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OZET

RUBUS IDAEUS L (AHUDUDU) VE PUNICA GRANATUM L. (NAR)
MEYVELERINDEN iZOLE EDIiLEN MAYA TURLERININ MOLEKULER
DUZEYDE TANIMLANMASI VE HUCRE DISI ENZIM AKTIVITELERININ
BELIiRLENMESI

Melih GUNAY
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Tillay TURGUT GENC
31/08/2015, 117

Maya tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan geleneksel tanimlama yontemleri ve kit
sistemlerinin yaninda molekiiler tanimlama yontemleri de kullanilmaktadir. Arastirma
kapsaminda nar meyvesinin yilizey maya florasi ile ahududu meyvesinin barindirdigi maya
floras1 maya suslarinin morfolojik o6zellikleri, API ID32C kit sistemi ve molekiiler
identifikasyon yontemleri kullanilarak belirlenmesi ve endiistriyel 6neme sahip enzim
uretebilen maya tilirlerinin tespit edilmesi planlandi. Maya suslarinin genomik DNA
izolasyonlarinin ardindan ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bolgesi ITS1 ve ITS4 evrensel primerleri
kullanilarak PCR yontemiyle ¢ogaltildi. PCR {irlinlerine gore olusturulan gruplara ait maya
suslarinin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bolgeleri bes farkli restriksiyon enzimi (Hinfl, Haelll,
Mspl, Alul ve Hhal) kullanilarak kesimleri yapildi. PCR gruplari iginde farklilik gosteren
maya suslar1 secilerek DNA dizi analizi yapildi ve BLAST programi kullanilarak maya
tirleri tanimlandi. Tanimlanan tiirlerin hiicre dis1 enzim aktiviteleri API-ZYM test sistemi
kullanarak belirlendi. Calismamizin sonucunda, maya suslarinin DNA dizi analizlerine
gore nar meyvesi yiizeyinden izole edilen maya suslart Metschnikowia pulcherrima,
Cryptococcus bestiolae, Aureobasidium pullulans, Candida zeylanoides, Hanseniaspora
uvarum, Kluyveromyces lactis ve Metschnikowia sp. tiirleriyle, ahududu meyvesinden izole
edilen maya suslart ise M. pulcherrima, A. pullulans, Candida sp., H. uvarum ve
Metschnikowia sp. tiirleriyle yiiksek homoloji gosterdi. API-ZYM test sistemi sonucuna
gore nar meyvesinden izole edilen maya tiirlerinin alkalin fosfataz, 16sin arilamidaz,

esteraz (C 4), esteraz lipaz (C 8), asit fosfataz, naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz enzimlerinin;
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ahududu meyvesinden izole edilen maya tiirlerinde ise Losin arilamidaz ve - Glukosidaz

enzimlerinin yiliksek aktivite gosterdigi belirlendi.

Anahtar sozciikler: Nar, Ahududu, ITS1-rDNA-ITS2, RFLP ve API-ZYM
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ABSTRACT

MOLECULAR IDENTIFICATION OF YEAST SPECIES THAT ISOLATED

FROM PUNICA GRANATUM L. (POMEGRANATE) AND RUBUS IDAEUS L.

(RASPBERRY) AND DETERMINATION OF EXTRACELL ULAR ENZYME
ACTIVITIES

Melih GUNAY
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biology
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Tillay TURGUT GENC
31/08/2015, 117

Moleculer identification methods beside the conventional identification methods and kit
systems using for identification of yeast species have also been using recently. As a part of
research, determination of yeast flora on pomegranate surface and raspberry fruits were
planned using morphologic features of yeast strains, APl ID32C kit system and molecular
identification methods and determination of yeast species that can produce industrial
importance enzymes were aimed. After genomic DNA isolation from yeast strains, ITS1-
5.8S rDNA-ITS2 gene regions were amplified by PCR method using ITS1 and I1TS4
universal primer. The groups obtained from the size of PCR products that belongs to yeast
strains were cut by using restriction enzymes (Hinfl, Haelll, Mspl, Alul ve Hhal). The
yeast strains which differ in PCR groups were selected as restriction profile and DNA
sequence analysis were carried out and yeast strains were identified using DNA sequences
by BLAST program. Extracellular enzyme activities were determined of identified yeast
species by API-ZYM test system. Consequence of my study, according to DNA sequence
analysis of the pomegranate yeast strains showed high homology with Metschnikowia
pulcherrima, Cryptococcus bestiolae, Aureobasidium pullulans, Candida zeylanoides,
Hanseniaspora uvarum, Kluyveromyces lactis and Metschnikowia sp. species. Raspberry
yeast strains showed high homology M. pulcherrima, A. pullulans, Candida sp. H. uvarum
ve Metschnikowia sp. species. According to API-ZYM results, high enzyme activity were
determined for pomegranate in alkaline phosphatase, leucine arylamidase, esterase (C 4),
esterase lipase (C 8), acid phosphatase, naftol-AS-Bl-fosfohidrolase enzymes, were
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determinated for raspberry yeast strains in leucine arylamydase and B- glukosidase
enzymes.
Keywords: Pomegranate, Raspberry, ITS1-rDNA-ITS2, RFLP and API-ZYM
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BOLUM 1
GIRIS

Mayalar fungi alemi igerisinde yer alan tek hiicreli en basit okaryotik canlilar olup,
farkli metabolik 6zellikleri nedeniyle dogada oldukc¢a genis bir yayilis gostermektedir.
Farkli ortam kosullarinda degisik besin kaynaklarini kullanabilme yetenegine sahiptir
(Tornai-Lehoczki ve ark., 2003). Sekerler maya tiirlerinde fermantasyon i¢in 6nemli
olmakla beraber maya hiicreleri farkli organik karbon bilesiklerinden de oksidatif olarak
faydalanabilmektedir. Aromatik bilesikler ve hidrokarbonlarin yaninda fermente olmayan
pentoz sekerler, metilpentozlar, prier alkoller, seker alkoller, amino sekerler ve organik
asitler gibi organik molekiiller mayalar tarafindan kullanilabilmektedir (Phaff ve Starmer
1987). Maya hiicreleri toprakta, suda, bitkisel ve hayvansal {irinlerde bulunabildigi gibi,
yiiksek pH, tuz ve seker konsantrasyonlari igeren ekstrem kosullarda da yasayabilmektedir.
Laboratuvar sartlarinda kolayca iiretilebilmesi, genellikle patojenitesinin az olmasi ve
genetik olarak degistirilebilmesi gibi nedenlerden dolayr molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda
model organizma olarak kullanilmaktadir (Arda, 1990; Evans ve ark., 2004; Paraphailong
ve Fleet, 1997).

Ekonomik degeri olan iriinlerin 6nemli bir kaynagi olan mayalar dogal ve
endiistriyel alanda oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu nedenle gidalarin
mikrobiyal kalitesinin belirlenmesinde ve fermente gidalarin iiretiminde ©onemli rol
oynamaktadir. Fermantasyon yeteneklerinin yiiksek olmasi1 nedeniyle alkol, bira, sarap ve
pasta iretiminde, ayrica vitamin ve antibiyotik gibi ikincil metabolitlerin {iretiminde
kullanilmaktadir. Buna karsilik, mayalarin faydalar1 yaninda zararlar1 da olabilmektedir
(Hierro ve ark., 2004; Lee 1996; Lopez ve ark., 2001). Meyve sulari, siit ve siit tiriinleri,
sebze ve meyvelerin mayalar tarafindan kontamine olmasi bu gidalarda bozulmalara yol
acmaktadir. Bozulmaya neden olan maya suslar1 ve bu suslarin fizyolojik 6zellikleri gida
cesidine gore farklilik gostermektedir (Deak ve Beuchat, 1996; Baleiras-Couto ve ark.,
1996). Ticari olarak kullanilan mikroorganizmalar igerisinde en 6nemli gruplar arasinda

yer almaktadir (Deak, 1995).

