
GGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGG

Enterococcus feacalis
(%100)
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TCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG

24N41K4014

CGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGT
GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGG
GGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAAA
ACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATG
GATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC
CAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
TTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGC
GTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGA
AGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAAC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCC
TTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCC
CCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTA

Enterococcus faecium
(%100)

24N4K4015

CATGCAAGTCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCG
GAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCG
TATAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCG
GGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGAC
CGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAAC
TCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCT
TGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCT
GTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT

Enterococcus faecium
(%100)
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AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT
GGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTT

24N4K4016

TCGAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAG
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGA
AGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCAA
AACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGG
ATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA
AGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGG
GACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAG
GATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCA
TTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCA
CTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACT
CTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCA

Enterococcus faecium
(%100)

19ZN1R1002

ACATGCAAGTCGAGCGAGCAGAACCAGCAGATTTACTTCGGTAATG
ACGCTGGGGACGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAA
CCTGCCCCATAGTCTAGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACC
GGATAATAAAGCAGATCGCATGATCAGCTTATAAAAGGCGGCGTAA
GCTGTCGCTATGGGATGGCCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAG
GTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTG
AACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT
TGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAA
TCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGC
GCAGGCGGAAGAATAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGA
GGAATTGCATCGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT

Lactobacillus
acidophilus/
Lactobacillus
gallinarum/
Lactobacillus
helveticus
(%99.93)
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GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTC
GAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGC
CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTG
CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCTAGTGCCATCCTAAGAGATTAGGAGTTCCCTTCGGGGACG
CTAAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATTAGTTGCCAG
CATTAAGTTGGGCACTTTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAGCCTGCGA
AGGCAAGCGAATCTCTGAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGTCT
GCAACTCGACTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
AACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGAAGTCTGCAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTCG
GGAAGGAGGC

19ZN3R1008

AGTCGAGCGAGCAGAACCAGCAGATTTACTTCGGTAATGACGCTGG
GGACGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAACCTGCCC
CATAGTCTAGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAAT
AAAGCAGATCGCATGATCAGCTTATAAAAGGCGGCGTAAGCTGTCG
CTATGGGATGGCCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGG
CTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGAACGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAG
AAGGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATCAACCAG
AAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGG
AAGAATAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAATTGC
ATCGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCC
ATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCAT
GGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACG
ATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTAGT
GCCATCCTAAGAGATTAGGAGTTCCCTTCGGGGACGCTAAGACAGG
TGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATTAGTTGCCAGCATTAAGTTG
GGCACTTTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAGCCTGCGAAGGCAAGCG
AATCTCTGAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGAC

Lactobacillus
gallinarum |
Lactobacillus
helveticus
(99.93)
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TGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAACGCCGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGA
AGTCTGCAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTCGGGAAGG

19ZN5R1017

TGCAAGTCGAGCGAGCAGAACCAGCAGATTTACTTCGGTAATGACG
CTGGGGACGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAACCT
GCCCCATAGTCTAGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGA
TAATAAAGCAGATCGCATGATCAGCTTATAAAAGGCGGCGTAAGCT
GTCGCTATGGGATGGCCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTA
ACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGAAC
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGG
TGAAGAAGGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATCA
ACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCA
GGCGGAAGAATAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGA
ATTGCATCGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAA
AGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGT
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCTAGTGCCATCCTAAGAGATTAGGAGTTCCCTTCGGGGACGCTA
AGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATTAGTTGCCAGCA
TTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAGCCTGCGAAG
GCAAGCGAATCTCTGAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGTCTGC
AACTCGACTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAA
CGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGAAGTCTGCAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTCGGG
AAGGA

Lactobacillus

gallinarum /

Lactobacillus
helveticus
(% 100)

18ZN3R2029

GCGGAGCGAGCAGAACCAGCAGATTTACTTCGGTAATGACGCTGGG
GACGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAACCTGCCCC
ATAGTCTAGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAATA
AAGCAGATCGCATGATCAGCTTATAAAAGGCGGCGTAAGCTGTCGC
TATGGGATGGCCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGC
TTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGAACGGCCA
CATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGA
AGGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGA

Lactobacillus

gallinarum /

Lactobacillus
helveticus
(% 99.93)
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AAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGA
AGAATAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAATTGCA
TCGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCA
TGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATG
GGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTAGTG
CCATCCTAAGAGATTAGGAGTTCCCTTCGGGGACGCTAAGACAGGT
GGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATTAGTTGCCAGCATTAAGTTGG
GCACTTTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAGCCTGCGAAGGCAAGCGAA
TCTCTGAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTG
CACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAACGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAG
TCTGCAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTCGGGAAGG

* . ile belirtilenler rastgele 6rneklemeye dahil edilmedigini ifade etmektedir.
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EK 1.5. — Maya Suslari Filogenetik Analiz Ham Veri Dosyasi

(CC((((((((((Saccharomyces_cerevisiae 22B1C0001 PV819398:0.00000000,Saccharomyces_cerevisiae
CBS_1171_NR 111007:0.00002850)0.5880:0.00001781,Saccharomyces_cerevisiae_ 16M2K10003 PV§
19402:0. 00000000)0.5380:0.00001188,Saccharomyces_cerevisiac 16M3D11049 PV819399:0.0000000
0)0.4740:0.00000891,Saccharomyces_cerevisiae 18M3K21007 PV819395:0.00000000)0.4300:0.00000
891,Saccharomyces_cerevisiac 16M1C0004 PV819393:0.00000000)0.6480:0.00108546,Saccharomyces
_cerevisiae 17M3H21200 PV819401:0.00000000)0.2600:0.00116715,Saccharomyces_cerevisiae 16M3
D11052 PV819400:0.00000000)0.5670:0.00652314,(Saccharomyces_cerevisiae 18M3D21001 PV8193
96:0.00116398,((Saccharomyces_cerevisiac_ 16M1C0003 PV819404:0.00025143,Saccharomyces_cerevi
siaec_17M3F31135 PV819407:0.02052821)0.5370:0.00458628,(Saccharomyces_cerevisiac_18M3J21008
_PV819406:0.00000000,(Saccharomyces_cerevisiac 18M3L21008 PV819397:0.00000000,(Saccharomy
ces_cerevisiae 17M3F32141 PV819408:0.02981819,Saccharomyces_cerevisiae_ 16M1C0002_PV81940
3:0.00000000)0.9020:0.00629486)0.5480:0.00365096)0.4320:0.00416343)0.1220:0.00253302)0.0800:0.
00275002)0.4700:0.00766538,Saccharomyces_cerevisiae 18M3F21012_PV819405:0.00000000)0.9780:
0.06238899,Saccharomyces_cerevisiac 18M3C21001_PV819394:0.00000000)0.9970:0.12022709,(Hans
eniaspora_uvarum_17M3F31139 PV819425:0.00000000,Hanseniaspora_uvarum_CBS 314 NR 13066
0:0.00245345)1.0000:0.26584857)0.9580:0.07837974,(((Wickerhamomyces anomalus 16M2K10009
PV819423:0.00000000,Wickerhamomyces anomalus 16M2K10010 PV819424:0.00000000)0.9040:0.0
1263837,Wickerhamomyces_anomalus CP21 PP414202:0.04381950)1.0000:0.18477234,Candida_albic
ans CBS 562 NR 125332:0.26853838)0.6430:0.03770637,(Debaryomyces hansenii JCM_1990 NR 1
20016:0.07279341,(Priceomyces_carsonii_17M3F21127 PV819421:0.00000000,(Priceomyces_carsonii_
CBS 5463 KY104667:0.00000000 (Prlceomyces carsonii_17M3C21050_PV819420:0.00000000,Priceo
myces_carsonii_17M3E21115 PV819422:0.00000000)0.5900:0.00207637)0.6740:0.00273240)0.9950:0.
04467777)1.0000:0.10453511)0.7860:0.05663394)0.8650:0.09209711,Metschnikowia pulcherrima 17M
3E22117 PV819416:0.00000000)0.3230:0.01165212,(Metschnikowia pulcherrima 17M3H21175 PV81
9409:0.00000000,(Metschnikowia_pulcherrima 16M3B11016_PV819410:0.00000000,(Metschnikowia
pulcherrima 16M3B11023 PV819412:0.00000000,(Metschnikowia pulcherrima 16M3G11089 PV819
414:0.01132055,(Metschnikowia_pulcherrima 7G16B1_PQ114452:0.00000000,(Metschnikowia_pulche
rrima_16M3B11020 PV819411:0.00259799,Metschnikowia pulcherrima 16M3C11034 PV819413:0.0
0386929)0.9690:0.02386065)0.9210:0.03358457)0.5360:0.02290236)0.6440:0.01665100)0.7000:0.0216
4879)0.7650:0.03756422)0.5880:0.02959325,(Solicoccozyma_aeria 16M3A12012 PV819426:0.001580
12,Solicoccozyma_aeria RUB027 JN942233:0.00050975)1.0000:0.19589176,(Naganishia_uzbekistanen
sis MAB1 PP992043:0.00000000,(Naganishia uzbekistanensis 17M3E21110 PV819417:0.00000000,(
Naganishia uzbekistanensis 17M3D31087 PV819419:0.00000000,Naganishia_uzbekistanensis 17M3H
22218 PV819418:0.00456677)0.9870:0.00125083)0.9870:0.01672225)1.0000:0.31615991);

EK 1.6 - Bakteri Suslar1 Filogenetik Analiz Ham Veri Dosyasi

((((((((((((((Enterococcus_faecalis. HUF24N4K4002 PV819462:0.00000000,Enterococcus_faecalis HU
F24N4K4003 PV819463:0.00000982)0.5570:0.00001798,Enterococcus_faecalis HUF24ZN7M4007 P
V819467:0.00000000)0.6210:0.00011250,Enterococcus_faecalis JCM 5803 NR 040789:0.00000000)0.
3730:0.00027177,(Enterococcus_faecalis HUF24N4K4011 PV819470:0.00000000,(Enterococcus_faeca
lis HUF24N4K4006 PV819466:0.00002869,Enterococcus_faecalis HUF24N4K4012 PV819471:0.000
00000)0.6190:0.00002117)0.6210:0.00065808)0.5760:0.00053826,Enterococcus_faecalis HUF24N4K40
13_PV819472:0.00000000)0.5890:0.00135237,Enterococcus_faecalis HUF24N4K4004 PV819464:0.00
000000)0.1830:0.00025126,(Enterococcus_faecalis HUF24N4K4009 PV819469:0.00287677,Enterococ
cus_faecalis HUF24N4K4008 PV819468:0.00017512)0.5700:0.00136608)0.3830:0.00189633,Enteroco
ccus_faecalis HUF24N4K4001 PV819461:0.00000000)0.9770:0.00866381,Enterococcus_faecalis HUF
24N4K4005_PV819465:0.00000000)0.9980:0.01954016,(Enterococcus_faecium LMG 11423 NR 042
054:0.00153610,(Enterococcus_faecium HUF24N4K4016 PV819475:0.00000000,(Enterococcus_faeciu
m_HUF24N41K4014 PV819473:0.00022843,Enterococcus_faecium HUF24N4K4015 PV819474:0.00
000000)0.6490:0.00028003)0.6880:0.00033781)0.9890:0.01021340)0.1...,Streptococcus_thermophilus_
ATCC 19258 NR 042778:0.05862856,(Lactococcus_lactis HUF19ZN10M1058 PV819458:0.0000000
0,Lactococcus_lactis NCDO_604 NR_040955:0.00000000)1.0000:0.06036073)0.9940:0.05479611)0.61
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90:0.02299262,((Levilactobacillus_brevis HUF18ZN2R1004 PV819460:0.00253735,Levilactobacillus_
brevis ATCC_14869:0.00000000)1.0000:0.02675311,(Pediococcus_pentosaceus HUF18ZN5R1018 PV
819456:0.00666313,Pediococcus_pentosaceus DSM_20336_NR 042058:0.00000000)1.0000:0.0425107
4)0.9530:0.01820960)0.2370:0.00349917,(Lacticaseibacillus_rhamnosus HUF19ZN1R1013 PV819459:
0.00000000,(Lacticaseibacillus_rhamnosus 14681 MW454069:0.00860800,(Lacticaseibacillus_paracase
i HUF18ZN4R1011 _PV819455:0.00000000,Lacticaseibacillus_paracasei_strain ASO 46 Benha MZ93
0467:0.00108487)0.9990:0.01498859)0.7150:0.00426996)0.9750:0.03384414)0.2820:0.00811451,(Limo
silactobacillus_fermentum HUF19ZN1R1001 PV819457:0.00350879,Limosilactobacillus_fermentum
AK14 PV592661:0.00396289)1.0000:0.05832835,Bifidobacterium_animalis_subsp. lactis P2N1 KUS82
1112:0.30167582);