Son yillarda fungal enfeksiyonlarda hizli bir artis gézlenmektedir. Bu enfeksiyonlar
bagisiklik sistemini engelleyen hastaliklarda, organ nakli bekleyen veya kemoterapi
tedavisi goren hastalarda 6ldiiriicti olabilmektedir (Chen ve ark., 2000; Freydiere ve ark.,

2001; Walsh ve ark., 2004). Fungal enfeksiyonlara neden oldugu bilinen en yaygin maya



tirit Candida albicans olup, yapilan son c¢alismalarda farkli maya tiirlerinin de
enfeksiyonlara neden oldugu rapor edilmistir. Pichia, Rhodotorula, Trichosporon ve
Saccharomyces spp. gibi mayalar Candida tiiriine gére daha az yaygin olan patojen
mayalardir (Turenne ve ark., 1999; Viscoli ve ark., 1999; Walsh ve ark., 2004; Toscano ve
Jarvis, 1999; Petrocheilou-Pschou ve ark., 2001; Han ve ark., 2004). insanda fungal
enfeksiyonlara neden olan 100’den fazla maya tiirii tanimlanmistir (Fromtling ve ark.,
2003).

Mayalarin geleneksel yontemlerle siniflandirilmasinda morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikler kullanilmaktadir. Bu 6zelliklerine gére anamorfik ve telomorfik
askomisetler ile anamorfik ve telomorfik basidiomisetler olarak iki biyiik sinifta
incelenmektedir (Kurtzman ve Fell, 1998; Barnett ve ark., 2000, Krejer-van Rij, 1987).
Maya tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan yontemlerden; Water Mount-Su preparati,
India Ink. ve Nigrosin Mount, Germ Tiip Testi, gercek miselyum, psodomiselyum,
artrospor ve chlamydospor tiretimi gibi testler morfolojik yontemlerden bazilaridir (Haley,
1971; Taschdjia ve Burchall, 1960; Walt ve Yarrow, 1984; Cardenes ve ark., 2002).
Karbonhidrat ve KNOs asimilasyonu, karbonhidrat fermantasyonu, vitaminsiz ortamda
gelisim ve bazi hizli goriintiileme testleri maya tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan bazi
fizyolojik yontemlerdir (Wickerham, 1943; Wickerham ve Burton, 1948; Land ve ark.,
1975; Pincus ve ark., 2007; Swinne, 2004; Hopkins ve ark., 1977). Klasik yontemlerle
mayalarin tiir diizeyinde tanimlanmasi uzun ve karmasik yontemleri gerektirmektedir.
Dolayisiyla bu yontemlerin zaman almasi ve zahmetli olmasi nedeniyle rutin tanimlama
islemlerinde uygulanmasi uygun degildir (Couto ve ark., 1994; Deak, 1995; Deak ve
Beuchat, 1996; Barnett ve ark., 1990; Krejer-van Rij, 1987; Lin ve Fung, 1987). Klasik
yontemler, giivenilirliginin az olmasinin yaninda izolatlar arasindaki akrabalik
derecelerinin belirlenmesi i¢inde yeterli olmamaktadir (Mozina ve Raspor, 1996). Ayni
taksona farkli isimleri vermesi veya ayni taksonlarin farkli gruplarda siniflandirmasi klasik
tanimlama yoOntemlerinde karsilagilan en Onemli problemler arasinda yer almaktadir.
Ayrica, bu alanda yapilmis olan galigsmalarda hatali yapilan tiir tanimlamalarinin sayisi da

oldukga fazladir (Reynolds ve Taylor, 1992).

Geleneksel tanimlama yontemlerinin  yaninda mayalarin  hizli  bir sekilde
tanimlanmasi i¢in ticari tanimlama kitleri gelistirilmistir. Giiniimiizde, klinik olarak 6nemli
olan maya tiirlerinin tanimlanmasinda bu kitler kullanilmaktadir. Ancak kullanilan bu

tanimlama yontemlerinin giivenilirligi de %100 degildir (Spencer ve ark., 2011). Ticari
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olarak kullanilan tanimlama kitlerinden bazilar1 sunlardir; API 20C AUX (bioMerieux),
RapID Yeast Plus System (Remel, Inc.), ID 32C (bioMerieux), VITEK Il ID-YST
(bioMerieux), The VITEK 2 YST (bioMerieux) ve Uni-Yeast-Tek (UYT) system (Remel,
Inc.) (Pincus ve ark., 2007).

Molekiiler tanimlama yontemlerinin 6ncesinde kullanilan klasik yontemlerin ¢ok
zaman almasi ve vyapilan tanimlama islemlerinde zaman zaman farkli sonuclar
vermesinden dolay1 arastiricilar bu yontemlerin yerine molekiiler tanimlama yontemlerine
dogru yonelmektedir (Kiligoglu ve Ozkog, 2008). Ciinkii PCR ve gen iliskili sekanslar
patojen olan mayalarin biiyiik bir kisminin dogru ve hizli bir sekilde tanimlanmasina
olanak saglamaktadir (Pincus ve ark., 2007). Yapilan gen analizleri canlilarin genetik
anlamda yakinliklarinin belirlenmesinde olduk¢a fazla avantajlar saglamaktadir. Fungal
taksonomi caligan bilim insanlar1 i¢in molekiiler tanimlama yOntemlerinin avantaji
molekiiler biyolojiye ¢ok sayida yeni programlar (biyoinformatik gibi) saglamasidir
(Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

Molekiiler biyoloji alaninda goriilen gelismelere paralel olarak yeni tiir tanimlama
yontemleri de gelismistir. Bu yontemlerin temelinde DNA analizleri yer almaktadir (Ness
ve ark., 1993). Son yillarda bu alanda goriilen gelismeler maya tiirlerinin tanimlanmasi i¢in
yeni yaklasimlarin olugsmasini saglamistir (Querol ve Ramon, 1996). DNA-DNA
hibridizasyonu, mikrosatellit analizleri, mitokondriyal DNA polimorfizmi (mtDNA),
rastgele ¢ogaltilmig polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD) ve
restriksiyon par¢ca uzunlugu polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism,
RFLP) gibi farkli molekiiler teknikler maya suslarinin identifikasyonu i¢in kullanilmaya
baslanmigtir (Torok ve ark., 1993; Vaughan Martini ve Martini, 1985; VVaughan Martini ve
Martini, 1987; Baleiras Couto ve ark., 1996; Baleiras Couto ve ark., 1994; Lopandic ve
ark., 1996; Quesada ve Cenis, 1995; Versavaud ve Hallet, 1995; Belloch ve ark., 1997;
Guillamon ve ark., 1994; 1997; Ibeas ve ark., 1997; Nadal ve ark., 1996; Perez ve ark.,
1995; Querol ve ark., 1992, Romano ve ark., 1996; Sabate ve ark., 2002). Bu yontemlerin
hizli ve klasik yontemlere gore daha fazla gilivenilir olmasinin yani sira bazi maya
tiirlerinin tanimlanmasinda yeterli olamamaktadir (Esteve-Zarzoso ve ark., 1999; Taylor ve
ark., 2000).

Mayalarin molekiiler yontemlerle tanimlanmasinda genellikle ribozomal DNA

(rDNA) bolgelerinin sekans analizleri son yillarda oldukga fazla kullanilmaktadir.



Ribozomlar protein sentezinden sorumlu olan ve ¢ok iyi korunmus biiyiik riboniikleotit
yapilardir. Tiim Okaryotik hiicrelerde oldugu gibi maya hiicrelerinde de ribozomlar biiyiik
(60S) alt tinite (Large subunit, LSU) ve kiiciik (40S) alt tinite (Small subunit, SSU) olmak
tizere iki alt liniteden olusmustur. LSU birimleri 258, 5.8S, 5S ribozomal RNA molekiilleri
ile 42 proteinden, SSU birimleri ise, 18S ribozomal RNA molekiilii ve 32 proteinden
meydana gelmektedir (Venema ve Tollervey, 1999; Verschoor ve ark., 1998). rDNA
genleri lizerinde 18S, 5.8S ve 26/28S bolgeleri kodlama yapan bolgelerdir (Pincus ve ark.,
2007). Kodlama yapan bu genler arasinda (rRNA genleri) ayrica Internal Transcribed
Spacer (ITS1, ITS2) ve External Transcribed Spacer (5’ ETS , 3" ETS) olarak tanimlanan
bolgeler bulunmaktadir. RNA polimeraz I tarafindan transkribe olan bu bolgeler igerisinde
transkribe olmayan Intergenic Spacer (IGS) veya Non-transcribed Spacer (NTS1, NTS2)
ad1 verilen kisimlar ile birbirlerinden ayrilirlar (Sekil 1.1.) (Venema ve Tollervey, 1999;
Johnston ve ark., 1997).

Ribozomal DNA tarafindan kodlanan rRNA genleri mayalarda genetik farkliliklarin
ve taksonomik iligkilerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ayrica mikroorganizmalar
arasindaki evrimsel baglantilara gore filogenetik agaclarin olusturulmasinda da bu bélgeler
kullanilmaktadir (Madigan ve ark., 2003). Niikleer rRNA genleri genom iizerinde ortalama
birka¢ yliz kopya olarak bulunabilir. Maya hiicrelerindeki rRNA bolgeleri oldukca iyi
korunmus bolgelerden ve degisken bolgelerden meydana gelmistir. Korunmus olan
bolgeler kullanilarak tiir-spesifik veya cins-spesifik olan evrensel primerler de
tasarlanabilmektedir (Sekil 1.2.) (Pincus ve ark., 2007).
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Sekil 1.1. Maya hiicrelerinde bulunan rDNA boélgeleri (Venema ve Tollervey, 1999; Johnston ve
ark., 1997)



Primers Nuckeotide sequence (3" 10 3') rDNA Target

ISl TCCGTAGGT GAACCTGCG G 188
ITs2 GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC 588
ITS3 GCATCG ATG AAG AAC GCAGC 588
ITS TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 268
ITSS GGA AGCT AAAAGT CGT AACAAG G 18§
| GTC AAACTT GGT CAT TTA 188
la GTC AAACCCGGT CATTTA 188
2 CCA AGA GAT CCA/IGTTGTT 588
3 TTCTTT TCC TCC GCT TAT TGA 268
Uni-F GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAAG 268
Uni-R GGT CCG TGT TTC AAG ACG 268

Sekil 1.2. Evrensel fungal primer 6rnekleri (Pincus ve ark., 2007)

rDNA iizerinde transkripsiyona ugramayan bolgeler diger korunmus olan 258, 5.8S,
18S ve 58 alt birim dizilerinden degiskendir. Bu degiskenlik tiirler aras1 (interspesifik) ve
tiir i¢i (intraspesifik) popiilasyon farkliliklarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Tiir i¢i
akrabalik derecelerinin belirlenmesinde ITS bolgeleri ve korunmus 5.8S gen bolgesi
kullanilirken, 18S ve 25S gen bolgeleri tiirler aras1 akrabalik derecelerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Cai ve ark., 1996; James ve ark., 1996; Kurtzman, 1992, 1993). Ayrica
ITS bolgelerinin tiir i¢i polimorfizminin az olmasi ve tiirler aras1 polimorfizminin yiiksek
olmasi ribozomal bolgelerin ko-evriminin (concerted evolution) bir sonucudur (Li, 1997).
Kodlanmayan ITS bolgeleri korunmus 18S ve 5.8S arasinda ITS1 ve 5.8S ile 25S arasinda
da ITS2 bolgesi yer almaktadir. ITS bolgeleri yaklasik olarak 400 ile 800bp uzunlukta olup
evrensel primer ¢ifti kullanilarak PCR ile cogaltilabilmektedir. Korunmamis degisken
bolgeler olduklart igin filogenetik ¢alismalar i¢in kullanilmaktadir. Ayrica tiir-spesifik ITS
problart kolaylikla iiretilebilmektedir. Bu nedenlerden dolayr maya tiirlerinin molekiiler
yontemler kullanilarak siniflandirilmasinda ve filogenetik ¢alismalarda ITS bolgelerinden
yararlanilmaktadir (White ve ark., 1990; Bruns ve ark., 1991; Lee ve Taylor, 1992). Son
yillarda 5.8S ve ITS rDNA bolgelerinin PCR-RFLP ve DNA dizi analizi yontemleriyle
calisimlasiyla maya tiirlerinin kisa siirede tanimlamasi yapilmaktadir. (Clemente-Jimenez
ve ark., 2004; Combina ve ark., 2005; Nisiotou ve Nychas, 2007; Zott ve ark., 2008). Canli
hayatin1 dogrudan ya da dolayli olarak etkileyen mayalarin kisa siirede ve giivenilir bir
sekilde tanimlanmas1 hastaliklara kars1 uygun tedavi yontemlerinin gelistirilmesine imkan
saglamaktadir. Ayrica hastaliklarin tan1 ve tedavisinin yaninda endiistriyel alanda da
karsilagilan sorunlarin Oniine gecebilmek icin mayalarim hizli ve giivenilir bir sekilde

tanimlanmasi gerekmektedir (Pincus ve ark., 2007; Hierro ve ark., 2004).



Molekiiler biyoloji ve DNA dizi analizleri alanindaki gelismeler ve bu yollarla elde
edilen verilerin analiz ve degerlendirmelerinin yapilmasi sonrasinda arastiricilarin verilere
ulasabilmeleri ig¢in birgok veritabani olusturulmustur (Akgali, 2008). Dizi analiz
caligmalar1 sonucunda elde edilen verilerin dogru bir sekilde degerlendirilmesi bir¢ok
bilim dalin1 i¢ine alan Bioinformatik biliminin ortaya c¢ikmasina neden olmustur
(Karabulut ve Karaoglu, 2010; Polat ve Karahan, 2009). Biyoinformatik bilimi 20.
yiizyilda molekiiler biyoloji ve bilgisayar alaninda bir devrim niteligindedir. Organizmalar
arasinda protein, gen ve DNA’nin bilgisayar veritabanlarinda karsilastirilmasi igin
kullanilmaktadir (Pevsner J., 2009). Giiniimiizde protein ve DNA sekans datalarini igeren
lic biiyilk veritaban1 bulunmaktadir. Bu veri tabanlari; Uluslararasi Niikleotit Sekans
Veritabani igbirligi (INSDC) tarafindan kontrol edilen, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
(National Center of Biotechnology Information -NCBI) iginde GenBank, Japonya’da
Ulusal Genetik Enstitiisii (National Institue of Genetics in Japan - DNA veri taban1 (DNA
Database in Japan-DDBJ) ve Ingiltere’deki Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii’nde
(European Bioinformatik Institue - EBI) de Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari
(European Molecular Biology Laboratory - EMBL) niikleotit sekans veri tabanidir (Benson
ve ark,. 2009; Miyazaki ve ark., 2004; Kulikova ve ark., 2007).