EK 1.7 — SNP P-Matrisinin Cizimine Ait Ornek Python Kodu

import matplotlib
matplotlib use{"Agg")

import matplotlib pyplot as plt

import pandas as pd

import numpy as np

# Bug etikeetlerni (kizaltilmag)

labelz =
"17MEHI1175", "16M3B11016", "16MM53B11020", "16M3B 110237,
"16M3C11034", "16M3G11089", "1TM3H21212", "1TM3E2211T"

]

# Alt diggen (lower triangle) p-mesafe degerler

lower vals=]

[0.0038916084],

[0.0126020420, 0.0082191731],

[0.0126020420, 0.0000000000, 0.02383635494],

[.0023565460, 0.0082191731, 0.00531445374, 0.0238365404],
[0.0169735125, 0.0041208791, 0.0156453716, 0.02781435693, 0.0156453716],
[0.0000000000, 0.0000000000, 0.0000000000, 00000000000, 0.0000000000,
000000000001,

[0.0000000000, 0.0000000000, 0.0000000000, 00000000000, 0.0000000000,
00000000000, 000000000007

]

# Bimetrilc matris olugtur
n = len(labels)
dist_matrix = np zeros((n, n))
for 1 in range(n):
for § in range(i):

dist_matrix[i, §] = lower_vals[i][j]

dizt_matrix[j, 1] = dist_matrix[i, j]
df = pd DataFrame(dizt_matrix, index=labelz, columns=labels)

# Is1 haritas

fig, ax = plt subplots(figsize=(8, 6)

cax = ax.imshow{df values, aspect=avto’, cmap="plasma")
# Etiketler

ax set xticks(range{n))

ax set yticks(range{n))

ax set xticklabels(labels rotation=43 ha='right")

ax set_yticklabelz(labels)

# Hilcre igi sayilar
for 1 in range(n):
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for § ih range(n):
val = df values[i, {]
color = 'white' 1if val = 0.02 elze 'black’
ax.text(j, 4, £ {val: 3f}", ha='center’, va='center',
color=color, fontsize=1)

fig colorbar(cax, label="p-mesafe")

ax.zet_title('D. pulcherrima Suglan Arasi SNP p-Mesafesi)
plttight layout()

plt.zavefig{"mpulcherrima p mesafe heatmap png”, dpi=300)

EK 1.8 — DNA Barkod Gérseli Cizimine Ait Ornek Python Kodu

import matplotlib
matplotlib.use('Agg")

import matplotlib.pyplot as plt

sequence = (
'CGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACG"GGTGAGTA
ACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAAC"AGGTGCTAATACCGTA
TAACAATCAAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCG"CTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGG
ACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGG"TAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCG
ACCTGAGAGGGTGATCGGCCA"CATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATC"TTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGTT"TTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTT"C
ATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC"CGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA"GCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGG"GTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAG
TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGT"GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTC"TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTA"GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAG
GGTTT"CCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGA"CCG
CAAGGTTGAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC"ATGTGGTTTATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTT")
# Renk eslemesi
color_map = {

'A': (1.0, 0.0, 0.0), # Kirmizi

'T" (0.0, 0.0, 1.0), # Mavi

'G" (0.0, 0.6, 0.0), # Yesil

'C":(0.5,0.0,0.5), #Mor

'N'": (0.0, 0.0, 0.0)  # Siyah
H

# Gorsel boyutunu ayarla
fig, ax = plt.subplots(figsize=(len(sequence) / 15, 1))
# Her bazi ¢iz
for i, base in enumerate(sequence.upper()):

ax.bar(i, 1, color=color_map.get(base, 'black'), edgecolor="none', width=1)
# Eksenleri kapat
ax.axis('off")
plt.tight layout()
# PNG olarak kaydet
plt.savefig("FEACIUMBARKOD.png", dpi=300)
plt.close()
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EK 2. Web Sitesi Hazirlanmasinda Kullanilan Kodlama Altyapisi

EK 2.1. footer.php

<footer=
<p=&copy;, 2025 Hacettepe University FoodOmics Laboratory Culture Collection - All Rights
Reserved</p>
<p>Hacettepe University, Faculty of Engineering, Department of Food Engineering=</p>
<p>
<a href="contact php"><i class="fas fa-envelope"></i> Contact Us</a>
<a href="location php"><i class="fas fa-map-marker-alt"></i> Location</a>
</p=
</footer=
<'body>
</html>

EK 2.2. nav.php

<I--nav.php --=
<?php
7=
<nav> <ul=<li>
<a href="index php"><1 class="fas fa-home"></1> Home=/a>
<> <li>
<a href="#"><1 class="fas fa-info-circle"></1> About</a>
<ul=
<I><a href="about.php">About Us</a></1r>
<li==a href="staff php">Culture Collection Team</a></li>
<li=
<a href="#">Network</a>
<ul> <li>
<a href="https-//food hacettepe edu.tr/en" target="_blank">
HU Food Engineering
<fa>
<= <li>
<a href="https://foodomicslab. hacettepe. edu.tr/en” target="_blank">
FoodOmics Laboratory
<fax </l <>
<a href="https://foodbiotech hacettepe edu.tr/en" target="_blank">
IFBBC
<fa <> <ful> <> <ful> <li> <li>
<a href="#"><] class=""fas fa-database"></i> Collection & Databases</a>
<ul=
<li=
<3 href="yeast-collection php">Yeast Collection</a>
<a href="bacteria-collection php">Lactic Acid Bacteria Collection</a>
<> <ful= <l <>
<a href="bioinformatics php"><1 class="fas fa-dna"></1> Bioinformatics</a>
<>
<li>
<a href="#"><] class="fas fa-flask"></i> Facilities</a>
<ul>
<li><a href="identification php"=Identification</a></1r>
<If><a href="services_php">Services</a></li>
<li==<ia href="contract-research php"=Contract Research=/a></li>
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<ul= <= <>
<la href="#"><1 class="fas fa-book"><V/1> Publications</a>
<ul=
<li=<=a href="publications php"=Publications</a></li>
<li><a href="presentations php">Presentations</a></1r>
<li><a href="thesis php">Thesis</a>/1i>
<ful>
<li>
<li>
<a href="#"><1 class="fas fa-envelope"></1> Contact</a>
<ul>
<li=<a href="contact php">Contact</a></1i>
<li><a href="location php">Location</a>/1i>
<ul=
<=
<ful=
</nav>

EK 2.3. header.php

<?php
/* header php */

if (basename($ SERVER['SCRIPT FILENAME'])
header('"X-Robots-Tag: noindex, nofollow, noarchive');
header('HTTP/1.1 403 Forbidden");
exit;
h
T
<IDOCTYPE html=
<html lang="en">
<head>
<meta charset="UTF-8">
<meta name="viewport" content="width=device-width, initial-scale=1.0">

basename( FILE ) {

<l SEO =
<title>
<7= 1sset($pageTitle) ? htmlspecialchars($pageTitle, ENT QUOTES, 'UTF-8")"|':"; 7=

HUFCC &ndash; Hacettepe University FoodOmics Laboratory Culture Collection
<ftitle>
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<?php
// Default meta description; can be overridden by $metaDescription
$defaultMetaDesc = 'HUFCC — Hacettepe University FoodOmics Laboratory Culture Collection. A
laboratory-scale microbial culture collection supporting research, biotechnology, and education.';
$desc = 1sset($metaDescription) && $metaDescription |==" ? $metaDescription : $defaulthetaDesc;

// Dynatnic canonical (HTTP/HTTPS + host + path)
$scheme = (lempty($ SERVER[HTTPS']) && $§ SERVER[HTTPS'] |=" ' - 'http';
$canonical = $scheme . '/ . § SERVER[HTTP HOST'] . parse_url(S SERVER[REQUEST URTY,
PHP_URL_PATH);
=
<meta name="description" content="<?= htmlspecialchars(8desc, ENT QUOTES, 'UTF-§'); =" /=
<link rel="canonical" href="<?= htmlspecialchars($canonical, ENT _QUOTES, 'UTF-8"); 7>" /=

<I-- Open Graph --=
<meta property="og:title" content="<7= isset($pageTitle) && S$pageTitle = " 2

htmlspecialchars($pageTitle.' | HUFCC —Hacettepe University FoodOmics Laboratory Culture Collection',
ENT QUOTES, 'UTF-8") : HUFCC — Hacettepe University FoodOmics Laborator} Culture Collection',
=

<meta property="o0g-description" content="<?= htmlspecialchars($desc, ENT QUOTES, 'UTF-8"); =" /]

<meta property="og:url" content="<7= htmlspecialchars(Scanonical, ENT QUOTES, 'UTE-8"); 7" /=

<meta property="og:type" content="website" />

<l-- /SEO >

<I-- Fonts & Icons >
<link
href="https://fonts googleapis.com/css2 family=Poppins-wght@300;400;500.600;700;800&display=swa
p" rel="stylesheat">
<link rel="stylesheet" href="https://cdnjs.cloudflare com/ajax/libs/font-awesome/6.0.0/css/all min css"=>

<I-- Project main stylesheet -—>
<link rel="stylesheet" href="/style css"=>

<l-- Project main stylesheet - >
<link rel="stylesheet" href="/style.css'">

<l-- Header consistency patch (load LAST) --=>
<gtylex
* HEADER (fix gradient) =——
header site-header {
background-color:#003a73 limportant;
background-image: linear-gradient(135deg #004080 0%, #001f40 100%) !important;
color#fif;
border-bottom:1px solid rgba(255,255,255, 08); }
header site-header hdr-wrap {
display:flex; align-items:center; gap:16px; padding:16px 24px; }
header site-header logo {
height:84px; width:auto; display:block; flex:0 0 auto;}
header site-header -1s(div,p) { margin:0; }
header site-header brand uni {
font-family: 'Interstate’, sans-serif;
font-weight: 900; /* Black */
font-size: 20pt;}
header site-header brand faculty {
font-family: 'Interstate’, sans-serif;
font-weight: 700; /* Bold */
font-size: 18pt;}
header.site-header .brand .dept {
font-family: Interstate', sans-serif;
font-weight: 400; /* Regular */
font-size: 13.5pt;}
header site-header brand lab {
font-family: 'Interstate’, sans-serif;
font-weight: 300; /* Light */
font-size: 12_5pt:}

La
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site-header + nav, site-header + menu-bar { margin-top:0; }

</style>
</head=
<body>

<l HEADER -

<header class="site-header">

<div class="hdr-wrap">
<img sre="/hu-logo.svg" alt="Hacettepe University Logo" class="logo":

<div class="brand" aria-hidden="true">
<div class="uni">HACETTEPE UNIVERSITY</div>
<div class="faculty">FACULTY OF ENGINEERING=/drv=>
<div class="dept">DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING=/divz
<div class="lab">FoodOmics Laboratory Culture Collection<v/divz
</div
</drv=
</header>
<l =
<?php /* Optional: include navigation file here: include 'nav php'; */ 7=

EK 2.4. bacteria-collection.php

<?php /* bacteria-collection php — LAB (1d > 60) */ 7>

<IDOCTYPE html=>

<html lang="tr">

<head>
<meta charset="UTF-§" />
<meta name="viewport" content="width=device-width, initial-scale=1" />
<fitle=Lactic Acid Bacteria Search</title>

<l-- 1) Frameworkler (HER ZAMAN ONCE) -->
<link href="https://cdn jedelivr net/npm/bootstrap(@5_.3.0/dist/css/bootstrap min css" rel="stylesheet" />
<link rel="stylesheet"
href="https://cdnjs.cloudflare com/ajax/libs/font-awesome/6.5.0/css/all min css"
crossorigin="anonymous" referrerpolicy="no-referrer" />

<l-- 2) Proje stylesheet’1 (EN SON) -->
<link rel="stylesheet" href="yeaststyle.csg" />

<gtyle>
html, body { height: 100%; margin: 0; }
body { min-height: 100vh; display: flex; flex-direction: column; }
main { flex: 1 0 auto; }
footer { flex-shrink- 0; }

header { background: linear-gradient(135deg, #004080 0%, #001f40 100%); color: #{if; }
header -header-text { display: flex; flex-direction: column; }
header header-text hl,
header header-text h2_
header header-text h3 {
margin: 0; line-height: 1.15; color: #fff limportant; display: block;
¥

search-title  { font-size: 1.75rem; font-weight: 600; color: #004085; }

search-underline { width: 60px; height: 4px; background: #FFD500; margin: 0 auto lrem; }
modal  { display: none; position: fixed; inset: 0; z-index: 1050; background: rgba(0,0,0,.5); }

modal-box { background: #fff, border-radius: 8px; max-width: 640px; width: 92%; margin: 0 auto;
position: relative; top: 50%; transform: translateY(-50%); padding: 20px; }
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close { position: absolute; top: &px; right: 12px; font-size: 28px; font-weight: 700; color: #888;
cursor: pointer; }
_close-hover{ color: #000; }
#searchResults:empty { display: none; }
<style>
</head>
<body>
<?php include header php'; 7=
<?php include 'nav_php'; 7=
<main’
<gection class="py-4 d-flex flex-column justify-content-center align-items-center">
<div class="container text-center"=