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programi

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) NCBI tarafindan arastirmacilara sunulan, protein ve

niikleotit sekans benzerliklerinin aragtirilmasi i¢in tasarlanan bir programdir (Altschul ve
ark., 1990, 1997). NCBI tarafindan saglanan GenBank ise niikleotit dizilerinin ve bu
dizilere ait bilgilerin depolandig bir veri tabanidir. BLAST analizi ile organizmalarin ilgili
gen bolgelerinin niikleotit veya aminoasit dizileri GenBank veri tabaninda yer alan diger
sekanslar ile karsilastirilabilmektedir. Analiz sonucunda en yiiksek degerde benzerlik
gosteren eslesme yiizdeleri verilmektedir. BLAST programi kullaniminin kolay olmasi ve
yapilan ¢alismalarda hizli sonu¢ vermesi nedeniyle olduk¢a onemlidir. Ayrica BLAST
aracilifiyla, lizerinde c¢alisilan mikroorganizmaya ait dizi sonuglariyla genetik analizler ve
genotiplendirme ¢alismalari da yapilabilmektedir (Kalaycioglu, 2013; Johnson ve ark.,
2008; Altschul ve ark., 1997).

Rubus idaeus L. (Ahududu), Rosaceae (giilgiller) familyasinin, Rosoideae alt
familyasmin Rubus cinsine ait bir bitkidir. Ahududu bitkisi, biiylik oranda Kanada’da,
Amerika Birlesik Devletleri’nde ve Avrupa’da yetistirilmektedir (Wang ve ark., 2005).
Tiirkiye'nin kuzey bolgesinde dogu-bati boyunca ve yaklasik 1000 m yiikseltide, nemli

6


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

alanlarda dogal olarak bulunur. Insan saglig1 icin de dnemi olan ahududu meyvesinin seker
iceriginin fruktoz olmasi seker hastalarinin da kullanabilmesine olanak saglamaktadir.
Soguk alginlig1 ve atesli hastaliklarda, eczacilikta suruplara tat ve koku vermek amaciyla
kullanilmaktadir (Goktas, 2011). Ayrica ahududu meyveleri fruktozun yaninda degisik
asitler ve antosiyanin pigmenleri gibi flavonoidleri igerdiginden sarap iiretiminde
kullanilmaktadir. Ahududu meyvelerinden sarap iiretiminde Saccharomyces cerevisiae

maya suslarindan faydalanilmaktadir (Duarte ve ark., 2010).

Punica granatum L. (Nar), Punicaceae (nargiller) familyasinda Punica cinsine ait bir
bitkidir. Nar bitkisi tropik ve subtropik iklimde ve ahududu gibi 1000 m {izerindeki
alanlarda yetismektedir. iran orijinli bir bitki olup Hindistan, Amerika, Yakin ve Uzakdogu
tilkelerinde de tiretimi yiiksektir. Tiirkiye’de nar {iretiminin en yogun oldugu bdolgeler ise
Akdeniz, Ege ve Glineydogu Anadolu Bolgeleridir (Goliikcli ve ark., 2007). Nar icerdigi
maddeler ve besin degeri bakimdan incelendiginde tibbi bitki olarak ila¢ sanayinde
kullanilmaktadir. Narin yapisinda bulunan polifenolik asitler, 6zellesmis ellagik asit ve
punikalaginler antioksidan etki gostermektedir. Nar suyu igerdigi seker miktarmin iyi
olmasi nedeniyle sarap iiretiminde kullanilmaktadir. (Sevda ve Rodrigues, 2011). Ayrica
nar meyvesinin meyve ekstraktlarinin anti fungal ve anti mikrobiyal etkileri de
bulunmaktadir (Dagc1 ve Digrak, 2005).

Meyvelerin olgunlagmasinda, seker iceriginin olugsmasinda ve g¢esitli fermente
iriinlerin eldesinde mayalarin fonksiyonu olduk¢a 6nemlidir. Calisma kapsaminda nar ve
ahududu meyvelerinden izole edilen maya tiirlerinin klasik ve molekiiler yontemler
kullanilarak tanimlanmasi ve maya tiirlerine ait hiicre dis1 enzim aktivitelerinin
belirlenmesi amaclandi. Bu baglamda endiistriyel alanda 6nemi olan bir enzimi iiretebilen

maya tiirleri de belirlenmesi planlandi.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Klinik olarak énemli birer patojen olan iki Candida tiiriiniin PCR-RFLP yontemiyle
tanimlamalarinin yapildig1 bir arastirmada, oncelikle Candida albicans ve C. dupliniensis
tirlerinin D1/D2 ribozomal bélgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen amplikonlar Apal
ve BsiEI restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmistir. Buna gére Apal enzimi her
ikisinde de ayn1 sekilde kesim yapmustir. BSIEI enzimi ise Candida albicans tiiriinde tek
kesim bolgesi bulunurken, C. dupliniensis tiiriinde kesim bolgesinin bulunmadigini
belirlemiglerdir. Buna gore bir biri ile yakin akraba olan ve klasik yoOntemlerle
identifikasyonlarinda ayrilamayan bu iki tiir PCR-RFLP yontemiyle farklilagmistir. Daha
sonra 10 referans maya susunu (C. albicans (SC 5314); C. dubliniensis (CBS 7987); C.
glabrata (ATCC 2001); C. guilliermondii (CBS 6021); C. kefyr (CBS 6432); C. krusei
(ATCC 6258); C. lusitaniae (CBS 6936); C. parapsilosis (ATCC 22019); C. tropicalis
(CBS 8072); T. asahii (CBS 2479)) segerek iki tiiriin farkli oldugunu gostermislerdir (Liu
ve ark., 2012).

Benzer bir ¢alismada, Orpinomyces ve Anaeromyces anaerobik polisentrik fungi
cinslerinin farkliliklarinin belirlenmesinde DNA sekans: kullanmadan molekiiler bir
yaklasim olan PCR-RFLP yonteminin dogrulugu ve giivenilirligi analiz edilmistir. PCR
amplifikasyon {iriinlerinin kii¢iik altbirim (SSU, 18S rDNA), biiyiik altbirim (LSU, 28Sr
DNA) ve ITS bolgeleri dort farkli restriksiyon enzimi (Alul, Dra I, Hinfl ve Mbol)
kullanilarak kesimleri yapilmistir. SSU rDNA bolgesinin kullanilan tiim restriksiyon
enzimlerine ait kesim bolgelerinin oldugu ancak herhangi bir farklilik gostermedigi
belirlenmistir. Ayrica LSU rDNA bolgesinin Alul ve Hinfl enzimleri ile elde edilen
kesimleri sonucunda Orpinomyces ve Anaeromyces cinsleri arasinda restriksiyon
modellerinde polimorfizm oldugu ve ITS fragmentinin ise Dral ve Hinfl enzimleri ile
kesildigi goriilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda ise iki polisentrik anaerobik fungilerin
(Orpinomyces ve Anaeromyces) cins spesifik RFLP modelleriyle farkliliklarin
belirlenmesinde PCR-RFLP yonetminin kolay ve hizli oldugu belirlenmistir (Fliegrova ve
ark., 2006).

2003 yilinda yapilan bagka bir arastirmada ise portakal meyvesi ve meyve suyundan,
dogal fermantasyon siirecinde izole edilen maya Orneklerinin ITS1-5.8S rDNA ITS2
bolgeleri polimer zincir reaksiyonlar: ile ¢ogaltilmigtir. Bu bolgeye ait amplikonlarin ti¢

farkli restriksiyon enzimi (Cfol, Haelll ve Hinfl) kullanilarak restriksiyon kesimleri
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yapilarak maya Ornekleri arasindaki polimorfizm belirlenmistir. PCR firtinlerinin sekans
analizleriyle de tiir tanimlamasi yapilmistir. Calisma sonucunda, Candida tropicalis,
Clavispora lusitaniae, Hanseniaspora uvarum, Pichia anomalat, Pichia fermentans,
Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces unisporus ve

Trichosporon asahii tiirleri tanimlanmistir (Rodrigez-Vico, 2003).