<h1 class="search-title mb-2">Lactic Acid Bacteria Search=/h1>
<div class="search-underline"></div>
<form 1d="searchForm" onsubmit="event preventDefault(); performSearch();" class="d-flex justify-
content-center mb-4">
<div class="input-group w-100" style="max-width:640px;">
<input id="searchInput" type="text" class="form-control"
placeholder="Enter strain name or HUF code" autocomplete="off" />
<button class="btn btn-primary" type="submit">
<1 class="fas fa-search me-1">/{>> Search
</button=>
</div=
</form=
<div 1d="gearchResults"></div>
</div>]
<1-- Modal --=
<div  id="strainModal" class="modal" role="dialog" aria-modal="true"  aria-
labelledby="strainModalTitle">
<div class="modal-box">
<gpan class="close" aria-label="Close">&times,</span>
<div id="modalContent"></div=>
</divz
</div=
</section>
</main=
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<?php include 'footer php'; 7=

<scripts
const CAT = 'bacteria’; // yalmz LAB (1d > 60)

// Bos terimde de istegi gonder; backend bog aramada 1d>>59 i¢in ilk kayitlar: 1d ASC dénduriiyor.
function performSearch(term){

const inputEl = document getElementById('searchInput');

const out = document. getElementById('searchResults");

constq = (typeof term =—="string") ? term : (inputEl value || ").trim();

out.innerHTML = "<p class="text-muted">Loading_ . </p>';

fetch('searchStrain php', {
method: POST,
headers: { 'Content-Type': 'application/x-www-form-urlencoded' },
body: new URL SearchParams( { ajax: '1", cat: CAT, search: q })
)
then(r == r text())
then(html == out.innerHTML = html)
.catch(e = out. innerHTML = "<div class="alert alert-danger">=Search error: §{e}</div=");
}

function showStrainDetails(id) {

const modal = document. getElementById('strainModal');
const content = document getElementById('modalContent');
content. innerHTML = Loading. ..";
modal style display = 'block’;

fetch(” getStramnDetails. php?cat=3 { CAT} &1d=% {encodeURIComponent(1d)} )
theni(r == rtext())
then(html == content innerHTMI. = html)
_catch(e = content innerHTML = "<div class="alert alert-danger">Error: §{e}</div>");
¥

document.addEventListener(DOMContentLoaded', () == {
/f Sayfa ilk agildiginda bog arama ile LAB kayitlarim getir (1d>59, 1d ASC)
performSearch(");

/I Sonug tablosundaki detay tetikleyicisi
document. getElementById('searchResults"). addEventListener('click’, (e) == {
const cell = e target closest(" detail-trigger");
if (!cell) return;
const 1d = cell closest('tr")2.dataset?.1d;
if (1d) showStramnDetails(1d);
0;

/f Modal kapatma
document querySelector('.close’).onclick = () ==
document. getElementById('strainModal").style.display = 'none’;

window onclick = (g) == {
if (e target id = 'strainModal') e target style display = 'none';
I3
.
</seript>
</body>
</html>
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EK 2.5. yeast-collection.php

<2php /* yeast-collection php */ 7>
<IDOCTYPE html>
<html lang="tr">
<head>
<meta charset="UTF-§">
<meta name="viewport" content="width=device-width, initial-scale=1" />
<title>Yeast Search</title=
<l-- 1) Frameworkler -
<link href="https://cdn jsdelivr net/npm/bootstrap@>5_.3.0/dist/css/bootstrap min css" rel="stylesheet">
<link rel="stylesheet"
href="https://cdnjs.cloudflare com/ajax/libs/font-awesome/6.0.0/css/all min css"
integrity="sha512-
Fo3rlrZj/k Ty TTXRNp+Q914cQTXTLSE2vCqIxWpxO9wYUI 7S 1 VIgwsmimvE S WIUjwy4zZNOWWKZ5x
KHulv8gVA=="
crossorigin="anonymous" referrerpolicy="no-referrer"/>
<link rel="stylesheet" href="yeaststyle css">

<stylex
html body {height:100%;margin:0}
body {display:flex;flex-direction-column;min-height:100vh}
main{flex:1 0 auto}

footer{flex-shrink:0}
search-title  {font-size:1.75rem;font-weight:600;color#004085}
search-underline {width:60px;height-4px;background #FFD500;margin:0 auto lrem}
smodal {display:none;position:fixed:inset:0;z-index:9999;background:rgba(0,0,0,.5)}
.modal-content {background:#fffmargin:8%  auto;padding:20px;border-radius:5px;max-
width:600px;width:90%;position:relative }
-close {position:absolute;top:10px;right:15px; font-size:2 8px; font-
weight:bold;color:#aaa;cursor-pointer}
close-hover  {color#000}
_search-section{padding-bottom:0}
results-contamer-empty {display:none}
header header-text { display-flex; flex-direction-column; }
header header-text hil,
header header-text h2,
header header-text h3 {
margin:0; line-height:1.2; color#fff limportant; display:block;

</style>
</head>|
<body>
<?php include 'header php'; 7=
<?php include 'nav._php'; 7=
<main
<section class="search-section py-3">
<div class="container text-center">
<hl class="search-title mb-2">Yeast Search</h1>
<div clags="search-underline"></div>
<div class="d-flex justify-content-center">
<form id="searchForm" onsubmit="event preventDefault(); performSearch();" class="w-50"=>
<div class="input-group"=
<input id="searchInput" type="text" class="form-control"
placeholder="Enter strain name or HUF code">
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<button type="submit" class="bin btn-primary"=>
<1 class="fas fa-search me-1"></1>> Search
</button=
</div=
</form:
</div=
<div id="gearchResults" class="results-container mt-4"></div>
</div>
<!-- Modal --»
<div id="strainModal" class="modal">
<div class="modal-content"=>
<span class="close">&times;</span>
<div id="modalContent"></div>
</div=
</div=
</section>
“'main>
Z7php include 'footer. php'; 7>
Zseript>
sonst CAT = 'yeast';
unction performSearch{term){
const inputEl = document getElementById('searchInput');
constout = document getElementById('searchResults");
constq = (typeof term == 'string') ? term : (inputEl value || ").trim();
out.innerHTML = '<p class="text-muted">Loading.. </p>"
fetch('searchStrain php', {
method: POST',
headers: {'Content-Type''application/x-www-form-urlencoded'}

body:new URLSearchParams({ajax:'l', cat:CAT, search-q})

by

then(r=>r text()

then(html=> out innetHTML = html)

_catch(e=> out.innerHTML = "<idiv class="alert alert-danger"=Search error: §{e}</div=");}
function showStrainDetails(id){

const modal = document getElementById('strainModal');

const content = document getElementById('modalContent’);

content innerHTML~="Toading._.";

modal style display="block';

fetch(” getStrainDetails php?cat=${CAT } &id=$ {encodeURIComponent(id)} ")
then(r=>r text())
then(html=> content innerHTML = html)
_catch(e=>> content innerHTML = "<div class="alert alert-danger"=Error: ${e}</div=");}
document addEventListener('DOMContentLoaded' ()=={

document getElementByld('searchResults") addEventListener("click' e=>{
const cell=e target.closest('. detail-trigger");
if(1cell) return;
const 1d=cell closest('tr'}2.dataset? 1d;
ifi1d) showStrainDetails(1d); });
document. querySelector('.close”). onclick=()=>
document. getElementById("strainModal').style display="none';
window.onclick=e=>{ 1f(e target. id=="strainModal') e target style.display="none'; }:});
</script=
</body=
</html>
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EK 2.6. searchStrain.php

<?php

searchStrain php — Yeast | Bacteria birlegik arama (tek tablo)

DB : hufcedb - Host - mysql-1h hacettepe edu.tr:3306

POST: ajax=1 - search=<term|empty> - cat=yeast/bacteria
ini_set(‘display _errors', 1); // prod’da 0 yap
error _reporting(E ALL);
ini set('log_errors', 1);
/* 0| Yalmz ATAX cagris: */
if ($_POST['ajax] 77 ") I="1") {

exit('Direct access denied');}
/* 1 | Parametreler */
Scat=%_POST['cat] ?? 'yeast', /f varsayilan maya
/! Tek tabloda (hufec) maya—bakteri ayrim 1d aralipa ile yapiliyor:
$1dSQL = ($cat == 'bacteria") ?'id == 59' // 60 ve sonrasi LAB
2 'id <= 59",/ 11k 59 kayit maya
$search = trim($_POST['search’] 7?"); // bogsa TUMU listelenecek
$db = new mysqli(
'mysql-lh hacettepe edutr', // host

"hufee', // user
'"Tm$Ag#TeLOki, I/ pass
"hufeedb', / db
3306);

if (Sdb->connect_error) {

exit("<div class='alert alert-danger>DB connection error: {$db->connect error}</div=");}
$db-»set_charset('utf8mb4");
if (Mfunction exists('ends with pdf")) {

function ends with pdfistring $p): bool {

return substr_compare($p, ' pdf, -4, 4, true) ==10; }}

if (Ssearch=—=") {

{f TUMU: sadece kategori filtresi, sabit ve dogal siralama i¢in id ASC

$sql="

SELECT id,

“Strain Code (HUF)' AS code,
‘Strain Name'  AS name,
“pdf path’ AS pdf
FROM hufee
WHERE {$idSQL}
ORDER BY id ASC
LIMIT {$limit}";
$stmt = $db->prepare(Ssql)
? exit("<div class="alert alert-danger™>Query prepare errotr: {Sdb-error}</div=");} else {
M ARAMA: stitunu utf8mb4'e cevir + Tiirkge collate 1le LIKE yap
$eql="
SELECT id,
“Strain Code (HUF) AS code,
“Strain Name'  AS name,
“pdf path’ AS pdf
FROM hufec
WHERE {$idSQL}
AND (
CONVERT( Strain Code (HUF)' USING utf8mb4) COLLATE utf8mb4_turkish ci LIKE ?
OR
CONVERT( Strain Name’ USING utf8mb4) COLLATE utf8mb4 turkish ci LIKE ?)
ORDER BY
CONVERT( Strain Name' USING utf8mb4) COLLATE utf8mb4 turkish ci,
CONVERT( Strain_Code (HUF)' USING utf8mb4) COLLATE utf8mb4_turkish ci
LIMIT {$limit}";
$stmt = $db->prepare(Ssql)
? exit("<idiv class="alert alert-danger">Query prepare error: {Sdb->error}</div=");
$like ='90" Ssearch.'%4";
$stmt->bind param('ss', $like, Slike);}
Sstmt-=execute();
Sres = $stmt->get_result();
if (Sres->num_rows == 0) {
echo "<div class="alert alert-warning™No records found </div=";
$stmt->close(); $db->close(); exit ,}
/* Bilgi satir1 (goriinen adet) — istefe bagli */
StotalText = ($search =—=")
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? "<div class="alert alert-info py-2 mb-2>Showing all <strong>{$res->num rows}</strong>
" ($cat=—"yeast'?'yeast''bacteria’)." records </div>"
: "<div class='alert alert-info py-2 mb-2>Found <strong>{$res->num rows}</strong> result(s) for
<em>" htmlspecialchars($search, ENT QUOTES, 'UTF-8")."</em> </div>";
echo $totalText;
echo "<table class="table table-bordered table-hover table-sm mb-0'>
<thead class="table-light"™-
<tr=
<th style="width:25%'~HUF Code</th>
<th>Taxon Name</th>
<th style="width:25%=Reference Material Sheet</th>
</tr=
<thead><tbody=>";
while (8t = $res-=fetch_assoc()) {
$1d = (nt)$r[1d'];
$code = htmlispecialchars($1['code’] 22 ", ENT QUOTES, 'UTF-8");
$name = htmlspecialchars($r['name'] 22 ", ENT QUOTES, '"UTF-8");
if (lempty($r['pdf']) && ends_with_pdf(S$t'pdf])) {
$pdfRel = trim(Sr['pdf']. '"); // 6nde / varsa kaldir
$rmsCol = "< href='{$pdfRel}' class='btn btn-sm btn-success' download>RMS</a>";
}else {
$rmsCol = Reference only — Not for distribution'; }

<td class='detail-trigger' style='cursor:pointer>{$code}</td=>
<itd class='detail-trigger’ style="cursor:pointer{$name }</td=
<td>{$rmsCol }</td>
<"}

echo "</tbody></table>";

Sstmt->close();

$db-=close();

7=
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EK 2.7. getStrainsDetails.php

<?php
i
/! getStranDetails php
/! DB: hufcedb
//" Tablo: hufce
error_reporting(E_ATL);
ini_set('display_errors', 0); // prod’da 0; testte 1
i set('log_errors’, 1);
header('Content-Type: text’html; charget=utf-8");
try {
//'1|ID dogrulama
$id = filter input(INPUT GET, 'id', FILTER VALIDATE INT):
if (181d) §
hitp response code(400);
throw new RuntimeException('Gegersiz ID parametresi.');
// 2| DB baglantisi
$db = new mysqli(
'172.16.12.12', //host
"hufee', [/ user
'"Tm$AghTel9kt', // password
"hufcedb', // database
3306 /f port );
if ($db->connect error) {
hitp_response_code(500);
throw new RuntimeException('DB baglant: hatas1: ' . $db->connect error);
$db-set_charset('utf8mb4");
$stmt = $db-=prepare('SELECT * FROM hufcc WHERE 1d = 7');
if (1$stmt) {
http_response code(500);
throw new RuntimeException('Sorgu hazirlama hatasi: ' . Sdb-=error); }
$stmt->bind param('1', $id);
$stmt->execute();
$res = $stmt->get result();
if ($res->num_rows ===0) {
http_response code(404);
throw new RuntimeException('Kayit bulunamadi "; }
$row = $res->fetch _assoc();
$stmt->close();

$db-=close();

$labels =
'Strain Name' =>'Strain Name',
'Strain_Code (HUF)  =»'HUFCC Code,
'Other_Collection Number' => 'Other Collection Number’,
'NCBI Accession Number' =>"NCBI Accession Number',

'Culture Form' =>'Culture Form' ];
$hidden = ['1d', 'pdf path'];
echo <<<STYLE
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<gtyle>
.detail-modal-table th {
background: #f5f7fa;
font-weight- 600;
width: 40%:;
white-space: nowrap;
padding: 10px 18px; }
_detail-modal-table tr:nth-child(even) td {
background: #fafbfc; }
_detail-modal-table em {
font-style: italic;  }
</style
<div class="table-responsive">
<table class="table table-bordered detail-modal-table mb-0"=
<tbody>
STYLE:
foreach (Srow as $field == $value) {
if (in_array($field, $hidden, true)) {
continue }
$label = $labels[$field] ?? uewords(str_replace([' ','-],"", $field));

if ($field 'Strain Name') {
Scell = '<em>' . htmlspecialchars($value, ENT QUOTES, 'UTF-8") . '</em>"; } else { $cell =
nl2br(htmlspecialchars($value, ENT QUOTES, "UTE-8"); } echo
"<tre<ths {$label }</th><td>{$cell }</td=</tr>" +  echo ' </thody></table></div>>';} catch

(RuntimeException $e) { echo '=div class="alert alert-danger">' . htmlspecialchars($e->getMessage(),
ENT QUOTES, 'UTF-8) . '</div>'";} catch (Throwable Se) { http response code(500) echo '<div
class="alert alert-danger">Beklenmeyen bir hata olustu </div>'";} 7>

EK 2.8. presentations.php

<2php
echo "<!—- DEBUG: " date('H:i:s")." —>";
$pageTitle = Presentations’;
include 'header php';
include 'nav_php';
7>
<style>
cards{
display:grid;
erid-template-columns:repeat(auto-fit, minmax(250px, 1r));
gap:1.5rem;
padding-48px 16px;
max-width:1200px;
margin:auto; }
ccard{
background #fff;
border-radius:12px;
box-shadow:0 6px 14px rgba(0,0,0,.12);
overflow:-hidden;
transition-transform 25s; }
_card-hover{transform:translate Y(-4px)}
-card img {
width:100%;
height:180px;
object-fit:cover;
object-posttion-top;
cursor:pointer;
display-block; }
_card-body {padding-16px;text-align-center}
_card-body hé {margin-bottom:8px; font-size: 1rem;font-weight:600}
_pres-type{font-size: 9rem;font-weight:500;color#666}
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_pres-loc {font-size: 8rem;color#888;margin-top:4px;}
#modal-overlay {
position: fixed;inset:0;
background:rgba(0,0,0..8);
display-none;align-items:center;justify-content-center;
z-index:1000;}
#modal-overlay img{
max-width:90%;max-height-90%;
border-radius:12px;
box-shadow:0 6px 14px rgba(0,0,0,.12); }
Jstyle>
“php
articles =[
[
‘title'  =>'ADH? and ADHS Gene Expression Profiles and Technological Characteristics of Strains
if <i>Saccharomyces cerevisiae</1>,
'type' =>'Oral Presentation',
'thumb' =>'ebm-22 png’,
large' =>'ebm-22 pdf,
location' == '22nd Biotechnology Congress with International Participation'
1.

[
'title' => Determination of Quality Parameters in Soy-Based Fermented Products Produced Using

1>8accharomyces cerevisiae</1> and <1>Saccharomyces boulardii</1>',
'type' =>'Oral Presentation',
'thumb' =2 'bs-22 png’,
Narge' =>'bs-22 pdf,
"location' == '22nd Biotechnology Congress with International Participation'
1.

[
'title' => "Use Of Real-Time PCR and High-Resolution Melting Analysis for the Identification and

Jiscrimination of <i>Saccharomyces boulardii=/i> Strains by AAD15 and MAT.11 Genes',
'type! => 'Poster Presentation’,
'thumb' =>'bs-bio_png/,
large’ =>'bs-bio pdf,
"location' == '1st International Congress on Biotech Studies (ICBIOS)

'title' =>'Analysis of Protein Secretion by Bakers Yeast <i>Saccharomyces cerevisiae<i/1> ',
'type' =>'Oral Presentation’,
'thumb' == '"ty-bio.png’,
'large’ =='iy-bio.pdf,
'location' == '1st International Congress on Biotech Studies (ICBIOS)'
I

[
'title' => 'Functional Characteristics of <i>Saccharomyces boulardu</1> Strains to Produce Soy-
Based Fermented Foods',
'type' =>'Poster Presentation’,
'thumb' =>'BSPK png,
large' =>'BSP.pdf,
'location' == '2nd NIZO Plant Protein Functionality Conference’
I8
[
'title' => 'GABA metabolism pathway genes response to heat stress in <i>Saccharomyces
cerevisiae</i=',
'type' =>'Oral Presentation’,
'thumb' =>'ebm-gaba png’,
'large' =>'ebm-gaba pdf,
'location' == '2nd International/12th National Food Engineering Congress'
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'title' =='Synbiotic Ice Cream Production with Probiotic and Prebiotic',

'type' =>'Poster Presentation’,

'thumb' =>'ebm-ice png',

large' =>'ebm-ice pdf,

"location' == '2nd International/12th National Food Engineering Congress'
I8
[

‘title'  => 'Aromatic Amino Transferase I Gene (AROS) in the <i>Saccharomyces cerevisiae</i>
Strains',

'type' =>'Poster Presentation’,

'thumb' =>'ebm-202 png',

large’ =>'ebm-202 pdf,

'location' == '20th Biotechnology Congress with International Participation’

I
[
'title' =>"Detection of SUC2 Gene by Real Time PCR in <i>Saccharomyces cerevisiae </1> ",
'type! =>'Poster Presentation')
'thumb' =>'ebm-201 png',
large’ =>'ebm-201.pdf,
"location' == '20th Biotechnology Congress with International Participation’
I8
[

'title' =>'Culturomics: a new approach to identify the <i>Lactococcus</i> and <i>Enterococcus</i>
species isolated from the dairy plant',
'type' =>'Oral Presentation’,
'thumb' =>'"zge-20.png/,
large' =>'zge-20.pdf,
'location' == '20th Biotechnology Congress with International Participation’
I8
IB

=
<div class="cards">
<?php foreach ($articles as $a): 7>
<div class="card">
<?php
$ext = strtolower(pathinfo($a['large’], PATHINFO _EXTENSION));

/* Retina destedi: thumbs/foo@2x png mevcutsa ekle */

$src = htmlspecialchars($a['thumb']);

$hidp1 = preg_replace('/(\.\'w+)$/", '@2x$1", $a['thumb']);

$sreset = (1s_readable($hidpi) ? ' sreset=""htmlspecialchars($hidp1).' 2x"' : ");

if ($ext == "pdf’) {
echo '<a href="" htmlspecialchars($a['large'])." target="_blank">";
echo "<img src=\"$src\"$sreset alt="""_himlspecialchars(strip_tags($a['title’])).">";
echo '</a>";
}else {
echo "<img src=\"$src\"Ssrcset alt=\"".htmlspecialchars(strip tags($a['title']))."\" data-
modal=\"" htmlspecialchars($a['large'])."">";
h
=
<div class="card-body">
<h6=<7= Sa['title']; 2=</hé>
<p class="pres-type">=77= $a['type']; 7=</p>
<?php if (lempty($a['location'])): 7=
<p class="pres-loc">=<?= htmlspecialchars($a['location']); 7==/p=
<?php endif;, 7=
<fdiv=
</div=
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<?php endforeach; 7>
</div=>

<1--  Modal (PNG/JPG) —- >

<div id="modal-overlay" onclick="closeModal()">
<img id="modal-img" gre="" alt="full view">

</div=

<gcript>
# kiigtk resme tiklandifinda modal ag¢
document.querySelectorAll('[data-modal]"). forEach(img => {
img addEventListener('click’, e => {
const big = e currentTarget dataset modal;
document getElementById{"modal-img").src = big;
document.getElementById('modal-overlay”).style.display = 'flex’;
3
;
function closeModal(){
document getElementByld('modal-overlay") style.display = 'none';
document getElementById('modal-img") src = ";
¥
<Iseript=

<?php include 'footer.php'; 7=

EK 2.9. contact.php

<?php
header('Content-Type: text/html; charset=utf-8");
include "header php'; // <html><head> ... <body>
include 'nav_php',  // meni
7=
<gtylex
_contact-section{
background #{tf:
padding:80px 0;
font-family:"Popping' sans-gerif: }
contact-wrapper{
max-width:1200px;
margin:0 auto;
display:flex;
gap:40px;
flex-wrap-wrap;
Justify-content:center;}
_.contact-card{
background:#0d4c7b;
color#{tt:
border-radius:12px;
padding:56px 64px;
box-shadow:0 8px 24px rgba(0,0,0,.15);
flex:0 0 420px;
max-width:520px; 1
.card-title{
font-size:2rem;
font-weight:700;
color#{fd200;
margin-bottom:48px;}
info-item{
disgplay:flex;
align-items: flex-start;
cap:22px;
margin-bottom:28px;
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font-size:1.15rem;
line-height:1.55;}
_info-item 1{
color#ffd200;
font-size:1 Srem;
flex-shrink:0;}
.info-ttem p{
margin:0;}
.info-item:last-of-type {margin-botton1:0; }
({@media (max-width:700px) {
_contact-wrapper{gap:24px;}
_contact-card {flex:1 1 100%; text-align-center;}
_nfo-item {justify-content-center;text-align:left;} }
</style>
<main class="contact-section">
<div class="contact-wrapper">
<div class="contact-card">
<h3 class="card-title">Contact Information</h3>
<div class="info-item">
<1 class="fas fa-map-marker-alt"><v1>
<p>
Hacettepe University<br>
Faculty of Engineering=lr>
Department of Food Engineering=br>
06800, Ankara, Tiirkiye
</p=
</div=
<div class="info-item">
<1 class="fas fa-phone"=></i>
<p=>+90 (312) 297 71 06</p>
</div=
<div class="info-item" =
<1 class="fas fa-envelope"=</i>
<p=foodomicslab@hacettepe. edu.tr</p>
</div=
<div class="info-item" =
<i class="fas fa-clock"></i>
<1 class="fas fa-clock"></1>
<p>Monday — Friday: 09:00 — 16:00</p>
</div=
</div><!-- [ contact-card -->
</div=<!-- / contact-wrapper =

</main>
<?php include 'footer php'; 7> <! </body=><html> kapamr -->

EK 2.10. thesis.php

<?php
header('Content-Type: text/html; charset=UTF-§");
$pageTitle = 'Thesis';
include 'header.php';
include 'nav_php';
SthumbDir=";
SlargeDir =";
Sarticles =[
[
‘title' == 'Alternative Protein Production Using Fruit Juice Industry Waste',
'url’ == "https://openaccess hacettepe edu tr’handle/11655/36011',
‘thumb' == "tytez.png',
'large’ == 'tyabstract.png/,