Rusya’nin polar enlemdeki ormanlarinda bulunan 5 farkli familyaya ait, ahududunun
da dahil oldugu 12 farkli taneli yumusak meyveden maya izolasyonu yapilmistir.
izolasyonu yapilan maya hiicrelerinin klasik yontemler kullanilarak tiir tanimlamasi
yapilmistir. Arastirma sonucunda Candida apicola, Candida krusei, Candida molishiana,
Candida quercitrusa, Candida sake, Candida santamariae, Debaryomyces hansenii,
Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia reukaufii, Bullera armeniaca, Cryptococcus
albidus, Cryptococcus flavus, Cryptococcus gastricus, Cryptococcus hungaricus,
Cryptococcus laurentii, Cryptococcus luteolus, Cryptococcus magnus, Cryptococcus
skinneri, Cryptococcus terricolus, Cytofilobasidium capitatum, Cytofilobasidium infirmo-
miniatum, Leucosporidium antarcticum, Leucosporidium scottii, Rhodotorula aurantiaca,
Rhodotorula buffonii, Rhodotorula fujisanensis, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
hylophila, Rhodotorula minuta, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula muscorum,
Trichosporon cutaneum ve Trichosporon pullulans olmak {izere 32 farkli maya tiiriiniin
taneli meyveler iizerinde dagilim gosterdigi belirlenmistir (Babjeva ve Reshetova, 1998).
Ozellikle C. laurentii maya tiiriiniin taneler iizerinde ¢ok yogun (%60) olarak bulundugu
gozlenmistir. Yapilan bu calismada maya tiirlerinin tanimlanmasi igin klasik yontemler

kullanilmis, ancak molekiiler yontemler kullanilmamustir.

Quarel ve arkadaslar1 (2006) tarafindan vyiiriitilen bir calismada; Ispanya’nin
Kanarya adalarinda, Tenerife bolgesindeki sarap mahzenlerinden izole ettikleri dogal maya
tiirleri molekiiler yontemlerle tanimlanmigtir. Yapilan arastirmada sarap iiretimi sirasinda
gerceklesen fermantasyon olaymnin baslangicinda, ortasinda ve son asamasinda toplanilan
orneklerden maya tiirleri izole edilmistir. izole edilen maya suslarinin ITS 5.8S rRNA
bolgesi ITS1 (Forward) ve ITS4 (Reverse) evrensel primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir.
Elde edilen PCR firiinleri Cfol, Haelll ve Hinfl restriksiyon enzimleri ile restriksiyon
kesimleri yapilmistir. Restriksiyon triinlerinin molekiiler agirliklarinin karsilastirilmasi
Esteve-Zarzoso ve arkadaglarinin (1999) belirledigi yonteme gore yapilmistir (Esteve-
Zarzoso ve ark., 1999). Fermantasyonun baslangicinda Candida sp., Candida amapae,
Candida apicola, Candida diversa, Candida glaebosa, Candida maritima, Candida
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parapsilosis, Candida solani, Candida stellata, Candida vinnaria, Candida vanderwaltii,
Cryptococcus bhutanensis veya Cryptococcus kuetzingii, Cryptococcus laurentii,
Kluyveromyces thermotolerans, Debaryomyces hansenii, Torulaspora globosa veya
Debaryomyces pseudopolymorphus, Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima,
Pichia fermentans, Pichia galeiformis, Pichia guilliermondii, Pichia Kkluyveri, Pichia
petersonii, Pichia populi veya Pichia thermotolerans, Saccharomyces cerevisiae,
Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces florentinus, orta evrede hakim olan maya
tirleri; Candida sp., Candida amapae, Candida vanderwaltii, Hanseniaspora uvarum,
Metschnikowia pulcherrima, Pichia kluyveri, Rhodotorula glutinis veya Rhodotorula
mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailli, Zygosaccharomyces
bisporus, Zygosaccharomyces cidri veya Zygosaccharomyces fermentati maya tiirlerinin
ve fermantasyonun son asamasinda ise Zygosaccharomyces bisporus, Hanseniaspora
uvarum ve Saccharomyces cerevisiae tiirlerinin hakim oldugu belirlenmistir. Ayrica
alkolik fermantasyonun son asamasinda Saccharomyces cerevisiae tiiriiniin tiim bolgelerde

hakim tiir oldugu da rapor edilmistir.

Rusya, Belarus ve Ukrayna boélgelerinden toplanan kirmizi taneli meyvelerin
(ahududu, bogiirtlen, erik, tiziim, v.b) saraplarindan izole edilen Saccharomyces tiirlerinin
genom karakterizasyonu ¢oklu PCR ve molekiiler karyotipleme yontemleri kullanilarak
yapilmig, izolasyonu yapilan tiirlerin timiiniin S. cerevisiae oldugu tespit edilmistir
(lvannikova ve ark., 2007). Torulopsis pustula, Torulopsis bacarum ve Torulopsis multis-
gemmis kus liziimi, ¢ilek ve ahududu gibi yumusak meyvelerden izole edilerek klasik

yontemlerle tanimlanan ve yeni tiir olarak belirlenen ilk maya tiirleridir (Buhagiar, 1975).

Yapilan baska bir ¢alismada, Bulgaristan bdlgesinde iiretilen siit iiriinlerinden izole
edilen maya tiirleri morfolojik, fizyolojik ve kiiltiirel testler kullanilarak belirlenmistir.
Arastirma kapsaminda farkl: siit iirlinlerinden (inek peyniri, ke¢i peyniri, kaymak, tereyagi,
inek yogurdu ve kegi yogurdu) 12 maya izole edilmistir. Bu maya tiirleri morfolojik olarak
gruplandirilmis ve ardindan fizyolojik ve biyokimyasal olarak farkli testlere tabi
tutulmustur. Elde edilen veriler Kreger van Rij (1987), Barnett ve arkadaslar1 (1990) ve
Kurtzman (1998) tarafindan belirlenen yontemler kullanilarak analizleri yapilmis ve tiir
tamimlamas1  yapilmistir. Calisma sonucunda Kluyveromyces marxianus, syn.
Saccharomyces fragilis, (Ta), Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus (Pr),
Kluyveromyces marxianus var. marxianus (C6), Kluyveromyces lactis var. lactis (K8),
Trichosporon beigelii (K1), Debaryomyces hansenii var. hansenii (K7), Candida famata,
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Candida sphaerica (M), Issatchenkia orientalis tiiriniin anamorfu Candida crusei, (C3),
Candida rugosa, syn. Mycoderma rugosa, Mycotorula rugosa (K11) ve Rhodotorula
mucilaginosa (Rr) tiirleri tamimlanmistir. Ayrica inek yogurdunda, Kluyveromyces
marxianus, keci yogurdunda Trichosporon beigelii, Debaryomyces hansenii var. hansenii,
Candida crusei, Kluyveromyces marxianus var. marxianus ve Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus, Candida rugosa, kaymakta; Candida famata var. famata, Candida
sphaerica, inek ve ke¢i peynirinde; Debaryomyces hansenii var. hansenii, Kluyveromyces
lactis var. lactis, Candida famata var. famata, Candida sphaerica, Candida famata,
tereyaginda; Rhodotorula mucilaginosa ve Candida sphaerica tiirlerinin yayilis gosterdigi
belirlenmistir (Savova ve Nikalova, 2002; Barnett ve ark., 1990; Kreger van Rij, 1987;
Kurtzman ve Fell, 1998).