232



‘title' => 'Investigation of the Use of <i>Saccharomyces cerevisiae var. boulardii=/1i> in Soy-Based
Fermented Food Production',
‘url' == "https://openaccess hacettepe edu tr'handle/11655/35914',
‘thumb' => "bstez png’,
"large' => 'bsabstract.png’,
1,
[
‘title' =2 'Transcriptional Response to Using Mixed Starter Culture During the Sequential Fermentation
Involving <i=Saccharomyces cerevisiae</i> and <i>=Metschnikowia pulcherrima<i/t=',
‘url' =>"https://openaccess hacettepe edu tr'handle/11655/27073',
‘thumb' == 'ebmtez png’,
"large’ == 'ebmabstract.png’,
1,
[
‘title' = 'Microencapsulation of Some Probiotic Bacteria and Investigation of Their Use in Fruit Juice',
‘url' =>'https://openaccess hacettepe edu tr'handle/11655/34214',
'thumb' == 'sctez png’,
large' == 'scabstract.png',
1,
[
'title' == 'Characterization of Microbiota Isolated from White Cheese and Milk Processing Facility',
‘url' =>'https://openaccess.hacettepe.edu.tr/handle/11655/22711",
‘thumb' =2 'zgctez png',
large' == 'zgcabstract png',

'title' == "Determination of the <i>Saccharomyces cerevisiae</i> DNA Barcode and Creating a Data
Base',
‘url' =>'https://openaccess.hacettepe.edu tr’handle/11655/9441',
‘thumb' == "mkttez png',
large' => 'mkabstract png',
1.
I
o
<gtyle=
_cards {display-grid;grid-template-columns repeat(auto-fit minmax(250px, 111));
gap:1 Srem;padding-48px 16px;max-width:1200px;margin-auto}
_card{background #ff border-radius:12px;box-shadow-0 6px 14px rgba(0,0,0,.12);

overflow hidden;transition-transform .25s}
.card-hover {transformtranslate Y(-4px)}
.card 1mg {width:100%;cursor-pointer;display:block}
_card-body {padding-16px;text-align:center}
.card-body hé {margin-bottom:12px;font-size: 1rem;font-weight-600}
_btn-link {dizplay:inline-block;color-var(--blue-1,#003465);text-decoration:none;
font-size: 9rem;border: 1px solid var(--blue-1,7003465),
padding:6px 14px;border-radius:20px;transition:.2s}
_btn-link-hover {background:var(--blue-1.#003465);color#{ff}
#modal-overlay {position:fixed;inset:0;background:rgba(0.0,0,.8);display none;
align-items:center;justify-content:center;z-index:1000}
#modal-overlay img{max-width:90%;max-height:90%;border-radius:12px;
box-shadow:0 6px 14px rgba(0,0,0,.12)}
<fstyle>

<div class="cards">
<?php foreach ($articles as $a):
Sthumb = $thumbDir . rawurlencode($a['thumb']);
S$large = $largeDir . rawurlencode($a['large']); 7>
<div class="card">
<img sre="<?= $thumb 7"
alt="<?= htmlspecialchars(strip_tags($a['title'])) 7"
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data-modal="<"?= $large 7>"=
<div class="card-body">
<h6><?= Sa['title'] 7><h6>
<a class="btn-link" href="<?= htmlspecialchars($a['url]) 7>" target="_blank" rel="noopener">
View Thesis
</a>
</div=
</div>
<2php endforeach; 7>
</div>
<div 1d="modal-overlay" onclick="closeModal()">
<img id="modal-img" sre="" alt="full view">
</div=
<gcripts
img addEventListener('click’, e=>{
document getElementById('modal-img") src = e.currentTarget dataset modal;
document getElementByIld('modal-overlay'). style. display = 'flex';
1);
3
function closeModal(){
document getElementById('modal-overlay').style.display = "none';
document getElementById('modal-img").sre =";
}
</seript>
<?php include 'footer.php'; 7>

EK 2.11. location.php

<?php

/{ location php — Hacettepe Food Engineering Konum Sayfas:
header('Content-Type: text/html; charset=UTF-8"); //

$pageTitle = 'Location | Hacettepe University FoodOmics Laboratory';

include 'header php'; // <head> etiketinde <meta charset="UTF-8"> bulundugundan emin ol

include 'nav_php';

7=

<style>

.content{background #fff;font-family-"Poppins' sans-serif}

Jlocation-section h2 {text-align-center;margin:0 0 48px;color#003a6d}

location-container {max-width:1200px;margin-0 auto;display-flex;gap:40px;flex-wrap-wrap;justify-
content-center}

.address-details {background:#0d4c7b;color#{if;border-radius: 12px; padding:48px 56px;flex:0 0
380px;box-shadow:0 6px 18px rgba(0,0,0,.15)}

.address-details ul{list-style:none;padding:0;margin:0}

.address-details li{display:flex;gap:18px;margin-bottom:28px;font-size:1.05rem;line-height:1.5}
.address-details Ii 1{color#{fd200;font-size:1 4rem;flex-shrink-0;margin-top:3px}

.address-details li‘last-of-type {margin-bottom 0}

.map-container{flex:1 1 520px;position-relative;padding-bottom:56.25%; height-0;border-
radiug:12px;overflow: hidden;box-shadow:0 6px 18px rgba(0,0,0,.15)}

.map-container iframe {position:absolute;top:0;left:0;width:100%:height-100%;border:0;display:block}
.map-button-container {text-align-center;margin:40px 0 64px}

.map-button{display:inline-flex:align-

items:center;gap:-10px;backeround #ffd200;color#003a6d;padding-14px ~ 32px;border-radius:8px;font-
weight:600;text-decoration:none;transition-filter 2s}

.map-button-hover {filter-brightness(.9)}

transportation {max-width-900px;margin:0 auto 96px}

transportation h3 {font-size:1.6rem;color#003a6d:margin-bottom:24px:text-align-center}
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transport-option{background #f1f6ff.border-left:6px  solid #003aéd;border-radius:8px;padding:24px
32px;margin-bottom:24px;box-shadow:0 4px 12px rgba(0,0,0,.07)}
transport-option h4{margin'0 0 12px;font-size:1 2rem:color#003a6d;display-flex;gap-10px;alien-
items:center}
‘transport-option p{margin:0;line-height:1.6}
[@media(max-width:700px){
_address-details, map-container{flex:1 1 100%}
-address-details {text-align:center}
-address-details li{justify-content-center;text-align-left} }
<style>
<main class="content">
<section class="location-section">
<h2>Location</h2>
<div class="location-container">
<l Adres -
<div class="address-details">
<h3>Address Information</h3>
<ul>
<li=<i class="fas fa-building"></i>
<dive<strong=Department:</strong><br>Food Engineering Department</div></li>
<li><i clags="fas fa-university"></1>
<div=sstrong>Faculty:</strong><br>Faculty of Engineering=7/div==/1i>
<li=<1 class="fas fa-map-marker-alt">/1>
<div><strong>Address:</strong><br>
Hacettepe University<br=
Faculty of Engineering<br>
Department of Food Engineering<br>
06800 Beytepe, Ankara, Turkey=/div=</li=
<li><1 class="fas fa-phone">=</1>
<div<strong=Phone:</strong><br>+90 (312) 297 71 00=/div=11>
<li><1 class="fas fa-fax"></i>
<div<strong>Fax:</strong>br>+90 (312) 299 21 23</dive</li=
<ful>
</div>
<div class="map-container">

sre="https://www.google com/maps/embed?pb=I1m18!1m1211m3!1d3060.548525965987412d32.733357
3152697313d39.8686399794332412m311f012f013£0!13m2111102412176814f13 113m3!1m211s0x14d347033
925c3a5%3A0x3b6c1ae4c8dB82a89!2sHacettepe?620%C3%9Cn1versitesi%20M%C3%B Chendislik%2 0F
ak%C3%BCltes1!5e0!3m2 ! 1str! 2str14v1674594823454!5m2  1str!2str"
allowfullscreen loading="1azy" referrerpolicy="no-referrer-when-downgrade"=></iframe>
</div=
</div><!-- / location-container -
<div class="map-button-container">
<a class="map-button"
href="https://www.google.com/maps/place/ Hacettepe+Universitesi+Gida+Mihendislizi" target="_blank"
rel="noopener">
<1 class="fas fa-map-marked-alt"></i> Open in Google Maps
</a>
</div
<div class="transportation'">
=h3>How to Reach Us</h3>
<div class="transport-option"=>
<h4><] class="fas fa-bus"></1i> By Bus<'h4>
<p>You may kindly get off at the Beytepe stop on Eskigehir Road. From the Beytepe Metro entrance,
we kindly recommend walking uphill and taking the university ring shuttle no. 130 to reach the
campus.</p=
</div=
<div class="transport-option"=>
<h4=<i class="fas fa-subway"></i> By Metro</h4>
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<p>You may take the M2 Metro Line departing from Kizilay and get off at Beytepe Station. From the
metro exit, kindly proceed to the nearby university ring shuttle stops to access the campus </p>
</div
<div class="transport-option">
<h4><i class="fas fa-car"></1> By Car<h4>
<p>You may drive along Eskisehir Road towards Beytepe and take the Beytepe Campus exit. Once
inside the campus, you are kindly requested to follow the signs leading to the Department of Food
Engineering </p>
</div=
</div=
</section>
</main>>
<?php include 'footer.php'; 7>

EK 2.12. staff.php

=php

/{ staff php — Culture Collection Team

header('Content-Type: text’html; charset=UTF-8'); //

SpageTitle = 'Culture Collection Team | Hacettepe Unmiversity FoodOmies Laboratory';

include 'header php'; // <head>
include 'nav.php'; // Gst mend
7=
<style=

main {min-height:cale(100vh - 400px);padding:2rem 0;background:#£8f9fa}

.chart-title {text-align:center;margin:0 0 2rem:font:600 2rem "Poppins'sans-serificolor:#004080;text-
transform-uppercase}

.chart-title:after {content:";display:block;width: 80px;height:3px;backeround #FFD700;margin: lrem
auto}
| team-container {max-width:1200px;margin:0 auto;padding:2rem:background:#ff:border-
radius:8px;box-shadow:0 2px 4px rgba(0.0,0,.05)}

‘hierarchy-level {margin-bottom:3rem;text-align-center}

‘hierarchy-level:last-child {margin-bottom:0}

level-title {color:#004080; font-size:1. Srem;margin-bottom:2rem;position:relative;display:inline-block}

level-title::after {content:";position:absolute; bottom:-10px;left: 50%;transform translateX(-
50%);width: 50px; height:3px;background #FFD700}

team-members {display-flex;justify-content-center;flex-wrap-wrap;gap:2rem}

team-member{flex:0 1 300px;backeround#fff;border-radius:10px;padding:1 5rem;box-shadow:0 4px
6px rgba(0,0,0,.1);transition: 38}

team-member-hover {transform-translate Y{-5px);box-shadow:0 6px 12px rgba(0,0,0,.15)}

team-member img {width:120px;height:120px;border-radius:50%;margin-bottom:1rem;border-3px
solid #004080;c0bject-fit:cover}

team-member h4 {color#004080;font-size:1 2rem;margin-bottom:.Srem}

team-member p {color#666;font-size: 9rem:margin-bottom:. Srem}
</style=
<mairn>

<div class="chart-title">Culture Collection Team<=/div:

<div class="team-container">

<|-- Head of Culture Collection --=
<div class="hierarchy-level">
<h3 clasg="level-title">Head of Culture Collection</h3=
<div class="team-members">
<div class="team-member">
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<img sre="https://fs hacettepe edu tr/food/resimler/ouyeleri/remzive jpg"
alt="Professor Dr. Remziye Yilmaz">
<h4>Professor Dr. Remziye Yilmaz</h4>
<p><strong>=Expertise:</strong>> Collection Supervisor</p>
<p><strong>ORCID ID:</strong> 0000-0003-2041-1205</p>
<p><strong=Email</strong> remziye@hacettepe edu tr<i/p>
</div>
</div=
</div>
<div class="hierarchy-level">
<h3 class="level-title">Team Members</h3>
<div class="team-members">
<div class="team-member'">
<img sre="NFC jpg" alt="Nejat Furkan Caglar"=
<h4>Nejat Furkan Caglar</h4>
<p><strong=Expertise:</strong> Scientific &amp; Systems Architect</p=
<p=<strong>ORCID ID:</strong> 0000-0002-9662-2538</p>
<p><strong>Email</strong>> nejatcaglar@hacettepe edu tr</p>
</div=
<div class="team-member">
<img sre="https://fs hacettepe edu tr/foodomicslab/dosyalar/TMG 4575 (1).jpg"
alt="Elif Bircan Muyanl">
<h4=Elif Bircan Muyanli<‘h4>
<p><strong>=Expertise-</strong> Yeast Characterization &amp; Supply</p>
<p><strong>ORCID ID:</strong> 0000-0001-5279-913 1</p>
<p><strong>Email:</strong> elif bircan ebm@gmail com=/p>
</div>
<div class="team-member">
<img sre="https://kalecikmyo.ankara edu tr/wp-content/uploads/sites/437/2024/11/Z Cerit-1-
400x462 jpg"
alt="Zeynep Gorkem Cerit">
<h4=Zeynep Gorkem Cerit</h4>
<p><strong>Expertise:</strong’> Bacteria Characterization &amp; Supply</p>
<p><strong>ORCID ID:</strong> 0000-0003-3955-9584</p>
<p><strong=Email-</strong> zeynepcerit24@gmail com=/p=
</div>

</div=

</divz

<l-- Operations -->

<div class="hierarchy-level">
<div clags="team-members">

<div class="team-member"=>
<img sre="Alara Kamel jpg" alt="Alara Kanic1">
<h4>Alara Kanicr<‘h4>
<p><strong>Expertise:</strong>> System Operations Specialist</p>

<p><strong>Part-Time Position</strong> </p>

<p><strong=ORCID ID:</strong> 0009-0005-3628-2155</p>
<p<strong=Email </strong> alarakanici@hacettepe edu.tr</p>

</div=

<div class="team-member">
<img src="https://fs hacettepe edu tr/foodomicslab/resimler/20250219 121024 JPG"

alt="Asude Celik">

<h4=Asude Celik</h4>
<p<strong>Expertise</strong> System Maintenance Specialist</p=
<p=<strong>Part-Time Position</strong> </p=
<p><strong=ORCID ID:</strong> 0009-0006-3305-3047</p>
<p=<strong=Email </strong> celikasude@outlook com=/p=>

</div=

</div=
</div>
</divz <1-- / team-container --></main= <?php include "footer php'; 7=
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EK 2.13. bioinformatics.php

<?php
$pageTitle = 'Bioinformatics';
include headerphp'; // <head> ... <body>
include 'nav_php'; // Gst menii
T
<style=
root{
—brand-blue:#003366;
--brand-gold:#{fb400;
—accent:#0déefd;
—card-bg #fff;
—card-border#e3e5e8§;
--shadow-sm:0 4px 12px rgba(0,0,0,.06);
--shadow-1g:0 10px 22px rgba(0,0.0,.12);
--radius:14px;
—-gap-lg-36px;
--gap-sm:24px;
—-max-w:1300px;}
.tool-section{margin:3rem auto;padding:0 lrem;max-width:var(--max-w);}
tool-section h3{
font:700 1.35rem/1 'Poppins',sans-serif,
color:var({--brand-blue);
text-align-center;
margin:0 auto 1.5rem;
position-relative; }
tool-section h3::after{
content:";display-block;width-70px;height:3px;
background:var(--brand-gold);margin: 6rem auto 0;border-radivs:2px;}
‘tool-grid{
display:grid;
grid-template-columns repeat(auto-fit. minmax(190px, 111));
gapvar(--gap-lg);
justify-items:center; } .tool-card {
background-var(--card-bg);
border:1px solid var(--card-border);

border-radius-var(--radius);

box-shadow var(--shadow-sm);

width:100%; max-width:240px;min-height:170px;

padding:1 6érem 1rem;text-align center;
display-flex;flex-direction:column;align-items:center;justify-content-center;
text-decoration:none;color-inherit;

transition:transform 25s cubic-bezier( 4,0, 2.1), box-shadow .25s;}
tool-card:hover,
tool-card:focus-visible{

transform-translate Y{-8px);

box-shadow var(--shadow-1g);

outline:none; }

tool-card h5{

font:600 1.075rem/1 25 Poppins' sans-serif;
color:var(--brand-blue);

margin:0 0 3rem;
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text-wrap-balance; }
tool-card p{
font-size: 84rem;
line-height:1.45;
color#555;
margin:0;
text-align:center;

<a href="http://multalin toulouse.inra fr/multalin™ target="_blank" rel="noopener" class="tool-card">
<1 class="fas fa-align-justify"></1>
<hS=MULTALIN</h5>
<p=Multiple Sequence Alignment</p>
<Ja>
<a  href="https://mafft cbrc jp/alignment/server/index html"  target=" blank"  rel="noopener"
class="tool-card">
<1 class="fag fa-alipn-justify"></i>
<h5>=MAFFT</h5>
<p=Scalable Fast Alignment</p>
</az
<a href="https://drive5 com/muscle/downloads v3 html" target="_blank" rel="noopener" class="tool-
card">
<1 class="fas fa-alipn-justify"></i>
<h5S>MUSCLE</h5>
=<p=Fast Multiple Sequence Alignment Tool=/p=>
<faz
<fdwvz
</section=>
<1-- BLAST & PHYLOGENY (yan yana biiyik ekran) >
<gection class="tool-section" style="display:grid;gap:var(--gap-lg);grid-template-columns:repeat(auto-
fit minmax(300px, 1f));">
<!-- NCBI ELAST -->
<div aria-labelledby="blast-tools">
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<h3 1d="blast-tools"=NCBI BLAST=/h3>
<div class="tool-grid">
<a href="https://blast.ncbi.nlm nih gov/Blast.cgi" target="_blank" rel="noopener" class="tool-card">
<i class="fas fa-search"></1>
<h5>BLAST</h5>
<p>Basic Local Alipnment Search Tool</p>
<laz
</div=
</div>
<!-- Phylogenetic Analysis >
<div aria-labelledby="phylo-tools">
<h3 1d="phylo-tools">Phylogenetic Analysis</h3>
<idiv class="tool-grid"=>
<a href="https://www megasoftware net/" target="_blank" rel="noopener" class="tool-card"=>
<1 class="fas fa-tree"></1>
<h5>MEGA 11</h5>
<p=Phylogenetic Tree Construction</p>
</a>
<a href="https://itol embl.de/upload.cgi1" target="_blank" rel="noopener" class="tool-card">
<1 class="fas fa-diagram-project" /1>
<h5>1TOL</h5>
<p=Phylogenetic Tree Visualization=/p=
<laz
</div
</div=
</section™
<section class="tool-section" aria-labelledby="pop-tools">
<h3 1d="pop-tools">Genetic Polymorphism &amp; Population Structure Analysis</h3>
<div class="tool-grid">
<@ href="https://www.ub.edu/dnasp/" target="_blank" rel="noopener" class="tool-card"=
<i class="fas fa-dna"></1>
<h3=NDNAsn</h5>

<p=>Genetic Diversity &amp; Polymorphism</p>
</a>
<a href="https://ugene. net" target="_blank" rel="noopener" class="tool-card">
<1 class="fas fa-vials"></1>
<h5>UGENE</h5>
<p>Sequence &amp; Structure Analysis</p>
</a>
<a href="https //www_python org" target="_blank" rel="noopener" class="tool-card">
<1 class="fab fa-python"></1>
<h5>Python</h5=
<p>Custom Scripts for Analysis</p>
<a=
</div=
</section>
<p style="font-size: 85rem;color:#555;margin-top:-1rem;">
The toolkit presented above was implemented in 2025 during the establishment of the Hacettepe
University FoodOmics Laboratory Culture Collection (HUFCC).
<Ip>
</div=
=?php include 'footer php'; 7=
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EK 2.14. identifications.php

<7php include 'header php'; 7=
<?php include 'nav.php'; 7=
<I1-- Identification Pipeline Image -->
<div class="content" style="text-align-center;">
<img
sre="HUFCC Identification png"
alt="HUFCC Strains Identification Pipeline"
style="w1dth:100% max-width:1000px;height:auto;display:block;margin:0 auto 2rem;">
<I-- Professional Footnote >
<p style="font-size: 85rem;color:#555;margin-top:-1rem;">
The identification pipeline presented above was implemented in&nbsp;2025 during the establishment of
the Hacettepe University FoodOmics Laboratory Culture Collection (HUFCC).</em>
<p=
</div>
<?php include 'footer php'; 7=

EK 2.15. contract-research.php

<7php
SpageTitle = 'Contract Research'’;
include 'header php'; // <head>+ a¢ilig <body>
include 'nav php';  // ana meni
7=
<style=
root]
—brand-blue #003366;
--brand-gold:#ffb400;
--card-bg #{IffT
--card-shadow:0 5px 16px rgba(0,0,0,.06);
—radius:14px;
—max-w:900px;}
.content > h2{
font:800 1.9rem/1.25 'Poppins' sans-serif;
color:var(--brand-blue);
text-align:center;
margin:0 0 Zrem;
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position-relative; }
.content > h2::after{
content:";display:block;width:90px;height3px;
background:var(--brand-gold);
margin:. 75rem auto O;border-radius:2px;}
research-card{
background-var{--card-bg);
box-shadow-var{--card-shadow);
border-radius-var(-—-radius);
padding-2rem 2 2rem;
max-width-var(-—-max-w);
margin:() auto 3rem;
font:400 lrem/1.6 'Poppins’ sans-serif;
color#333;}
research-card p{margin:0 0 1rem;}
research-card strong {color-var(--brand-blue);}
[@media(max-width:768px) {
_research-card {padding-1 5rem 1. 4rem:}}
<Ustyle>
<div class="content">
<h2>Contract Research</h2>
<div class="research-card">
<p>
<strong>Hacettepe University FoodOmics Laboratory Culture Collection (HUFCC)</strong>
conducts various confidential research projects for clients, including identification of strains.
It can ensure confidentiality from the first contact to the final report.
</p>
=p=
For information on cooperation and services, you may reach us through the communication channels
indicated in the contact section.
</p>
</div=
</divz=
<?php include 'footer php'; 7=

EK 2.16. services.php

<?php
$pageTitle = 'Services';
include 'header php'; // <head>+ agilig <body>
include nav php';  // Gst mena
T
<style>
root{
—-brand-blue:#003366;
—-brand-gold #{fb400;
—table-border:#ele4e8;
—row-hover#f6f8fa;
—radius:10px;
--shadow0 3px 10px rgba(0,0,0,.05);}
.content > h2{
font:800 1.8rem/1.2 'Poppins' sans-serif;
color:var(--brand-blue);
text-align:center;
margin:0 0 2rem;
position-relative;}
_content > h2after{
content:";display-block; width-80px;height-3px;
background:var(--brand-gold);margin: 75rem auto 0;border-radius:2px;}
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_services-table{
overflow-x:auto;
box-shadowvar(--shadow);
border-radius:var(--radius); }

_services-table table{
width:100%;border-collapse:separate;border-spacing:0;
min-width-620px;

_services-table thead th,

_section-head{
background #f1f4{8;
font:600 95rem/1 4 Poppins' sans-serif;
color:var(--brand-blue);
padding: 85rem 1rem;
text-align:left;}

_section-head{
background #eef2f6;}

-services-table tbody td{
padding: 1rem;vertical-align:top;border-top: 1px solid var(--table-border);}
.services-table tbody tr-hover td{

background-var(--row-hover);}
_services-table title{
font:600 95rem/1.3 Poppins' sans-serif;color#111;
margin-bottom:.2 5rem; }
_services-table desc{
font: 85rem/1 4 'Poppins' sans-serif.color#555;}
(@media(max-width: 768px) {
-content{padding:1rem;} }
</style=
<div class="content">
<hZ=>Services<'h2>
<div class="services-table">
<table>
<thead=
<tr><th=Lactic Acid Bacteria Strain Services</th/ti>
</thead>-
<tbody>
it
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<td>
=<div class="title">Isolation=/div>>
=div class="desc">Standard bacterial isolation procedure</div=
<ftd=
<>
<tr
<td=
<div clags="title">Mixed Culture Analysis</div=
<div class="desc">Isolation from mixed cultures</div>
<ftd>
<ftr=
<tre
<td=
<div class="title">Identification</div>
<div class="desc">Per strain / specimen analysis<</div>
<ftd>
<tr=
<fr=
<td>
<div class="title">Partial 165 rDNA Sequence Analysis=/divz
<div clags="desc">Detailed genetic analysis</div=
<ftd=
<>
<tr class="section-head"><td>Yeast Strain Services</td></tr>
<t
<td>
<div class="title">Identification of Pure Culture</div>
<div class="desc">Standard yeast isolation procedure</div>
<ftd>
<=
<tr class="section-head"><td>Other Services</td></tr>>

<fr>=
<td=>
<div class="title">Consult</div>
<div class="desc">
Expert guidance on 1solation and identification procedures for lactic acid bacteria and yeast strains.
</div=
<td>
<tr>
<t
<td>
<div class="title">Survey=</div>
<div class="desc">
Agsessment and feedback on your microbial analysis workflows.
</div=
<td>
<=
</tbody=
</table=
</div>
</div=
<7php include 'footer php'; 7=
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EK 2.17. publications.php

=7php

$pageTitle = 'Publications';
include 'header php';
include 'nav_php';