Bazi taneli meyvelerin, degisik iiziim ¢esitlerinin ve sitrus meyvelerinin tizerindeki
maya ve kiif florasim1 belirlemeye yonelik yapilan bir ¢alismada maya yogunlugunun
ortalama olarak taneli meyveler iizerinde oldukca diisiik oldugu (%5) belirlenmistir. Taneli
meyveler lizerinde yer alan maya florasinin diisiikk yogunlukta olmasinin sebebi,
sterilizasyon asamasinda meyve yiizeyinde yer alan maya tiirlerinin kaybedilmesinden

dolay1 olabilecegi rapor edilmistir (Tournas ve Katsoudas, 2005).

Yaygin olarak goriilemeyen 60 maya susu kullanilarak ticari tanimlama yontemleri
ile molekiiler diizeyde tanimlama yontemlerinin karsilagtirildigi ve tim maya suslarinin
molekiiler olarak daha kolay ve dogru tanimlandiginin belirlendigi bir arastirmada, bazi
maya suslarinin sadece molekiiler yontemler ile tanimlanabildigi gosterilmistir (Gomez-

Lopez ve ark., 2010).

Benzer bir sekilde, 2010 yilinda veteriner kliniklerinden toplanan maya suslarinin
molekiiler olarak substrat asimilasyonu, yag asidi profil analizi ve sekans temelli
analizlerin karsilastirilmasini yaparak, sekans temelli tanimlama yontemlerinin geleneksel
yontemlere gore daha dogru sonuglar verdigini géstermislerdir. Ayrica D1/D2 bolgelerinin
sekans analizleriyle yapilan tiir tanimlamalarinin veteriner 6rneklerinin tanimlanmasinda

en iyi metot oldugu gosterilmistir (Altier ve ark., 2010).

2005 yilinda yapilan bir aragtirmada medikal olarak 6nemli olan maya suglarinin ITS
bolgelerinin sekans analizleri ile geleneksel yontemlerle yapilan tanimlamalari
karsilastirilmistir. 373 maya izolatina ait ITS1 ve ITS2 bdlgelerinin sekans analizini

kullanarak tiir tanimlamas1 yapmislardir. Yapilan analizler sonucunda ITS2 bdlgesinin tiir
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spesifik tanimlamada ITS1’e gore daha giivenilir oldugu gdosterilmistir. Arastirmanin
sonucunda ITS bolgelerinin tiir tanimlamada geleneksel yontemlere gore daha hizl,

giivenilir ve dogru tanimlama yaptigi ifade edilmistir (Chain Chang ve ark., 2005).

Ahududu saraplar {izerine yapilan bir arastirmada sarap tretiminde kullanilan 16
farkli S. cerevisiae ve S. bayanus maya susundan, UFLA-FW15 S. cerevisiae maya
susunun diisiik asit konsantrasyonunda, yiiksek asetat ve alkol konsantrasyonlarinda ve

esterler i¢erisinde fermente olabildigi gosterilmistir (Duarte ve ark., 2010).

Yapilan baska bir arastirmada ise greyfurt (Citrus paradisi), ayva (Cydonia
oblonga), muz (Musa sapientum) ve nar (P. granatum) meyve sulari ile kabuk
ekstraktlarin farkli bakteri ve maya tiirlerine (Kluvyeromyces fragilis DC98, Rodotorula
rubra DC86 ve S. cerevisiae WETI136) karsi antibakteriyal ve antifungal etkisi
arastirilmistir. Elde edilen meyve ekstraktlarindan en yiiksek antifungal ve antibakteriyal

aktivitenin nar meyvesine ait oldugu tespit edilmistir (Dagc1 ve Digrak, 2005).

Nar meyvesinin de dahil oldugu baska bir ¢caligmada, 17 farkli meyve tiirii lizerinden
izole edilen mayalar koloni morfolojilerine gére ve Random Amplified Polimorphic DNA
(RAPD) analizi sonucunda elde edilen verilere gore gruplandirilmis ancak tiir
tanimlamalar1 yapilmamistir. Ancak g¢alismada nar ylizeyinden izole edilen mayalarin
koloni morfolojileri krem renkli, dairesel yapili, piirlizsiiz, parlak ve yogun olarak

belirtilmistir (Lathar ve ark., 2010).

Garcia-Martos ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada Cryptococcus cinslerine
ait 11 maya susunun enzim profili belirlenmis ve elde edilen sonuglar incelendiginde Cr.
laurentii ve Cr. neoformans tiirlerinin kendi i¢inde farkli enzim profiline sahip oldugu

goriilmiistiir (Garcia-Martos ve ark., 2001).

Erzincan tulum peynirinden izole edip, APl ID32 identifikasyon kiti kullanarak 146
maya izolatinin tammlandig1 bir arastirmada. izole edilen maya 6rneklerinden 121 izolat
tir bazinda, diger 6 izolat ise cins bazinda tanimlanabilmis ve Erzincan tulum peyniri
maya florasinda Candida lambica, C. zeylanoides, C. famata var famata, Geotricum
candidum ve C. kefyr tiirlerinin yogun olarak bulundugu tespit edilmistir. Calismalarinin
devaminda ise elde edilen izolatlarin hiicre dis1 enzim aktivitelerini API ZYM test sistemi
kullanarak belirlemiglerdir. S. cerevisiae, Z. mellis, G. candidum ve P. fermentans

tiirlerinden yiiksek 16zin arilamidaz aktivitesi, izolatlarin ¢ogunda B-galactosidase, acit
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fosfataz ve esteraz lipaz (C8) aktivitesi, Candida lambica tiiriinde ise yiiksek asit fosfataz

aktivitesinin varligin belirlemislerdir (Karasu-Yalg¢in ve ark., 2012).

Ege bolgesinde iiretilen zeytinyaglarindan izole edilen maya 6rneklerinin molekiiler
yontemler kullanarak tanimlamalariin yapildig: bir arastirmada, farkli ortam kosullariin
maya hiicrelerinin enzim iiretme potansiyelleri de incelenmistir. Sonug olarak lipaz {iretme
potansiyeline sahip maya tiirleri belirlenmis ve Candida odintsovae tiiriiniin lipaz tireten

bir maya tiirii oldugunu gostermislerdir (Yal¢in ve ark., 2014).

API ZYM test sistemi kullanilarak yapilan bagka bir arastirmada, ¢esitli hastalardan
izole edilen 41 Cryptococcus neoformas maya tiiriiniin hiicre dis1 enzim aktiviteleri
incelenmistir. Arastirma sonucunda, tiim suslarda esteraz aktivitesinin bulundugu tespit
edilmistir, ancak alkalin fosfataz, sistin arilamidaz, tripsin, kimotripsin, a-galatosidaz, -
glukuronidaz, o-mannosidaz ve a-fruktosidaz enzimlerinde herhangi bir aktiviteye
rastlamamisglardir. Diger enzimler ic¢inde farkli derecelerde aktivite oldugunu
gostermislerdir. Bu ¢alismayla Cryptococcus neoformans tiirleri arasindaki enzimatik
aktivite farkliliklariyla olusacak bir enzimatik profilin, klinik olarak 6nemli olan bu

tiirlerin identifikasyonunda kolayliklar saglayacagi belirtilmistir (Vidotto ve ark., 1998).