7>

<stylex
_cards {display-grid;grid-template-columns repeat{auto-fit minmax(250px, 1fr));
gap:1 Srem;padding-48px 16px;max-width-1200px;margin-auto}
_card {background #fif; border-radius:12px;box-shadow:0 6px 14px rgba(0,0,0,.12);
overflow hidden;transition-transform 255}
-card-hover{transform translate Y{(-4px)}
_card img {width:100%;cursor-pointer;display-block}
-card-body {padding:16px;text-align-center}
_card-body hé {margin-bottom:-12px;font-size:1rem;font-weight-600}
btn-link {display:inline-block;color-var(-—-blue-1 #003465) ;text-decoration-none;font-size: 9rem;
border:1px solid var(--blue-1 #003465);padding-6px 14px;border-radius:20px;transition: 2s}
btn-link-hover{background:var(--blue-1,#003463);color#fff}

/* Modal overlay */
#modal-overlay {position:fixed;inset:0;background-reba(0,0.0,.8);
display:none;align-items:center;justify-content:center;z-index:1000:}
#modal-overlay img {max-width-90%;max-height:90%;border-radius:12px;
box-shadow:0 6px 14px rgba(0,0,0,.12)}
<stylex

<7php
Sarticles = [
[
'title' => 'RT-qPCR based quantitative analysis of ARO and ADH genes in <i>Saccharomyces
cerevisiae</i> and <i>Metschnikowia pulcherrima</i> strains grown in white grape juice’,
'doi' =>'10.1007/511033-024-09444-2",
‘thumb' == |1_png1=
llaIgel =':, Il.prlg'
]F
[
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'title' => Detection of the lactic acid bacterial community in small scale white cheese processing facility
using shoteun metagenomics and culturomics’,
'dot' ==>'10.1016/].idairy].2024.105971",
‘thumb' =>'2 png’,
"large' =>"'2 png'
1
[
'title' => 'Differentiation of <i>Saccharomyces boulardii</i> from <i>Saccharomyces cerevisiae</i>
Strains Using the qPCR-HRM Technique Targeting AADI1S Gene',
'dot’ =>>'10.1080/08905436.2024 2382862,
‘thumb' == '4.png',
'large' == "4 png’
I

[
'title' => "Evaluation of Culturomics and Shotgun Metagenomic Technologies in White Cheese

Microbiota ',
'dot' =>'10.15237/gida GD20136',
'thumb' =>'3 png',
'large' =>"'3 png’
1
I;
T
<div class="cards">
<?php foreach($articles as $a): 7>
<div class="card">
<img sre="<7= $a['thumb'] 7>" alt="<?= $a['title'] 2>" data-modal="<"7= Sa['large] 7>">
<div class="card-body">
<h6><?= $a['itle'] 7></h6>
<a class="btn-link" href="https://doi.org/<?= $a['do1'] 7>" target="_blank">View Article</a>
<fdiv>
</div=
<7php endforeach; 7=
</div>
<I-- Modal -->
<div 1d="modal-overlay" onclick="closeModal()">
<img id="modal-img" src="" alt="full view">
<div=
<gcript=

img_ addEventListener('click’ e=>{
const big = e currentTarget dataset modal;
document. getElementById('modal-img').src = big;
document getElementById('modal-overlay") style digplay = 'flex';
3
1
// overlay’e tiklayinca kapat
function closeModal{){
document getElementByld('modal-overlay’).style display = "none';
document getElementByld('modal-img").src =";
3
</seript=
<?php include 'footer php'; 7=
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EK 2.18. contact.css

_contact-section{
background:linear-gradient(180deg, #003a6d 0% #004d8d 100%);
padding-80px 0;
color-#ftf
font-family:"Poppins' sans-serif; }
_contact-wrapper{
max-width:960px;margin-0 auto;padding-0 24px; }
_contact-card{
background:rgba(255,255,255,.08);
border-radius:12px;
padding:48px 56px;
box-shadow:-0 8px 24px rgba(0,0,0,.25); }
_card-title {
font-size:2rem;font-weight:-700;
color#ffd200;margin-bottom:40px;text-align-left; }
Ainfo-item{
display:flex;align-items-flex-start;gap:20px;
margin-bottom:32px;font-size:1.15rem;line-height:1.5;}
info-item i{color#ffd200;font-size:1_Srem; flex-shrink-0;margin-top:4px;}
info-item:last-of-type {margin-bottom:0;}

([@media(max-width-600px) {
.contact-card {padding-32px 28px;}
.card-title {font-size:1.5rem; }
info-item {font-size: 1rem;gap:14px;}
_info-item 1{font-size:1 25rem;} }
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EK 2.19. index.php

<?php include 'header php'; 7>
<?php include 'nav.php'; 7=

<style>
.content h1 {
font-size: 2rem;
font-weight: 700;
color: #002d72;
text-align: center;
margin-bottom: 1rem;
position: relative; }
_content h1:-after {
content: "";
display: block;
width: 40px;
height: 3px;
background: #f1c40f;
margin: 8px auto 0;}
<style>
<1- ICERIK -->
<div class="content">
<!-- SEO odakli H1 =
<hl>Welcome to HUFCC</hl>
=p=
The <strong>HUFCC (Hacettepe University FoodOmics Laboratory Culture Collection)</strong™ 1s a
laboratory-scale repository that securely houses microbial strains previously obtained and characterized.
Featuring a carefully curated catalog, it serves as a dependable resource for scientific research and academic
pursuits.
</p=
<p>
the effective utilization of its microbial resources. For inquiries regarding strain access or collaborative
opportunities, please contact through dedicated support channels.
<p=
</div>

<?php include 'footer php'; 7>
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EK 2.20. about.php

<?php

/! about php

/I Degerler

$pageTitle = "About";
$yeastStramCount = 59;
SbacteriaStrainCount = 26;
Sservices =

[
"icon" =2 "fas fa-microscope",
"title" == "Academic Research",
"description" => "Supporting research and development in microbiology and biotechnology"
1.
[
"icon" == "fas fa-industry”,
"title" == "Industrial Applications",
"description" => "Partnerships and solutions for the food biotechnology industry”
1.
[
"icon" == "fas fa-leaf",
"title" => "Biodiversity Preservation",
"description” => "Conservation of valuable microbial strains and biodiversity”
1.
[
"icon" = "fas fa-graduation-cap",
"title" == "Education”,
"description" => "Supporting educational activities and academic training"
I,
[
"icon" == "fas fa-flask",
"title" =2 "Starter Cultures",
"description" == "Traditional food fermentation starter cultures development”
]
X
7=

<?php include 'header.php'; 7=
<?php include 'nav.php'; 7>
<main
=<div class="content">
<h2=About Culture Collection=/h2=
<link rel="stylesheet" href="aboutstyle.css">
<p>HUFCC provides comprehensive services to support research, industry, and education in
microbiology and biotechnology.</p=
<!-- Sayag¢ Banner -->
<div class="strain-counter-banner">
<1 class="fas fa-vial">=/i>
<h3=Current Strain Count</h3=
<div class="banner-counter-list">
<div class="banner-counter-item">
<strong>Yeast Strains=/strong>
<gpan class="banner-count-number" data-target="<?php echo $yeastStranCount; 7=">0</span>
</div=
<div class="banner-counter-item">
<strong>Bacteria Strains</strong>
<gpan class="banner-count-number" data-target="<7php echo $bacteriaStramCount; ?7=">(0</span>
</div>
</div>
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</div=
<div class="services-grd">
<!~ Grup 1:Ilk 3 servis —=>
<div class="group-one"=>
<?php for($1 = 0; $1< 3; Si++): 7=
<div class="service-card"=
<1 class="<"?php echo $services[$1]['icon']; 7="></1>
<h3=<7php echo Sservices[$1]['title']; 7=</h3=>
<p><2php echo Sservices[$1]['description']; 7></p>
=/dnv=
<?php endfor; 7=
<fdiv=
<1-- Grup 2: Son 2 servis --=>
<div class="group-two"=>
<?php for($1=3; $1< 5; Si++): =
<div class="service-card">
<1 clasg="<?php echo $services[$i]['icon']; 7="></1>
<h3><?php echo $services[$1]['title']; 7=</h3=
<p><Tphp echo Sservices[$1]['description']; 7></p>
</div=
<?php endfor; 7=
</div=
</div
</div=
</main:
<?php include 'footer php'; 7=
<geript sre="aboutscript.js"></script>
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EK 2.21. aboutstyle.css

margin- ]

padding: 0;

box-sizing: border-box;

font-family: "Poppins", sans-serif;}
body {

backeground-color: #5618

color: #333;

line-height- 1.6}
h2 h3 {

margin-bottom: lrem;}
.content {

max-width: 1200px;

margin: 2rem auto;

padding: Zrem;

background-color: #{ff;

border-radius: 8px;

box-shadow: 0 2px 4px rgba(0, 0, 0, 0.05); }
.content h? {

font-size: 2 2em;

color: #004080;

margin-bottom: 1.5rem;

text-align: center;

position: relative;}
.content h2:after {

content: ";

display: block;

width: 60px;

height: 3px;

background-color: #fd700;

margin: lrem auto;}
content p {

font-size: 1. 1em;

color: #555;

line-height: 1.8;

text-align: justify;

margin-bottom: 1rem; }
_strain-counter-banner {

width: 100%:
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max-width: 900px;

margin: 2rem auto;

padding: 2rem 1rem;

background: hnear-gradient(to right, #f3f7fc, #fefefa);

color: #333;

border-radius: 10px;

box-shadow: 0 4px 12px rgba(0, 0, 0, 0.05);

text-align: center;

position: relative;

overflow: hidden;}
_strain-counter-banner 1 {

font-gize: 3rem;

margin-bottom: 0.8rem;

color: #004080; }
_strain-counter-banner h3 {

font-zize: 1.8rem;

margin-bottom: 1rem;

font-weight: 600;}
_banner-counter-list {

display: flex;
justify-content: center;

gap: 2rem;

flex-wrap: wrap;

margin-top: 1rem;}
_banner-counter-item {

background-color: #fff,

padding: lrem 1.5rem;

border-radius: 8px;

border: 1px solid #eee;

width: 150px;

transition: transform 0 3s;

display: flex;

flex-direction: column;

align-items: center;}
_banner-counter-item-hover {

transform: translateY(-3px);

box-shadow: 0 4px 12px rgba(0, 0, 0, 0.1);}
_banner-counter-item strong {
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display: block;
margin-bottom: 0.5rem;
font-size: 1rem;
font-weight: 500,
color: #444;}
_banner-count-number {
font-size: 2rem;
font-weight: 700;
colot: #004080;}
_services-grid {
display: flex;
flex-direction: column;
gap: 1.5rem;
margin: 2rem 0;}
_service-card {
backeground: #HHHT,
padding: 1.5rem,
border-radius: 8px;
border-left: 4px solid #004080;
box-shadow: 0 2px 4px rgba(0, 0, 0, 0.05);

transition: transform 0.3s ease, box-shadow 0.3s ease;

text-align: center;}
_service-card-hover {

transform: translate Y(-5px);

box-shadow: 0 4px 15px rgba(0, 0, 0, 0.1); }
service-card 1 {

color: #004080;

font-gize: 1 5rem;

margin-bottom: 0_5rem;}
service-card h3 {

color: #004080;

margin-bottom: 0.5rem;

font-size: 1.2rem;
font-weight: 500; }
_service-card p {
color: #555;
font-size: lrem;
margin- 0;
line-height: 1.6:}
_group-one {
display: flex;
justify-content: center;
gap: 1.5rem;
flex-wrap: wrap }
_group-one _service-card {
width: 300px;}
-group-two {
display: flex;
justify-content: center;
gap: 1.5rem;
flex-wrap: wrap; }
_group-two _gervice-card {
width: 300px;}
{@media (max-width: 768px) {
Jbanner-counter-list {
flex-direction: column;}
_banner-counter-item {
width: 200px;}
.group-one _service-card,
.group-two _service-card {
width: 100%;}}
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EK 2.22. aboutscript.js

document addEventListener('DOMContentLoaded', function() {
const counters = document. querySelectorAll{’ banner-count-number");
counters forEach(counter == {
const target = parseInt(counter. getAftribute('data-target));
let count = 0;
const duration = 2000; // 2 saniye
const steps =50,
const increment = target / steps;
const interval = duration / steps;
const timer = setInterval(() == {
count += increment;
if (count >= target) {
counter textContent = target;
clearInterval(timer); } else {
counter textContent = Math round{count); }
}, interval);
3
1:

EK 2.23. HUFCC Veri Tabaninda Yer Alan Verilerle ilgili csv Dosyasi

id,Strain_Name,Strain_Code (HUF),Other Collection Number,NCBI Accession Number,Culture For
m,pdf path

1,Saccharomyces cerevisiae, HUF16M1C0001,RSKK 08022,0Q876785,Lyophilized culture and glycerol
stock,Reference only — Not for distribution

2,Saccharomyces cerevisiae, HUF16M1C0002,ATCC 9763,PV819403-0Q876808,Lyophilized culture
and glycerol stock,Reference only — Not for distribution

3,Saccharomyces cerevisiae, HUF16M1C0003,,PV819404-0Q912898,Lyophilized culture and glycerol
stock,Reference only — Not for distribution

4,Saccharomyces cerevisiae, HUF16M1C0004,,PV819393,Lyophilized culture and glycerol
stock,Reference only — Not for distribution

5,Saccharomyces cerevisiac var. boulardii, HUF22B1C0001,CNCM 1-745®,PV819398,Lyophilized
culture and glycerol stock,Reference only — Not for distribution

6,Saccharomyces cerevisiac var. boulardii, HUF16M3H11104,,0Q876794,Lyophilized culture and
glycerol stock, HUF16M3H11104.pdf

7,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M2K10004,,0Q912899,Lyophilized  culture and  glycerol
stock, HUF16M2K10004.pdf

8,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M2K10006,,0Q876786,Lyophilized  culture and  glycerol
stock, HUF16M2K10006.pdf

9,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M2K10007,,0Q876787,Lyophilized  culture and  glycerol
stock, HUF16M2K10007.pdf

10,Saccharomyces cerevisiae, HUF16M3A11003,, ,Lyophilized  culture and  glycerol
stock, HUF16M3A11003.pdf

11,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M3B11017,,0Q876788,Lyophilized  culture and  glycerol
stock, HUF16M3B11017.pdf

12,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M3C11032,,0Q876790,Lyophilized  culture and  glycerol
stock, HUF16M3C11032.pdf

13,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M3C11033,,0Q876791,Lyophilized  culture and  glycerol
stock, HUF16M3C11033.pdf

14,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M3D11049,,PV819399,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF16M3D11049.pdf

15,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M3D11052,,PV819400,Lyophilized culture and  glycerol
stock, HUF16M3D11052.pdf
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16,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M3G11088,,0Q876792,Lyophilized
stock, HUF16M3G11088.pdf

culture

and

glycerol

17,Saccharomyces cerevisiae, HUF16M3H11101,,0Q876793,Glycerol stock, HUF16M3H11101.pdf

18,Saccharomyces  cerevisiae, HUF16M2K10003,,PV819402,Lyophilized  culture and
stock, HUF 16M2K 10003.pdf

19,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3C31063,,0Q876795,Lyophilized  culture  and
stock, HUF17M3C31063.pdf

20,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3C31065,,0Q876796,Lyophilized  culture and
stock, HUF17M3C31065.pdf

21,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3C31066,,0Q876797,Lyophilized  culture and
stock, HUF17M3C31066.pdf

22,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3D31086,,0Q876798,Lyophilized  culture  and
stock, HUF17M3D31086.pdf

23,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3D31088,,0Q876799,Lyophilized  culture = and
stock, HUF17M3D31088.pdf

24 Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3E21112,,0Q876801,Lyophilized  culture and
stock, HUF17M3E21112.pdf

25,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3E21113,,0Q876802,Lyophilized  culture  and
stock, HUF17M3E21113.pdf

26,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3F21122,,0Q876804,Lyophilized  culture and
stock, HUF17M3F21122.pdf

27,Saccharomyces cerevisiae, HUF17M3F21123,Lyophilized culture and
stock, HUF17M3F21123.pdf

28,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3F21128,, ,Lyophilized culture and
stock, HUF17M3F21128.pdf

29,Saccharomyces  cerevisiac, HUF17M3F21134,,0Q876806,Lyophilized  culture  and
stock, HUF17M3F21134.pdf

30,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3F31135, PV819407,Lyophilized  culture  and
stock, HUF17M3F31135.pdf

31,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3F31136,,0Q876807,Lyophilized  culture  and
stock, HUF17M3F31136.pdf

32,Saccharomyces  cerevisiae, HUF17M3F32141, PV819408,Lyophilized culture and
stock, HUF17M3F32141.pdf

33,Saccharomyces  cerevisiaec, HUF17M3H21200,,PV819401,Lyophilized  culture and
stock, HUF17M3H21200.pdf

34,Saccharomyces  cerevisiac, HUF18M3C21001,,PV819394 Lyophilized culture and
stock, HUF18M3C21001.pdf

35,Saccharomyces  cerevisiae, HUF18M3D21001,,PV819396,Lyophilized  culture  and
stock, HUF18M3D21001.pdf

36,Saccharomyces  cerevisiae, HUF18M3F21012, PV819405,Lyophilized  culture  and
stock, HUF18M3F21012.pdf

37,Saccharomyces  cerevisiae, HUF18M3G21009,, ,Lyophilized culture and
stock, HUF18M3G21009.pdf

38,Saccharomyces  cerevisiaec, HUF18M3J21008,,PV819406,Lyophilized  culture  and
stock, HUF18M3J21008.pdf

39,Saccharomyces  cerevisiae, HUF18M3K21007,,PV819395,Lyophilized  culture and
stock, HUF18M3K21007.pdf

40,Saccharomyces  cerevisiae, HUF18M3L21008,,PV819397 Lyophilized culture and
stock, HUF18M31L.21008.pdf

41,Metschnikowia pulcherrima ,HUF16M3B11016,,PV819410,Lyophilized culture and
stock, HUF16M3B11016.pdf

42 Metschnikowia pulcherrima ,HUF16M3B11020,,PV819411,Lyophilized culture and
stock, HUF16M3B11020.pdf

43 Metschnikowia pulcherrima ,HUF16M3B11023, PV819412,Lyophilized culture and
stock, HUF16M3B11023.pdf

44 Metschnikowia pulcherrima ,HUF16M3C11034,,PV819413,Lyophilized culture and
stock, HUF16M3C11034.pdf

45 Metschnikowia pulcherrima ,HUF16M3G11089, PV819414 Lyophilized culture and

stock, HUF16M3G11089.pdf
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46,Metschnikowia pulcherrima ,HUF17M3H21175,,PV819409,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF17M3H21175.pdf

47 Metschnikowia pulcherrima ,HUF17M3H21212,,PV819415,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF17M3H21212.pdf

48,Metschnikowia pulcherrima ,HUF17M3E22117,,PV819416,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF17M3E22117.pdf

49, Naganishia uzbekistanensis ,HUF17M3E21110,,PV819417,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF17M3E21110.pdf

50,Naganishia uzbekistanensis ,HUF17M3H22218,,PV819418,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF17M3H22218.pdf

51,Naganishia uzbekistanensis ,HUF17M3D31087,,PV819419,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF17M3D31087.pdf

52,Pricecomyces  carsonii ,HUF17M3C21050,,PV819420,Lyophilized  culture and  glycerol
stock, HUF17M3C21050.pdf

53,Priceomyces carsonii , HUF17M3F21127, PV819421,Glycerol stock, HUF17M3F21127.pdf
54,Priceomyces carsonii , HUF17M3E21115,,PV819422 Glycerol stock, HUF17M3E21115.pdf
55,Wickerhamomyces anomalus ,HUF16M2K10009,,PV819423 Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF16M2K10009.pdf

56,Wickerhamomyces anomalus ,HUF16M2K10010,,PV819424 Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF16M2K10010.pdf

57,Hanseniaspora  uvarum ,HUF17M3F31139,,PV819425,Lyophilized culture and  glycerol
stock, HUF17M3F31139.pdf

58,Solicocozyma aeria, HUF16M3A12012,,PV819426,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF16M3A12012.pdf

59,Yarrowia lipolytica , HUF16M2K10011,, ,Glycerol stock, HUF16M2K10011.pdf
60,Lacticaseibacillus  rhamnosus, HUF19ZN1R1013,,PV819459,Lyophilized culture and glycerol
stock,Reference only — Not for distribution

61,Streptococcus thermophilus,,ST-BODY-1,,Lyophilized culture,Reference only — Not for distribution
62,Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,,LB-12,,Lyophilized culture,Reference only — Not for
distribution

63,Lactobacillus acidophilus,,nu-trish LA-5,,Lyophilized culture,Reference only — Not for distribution
64,Bifidobacterium animalis subsp. lactis,,HNO019,,Lyophilized culture,Reference only — Not for
distribution

65,Limosilactobacillus  fermentum,HUF19ZN1R1001,,PV819457 Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF19ZN1R1001.pdf

66,Lacticaseibacillus  paracasei, HUF18ZN4R1011,,PV819455,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF18ZN4R1011.pdf

67,Pediococcus  pentosaceus, HUF18ZN5R1018,,PV819456,Lyophilized  culture and  glycerol
stock, HUF18ZN5R1018.pdf

68,Levilactobacillus brevis, HUF18ZN2R1004,,PV819460,Glycerol stock, HUF18ZN2R1004.pdf
69,Lactococcus lactis, HUF19ZN10M1058,,PV819458,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF19ZN10M1058.pdf

70,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4001,,PV819461,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4001.pdf

71,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4002,,PV819462,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4002.pdf

72 ,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4003,,PV819463,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4003.pdf

73,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4004,,PV819464,Lyophilized culture and glycerol

stock, HUF24N4K4004.pdf
74,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4005,,PV819465,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4005.pdf
75,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4006,,PV819466,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4006.pdf

76,Enterococcus feacalis, HUF24ZN7M4007,,PV819467,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24ZN7M4007.pdf

77, ,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4008,,PV819468,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4008.pdf

78,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4009,,PV819469,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4009.pdf
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79,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4011,,PV819470,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4011.pdf
80,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4012,,PV819471,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4012.pdf
81,Enterococcus feacalis, HUF24N4K4013,,PV819472,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4013.pdf
82,Enterococcus feacium,HUF24N41K4014,,PV819473, Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N41K4014.pdf
83,Enterococcus feacium,HUF24N4K4015,,PV819474,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4015.pdf
84,Enterococcus feacium,HUF24N4K4016,,PV819475,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24N4K4016.pdf
85,Lactobacillus helveticus, HUF24ZN3R2030,,,Lyophilized culture and glycerol
stock, HUF24ZN3R2030.pdf
EK 3.1. Maya Suslar Liyofilizasyon Sonuc¢lar1 Ham Veri
Liyofilizasyon Liyofilizasyon 30 Giinliik
Sus Kodu Oncesi Canh Sonras1 Canh Depolama
(HUF) Sus Adu Hiicre Sayis1 (107 Hiicre Sayisi So?ras1 Canl
Kkob/ml) (107 kob/ml) Hiicre Saysi
(107 kob/ml)
16M1C0002 S. cerevisiae 9,00 - 8,0
16M1C0004 S. cerevisiae - 3,50 -
16M2K 10004 S. cerevisiae 4,30 - 2,2
16M2K 10006 S. cerevisiae - 2,60 -
16M1C0001 S. cerevisiae 7,10 - 6,7
22B1C0001 . cerevisiae var. 11,00 - 9,0
boulardii
16M3A11003 S. cerevisiae - 2,40 -
18M3L21008 S. cerevisiae - 1,50 -
18M3F21012 S. cerevisiae 3,80 2,00 1,8
18M3K21007 S. cerevisiae 5,00 - 2,5
17M3F21128 S. cerevisiae - 2,80 -
16M3C11032 S. cerevisiae 5,00 - 1,2
16M2K 10003 S. cerevisiae 12,00 6,00 4.6
16M3G11088 S. cerevisiae 5,00 - 5,0
16M3C11033 S. cerevisiae - 3,00 -
17M3C31066 S. cerevisiae - 2,30 -
17M3E21113 S. cerevisiae 7,10 - 1,6
16M3C11034 M. pulcherrima 11,00 - 7,00
17M3H21212 M. pulcherrima - 2,50 -
17M3D31087 N.uzbekistanensis 3,80 3,00 3,00
17M3C21050 P.carsoni - 3,00 -
17M3F31139 H. uvarum 2,00 1,10 1,02
16M3A12012 S. aeria 1,30 1,00 0,46
ke« seklinde belirtilen yerlerde rastgele ornekleme sonucu ol¢iim alinmadigi ifade
edilmektedir.
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EK 3.2. Bakteri Suslar1 Liyofilizasyon Sonu¢lar1 Ham Veri

30 Giinliik Depolama
Sus Kodu .
(HUF) Sus Adi Sonrasi Casnll Hiicre
Sayisi (10° kob/ml)

247N3R2030 L. helveticus 7,2
18ZN4R1011 L. paracasei 35
18ZN5R1018 P. pentosaceus 30
19ZN1R1001 L. fermentum 15
19ZN10M1058 L. lactis 23
24N4K1001 E. feacalis 40
24N4K 1003 E. feacalis 50
24N4K 1005 E. feacalis 44
24N4K1009 E. feacalis 45
24N4K1012 E. feacalis 41
24N4K1015 E.feacium 44
24N4K1016 E feacium 40
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