Ahududu ve nar meyveleri ilizerinden izole edilen maya suslarmin molekiiler
yontemler kullanilarak tanimlanmasi su ana kadar yapilmamistir. Ayrica yapilan
caligmalarda geleneksel ve molekiiler tanimlama yontemlerinin karsilastirilmasi sonucunda
molekiiler temelli calismalarin daha giivenilir oldugu gosterilmistir. Bu nedenlerden dolay1
calismamizda geleneksel tiir tanimlama yontemlerinin yaninda PCR-RFLP yontemi ve
ITS1-5.8S rDNA-ITS2 gen bolgesine ait PCR iiriinlerinin DNA dizi analiz yontemleri

kullanilarak maya suslarinin identifikasyonu gergeklestirilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Nar ve Ahududu Orneklerinin Toplanmasi ve Maya izolasyonu

Marmara Bolgesinde yer alan Gelibolu Canakkale ilinin bir ilgesi olup tarihi agidan
olduk¢a biiyiik bir éneme sahiptir. Calismamizda kullanilan nar ve ahududu 6rnekleri
agirlikli olarak Gelibolu ilgesine bagli Korukdy mevkiinden toplanmistir. (Sekil 3.1).
Korukoy cografik konum olarak 40°51'50" kuzey enlemi, 26°3720" dogu boylamindadir.

pecP PD110] wiamara 84 |
Kesan
Kx‘lemkarpuzlu (E87 |
Bahgekoy Saglamtag
DS50 Hogkoy
! d.r'fp“ Evrese Murefte
~net Mecidiye 8
?avakkoy Sarkdy
Kordkoy
Bolayir
Gelibolu ;
Sevketiye Karabiga
Lapseki
o Balikhgesme
Buyiikanafarta - Gumiscay
Umurbey Biga
Canakkale
Alcit Belen
il o550

Sekil 3.1. Korukdy/Gelibolu mevkisini gdsteren harita

Nar ve ahududu Ornekleri meyvelerin olgunlasma donemlerine gore aseptik
kosullarda toplandi ve laboratuvara getirildi. Maya Orneklerinin tartimlar1 yapildiktan
sonra steril sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 2) igerisinde homojenizasyon islemi gergeklestirildi.
Homojenize edilen 6rnekler uygun seyreltmeleri yapilarak sodyum propiyonat igeren YGC
(40 gr/l Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar, % 0.1 Sodyum Propiyonat) kati
besi ortamlarma yayma ekim yontemiyle ekildi ve 27-30 °C’de 2-3 giin siireyle inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi iireme gosteren maya suslarinin koloni olusturabilen degerleri
CFU/gr olarak hesaplandi. Farkli koloni morfolojisi gésteren maya suslart 6ncelikli olmak
lizere rastgele maya suslar1 secilerek % 2 glikoz iceren YPD (10 gr/l (w/v) Yeast Extract,
20 gr/l (w/v) Bacto-peptone, 20 gr/l (w/v) Agar) kat1 besi ortamlarina gegirildi. Izole edilen
maya suslarina uygun kod numaralar1 verilerek %20 gliserol igerisinde ileride yiritiilecek

olan calismalarda kullanilmak tizere -80°C’de stoklandi.
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3.2. Izole Edilen Maya Orneklerinin Tiir Tanimlamalar1 ve Gruplandirilmalari

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek -80°C’de saklanan maya suslart YPD
kat1 besi ortamlaria 5Sul alinarak drop ekimleri yapild1 ve 27-30 °C’de 3-5 giin inkiibe
edildi. Ureme gosteren maya suslar1 dncelikli olarak koloni morfolojilerine gore (renk,
sekil, biiyiikliik, v.s.) gruplandirildi. Ureme gdstermeyen maya suslar1 ise calismadan ve
stoklardan ¢ikartildi. Daha sonra lireme gosteren maya suslarinin tiir tanimlamalart i¢in
API ID 32C (Analytical Profile Index) kit sistemi (BioMérieux, Fransa) kullanildi. API ID
32C sistemi, bir tane negatif kontrol olmak tizere farkli karbon ve azot kaynaklarini
(Galactose, Actidion, Sucrose, N-Acetyl-glucosamine, DL-Lactate, LArabinose,
Cellobiose, Raffinose, Maltose, Trehalose, 2-Keto-gluconate, a-Methyl-D-glucoside,
Mannitol, Lactose, Inositol, Sorbitol, DXylose, Glycerol, Rhamnose, Palatinose, Erythritol,
Melibiose, Glucuronate, Melezitose, Gluconate, Levulinate, Glucose, Sorbose,
Glucosamine, Esculin) igeren 32 kuyucuktan olusan mikro Glgekli bir asimilasyon test
sistemidir. Izole edilen maya suslarinin tiir tanimlamalar1 firmanin 6nerdigi sekilde yapildi.
Test sonucunda elde edilen sonuclar APIWEB R1.2.1 programi kullanilarak analiz edildi

ve maya suglarinin tiir tanimlamalart yapildu.

3.3. Genomik DNA izolasyonu

Izole edilen maya suslarmin genomik DNA izolasyonlar1 Sherman ve arkadaslarmin
(1986) genomik DNA izolasyon yontemi kullanilarak yapildi (Sherman ve ark., 1986). Bu
amagla secilen maya ornekleri YPD besi ortaminda 28-30°C’de 3 giin inkiibe edildi. Maya
hiicreleri ¢oktiirtilerek steril distile su ile yikandiktan sonra, maya hiicreleri tizerine 500 pl
1M sorbitol ve 100 ul 0.5 M EDTA ilave edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonuna 30 pl
Lyticase (0.391pg/ul) enzimi eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
hiicreler ¢oktiiriilerek sivi kisim atildi ve pellet iizerine 500 pl 50mM Tris, 20 mM EDTA
(pH 7.5) eklenerek siispanse edildi. Hiicre siispansiyona 50 ul %10 SDS eklenerek
65°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Bu asamadan sonra karisima 300 pl 3M K, 5M asetat
(pH 5.8) eklendi ve 60 dakika buz igerisinde bekletildi. Sentrifugasyon sonrasi supernatant
kismi yeni tiibe transfer edilerek tizerine 1:2 hacim olacak sekilde %70’lik etanol eklendi
ve oda sicakliginda 5 dakikalik inkiibasyon sonrasinda 20 dakika 12K rpm’de santrifii]
edildi. Sivi kisim atilarak oda sicakliginda kurutulan tiiplere 100 ul TE (pH 7.5) ilave
edildi ve iki kez fenol-kloroform ekstraksiyonu (1:1 hacim) uygulandi. Steril tiiplere
gecirilen sivi faza 30 ul 3M K, 5M asetat (pH 5.8) eklendikten sonra 200 pl absolut etanol

ilave edilerek buz icerisinde 5 dakika bekletildi ve sivi kismi atildi. Tiiplere 1 ml %70
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etanol eklenip ¢oktiiriildii ve sivi kisim atilarak oda sicakliginda kurutuldu. Tiipte bulunan
genomik DNA 100 ul TE (pH 8.0) iginde ¢oziilerek -20 °C’de stoklandi. Genomik
DNA’nin saflig1 ve miktar1 spektrofotometre (260/280nm) kullanilarak belirlendi. Ayrica
5ul genomik DNA % 0,8 (w/v) agaroz jelde goriintiilendi.

3.4. ITS1- 5,85- ITS2 Bolgelerinin Amplifikasyonu

Izole edilen maya tiirlerine ait genomik DNA kullanilarak 1TS1-5.8S rDNA-ITS2
bolgeleri, mayalar i¢in evrensel olan ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') ve ITS4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") primerleri kullanilarak daha o6nceden rapor
edilerek belirlenen PCR sartlarinda gergeklestirildi (Cizelge 3.1) (White ve ark., 1990).
PCR reaksiyonlar1 Cizelge 3.2’te belirtilen sicaklik ve siirelerde BIO-RAD marka Thermal

cycler cihazinda yapildi.

Cizelge 3.1. PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Son
(ul) konsantrasyon
Master mix 12,5 -
(Fermentas, K0171)
10 pmol/ul forward primer 1 10 pmol/ul
10 pmol/ul reverse primer 1 10 pmol/ul
Genomik DNA 0,5 100 ng
Nuclease free-water 10 -
Toplam hacim 25

Cizelge 3.2. PCR reaksiyon sartlari

Reaksiyon Sicaklik Siire Dongii

asamalari (°0O) (Dak.) sayisl
[k denatiirasyon 95 1,5 1
Denatiirasyon 94 2 -
Primerlerin baglanmasi 60 1 30
Uzama 72 2,5 -
Sonlanma 72 5 1
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PCR diriinleri (5 pl) ve Marker 6X (2 pl) yiikkleme tamponu ile karistirilarak % 3
(w/v) agaroz jelde 110 dakika (120 volt) yiiriitiildii (Sekil 3.2). PCR f{irlinlerinin resimleri
ultra violet transilluminator (UV) tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf makinesi ile
fotograflandi. Amplifikasyon sonucunda elde edilen bantlarin biiyiiklikleri Gel-Pro
Analyzer Version 4.0 programi kullanilarak hesaplandi. PCR fdirlinlerinin bant

biiyiikliiklerine gore maya suslar1 tekrar gruplandirildi.

bpng/0Sug % bp
- Zm
— 700 M0 60 =500
— 500 25 65
~ 400 B0 7.0 -
300 90.0 180 — 200
— 150
200 B0 70 b
g —150 350 7.0 _ 75
5 —~ 100 90.0 180 N
3 —75 375 75 - 50
2 —~ 50 400 80
g ~25 70 150
% — 25
k3
3

0.5 ptane, 8.cm length g,
1XTBE,5Wem, 1 h

10% polyacrylamic:

0.5 pa'tine, 2 Gcm kEngth g,
1XTBE, 8Vicm 3 h

Sekil 3.2. Calismada kullanilan markor haritasi

3.5. Restriksiyon Profillerinin Belirlenmesi

PCR amplifikasyonu sonucunda elde edilen irtinler, PCR Purification Kkiti
(Fermentas K0702) kullanilarak saflastirildiktan sonra Hinfl, Haelll (Bfol), Mspl, Alul ve
Hhal restriksiyon enzimleri (Fermentas) kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi kosullarda
restriksiyon kes imleri gergeklestirildi (Cizelge 3.3). Restriksiyon iriinleri ve markor DNA
% 2,5 (w/v) agaroz jelde 1XTAE tamponu i¢inde 120 dakika (120 voltta) yiiriitildii.
Restriksiyon iirlinlerinin goriintiileri ultra violet transilluminatér (UV) tablasinda Olympus
C-5060 marka fotograf makinesi ile fotograflandi. Restriksiyon enzimleri ile kesim
sonucunda elde edilen bantlarin bilyiikliigii Gel-Pro Analyzer Version 4.0 programi
kullanilarak belirlendi. Farkli restriksiyon enzimlerinin kesim sonuglarina goére maya

suslar1 yeniden gruplandirildi.
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Cizelge 3.3. Restriksiyon enzimlerinin kesim iglemi i¢in reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar (ul)
Restriksiyon enzimi 0,5
10X Green buffer 1
Kalip DNA 3)
Nuclease free-water 8,5
Toplam hacim 15

3.6. DNA Dizi Analizi

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya suslari restriksiyon kesim profilleri
kullanilarak yeniden gruplandirildi. Olusan gruplardan her gruptan bir maya susu DNA
dizi analizi yapilmak {iizere secildi. Secilen suslara ait PCR f{iriinlerinin ITS4 (reverse)
primeri ile dizilemeleri Istanbul’da bulunan MedSanTek firmasinda Applied
Biotechnologies 3500xl Genetic Analyzer cihazi kullanilarak yaptirildi. DNA dizi
benzerlik analizleri i¢in (DNA Sequence Similarity Analysis) NCBI servisinin sundugu
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analiz programi kullanildi ve en yakin

homoloji gosteren tiirler belirlendi.

3.7. Hiicre Dis1 Enzim Profillerinin Belirlenmesi

Koloni morfolojileri kullanilarak olusturulan her gruptan rastgele bir maya susu
secilerek hiicre disi enzim profilleri belirlendi. Enzim profillerinin saptanabilmesi i¢in
kantitatif bir yontem olan API-ZYM test sistemi (BioMérieux, Fransa) kullanildi. API-
ZYM kit sistemi bir tane negatif kontrol olmak {izere igerisinde enzim substrati bulunan 20
kuyucuktan olugsmaktadir. API-ZYM test sistemi ile 19 farkli enzimin (Alkaline
phosphatase, Esterase (C 4), Esterase Lipase (C 8), Lipase (C 14), Leucine arylamidase,
Valine arylamidase, Cystine arylamidase, Trypsin, a-chymotrypsin, Acid
phosphataseNaphthol-AS-Bl-phosphohydrolase, a-galactosidase, [(-galactosidase, 8-
glucuronidase, a-glucosidase, B-glucosidase, N-acetyl-B-glucosaminidase, a-mannosidase,

a-fucosidase) varlig1 hizli bir sekilde test edilmektedir.

Test sisteminde kullanilmak iizere secilen maya suslart YPD sivi lireme ortaminda
120 rpm calkalama ile 30°C de bir gece tretildi. Elde edilen kiiltiir slispansiyonlarindan
kitteki her bir kuyucuga 65 pL olacak sekilde transfer edildi. Tansfer sonrasi test

sistemleri, 37°C’ de 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga
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ZYM A ve ZYM B c¢ozeltileri eklenerek, 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Kuyucuklarda olusan renk, test kitleri ile birlikte verilen renk degerlendirme ¢izelgesine

gore yorumlanarak maya suslarinin enzim profilleri belirlendi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Nar ve Ahududu Meyvelerinden izole Edilen Maya Suslarinin Morfolojik

Olarak Gruplandirilmasi

Calismamizda kullanilan nar ve ahududu meyveleri Korukdy (Gelibolu, Canakkale,
Tirkiye) mevkiinde bulunan meyve bahgelerinden olgunlasma donemleri dikkate alinarak
toplandi. Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya suslar1 kodlanarak -80°C’de
ileride kullanilmak iizere stoklandi. Nar meyvesinden izole edilen 58 maya susunun ve
ahududu meyvesinden izole edilen 27 maya susunun koloni olusturabilen birim (CFU/gr)
degerleri hesaplandi. Nar meyvesinden izole edilen maya suslar1 i¢in CFU degeri 3.7x103
grl, ahududu meyvesinden izole edilen maya suslar1 i¢in CFU degeri 1.2x10° gr! olarak
belirlendi.

Tez ¢aligmasit kapsaminda nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya suslar1 -
80°C stoklardan ¢ikartilarak YPD kati besi ortamina ekilip liremeleri saglanmistir. Nar
meyvesinden izole edilerek stoklanan 58 maya susundan 10 tanesi lireme gostermedigi igin
calismadan ¢ikartildi. Nar meyvesinden izole edilen 48 maya susunun YPD kati besi
ortaminda {ireme sonuglart Sekil 4.1°de, ahududu meyvesinden izole edilen 27 maya
susunun treme sonuclar1 ise Sekil 4.2’de verildi. Nar ve ahududu meyvelerinden izole
edilen maya suslar1 koloni morfolojilerine gore gruplandirildi. Gruplandirma sirasinda
kullanilan morfolojik 6zelliklerden bazilar1 Sekil 4.3°te verildi. Koloni formu (diiz, tirtikl,
kivrik, dalgali, v.b.), marjini (dairesel, diizensiz, filamentli, v. b), yiiksekligi veya tepesi
(diiz, yiikseltilmis, konveks, v.b.), ylizey yapisi (diiz, burusuk, piiriizli, tozlu, kuru, v.b.),
opaklig1 (parlak, mat, seffaf, v.b.), rengi (beyaz, kirli beyaz, krem, kirmizi, v.b.) ve diger

baz tiir spesifik 6zellikler (pigment sentezi gibi) morfolojik gruplamada kullanildu.
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Sekil

Dairesel Diizensiz Ipliksi Rizoit

Yikseklik

Yiiksek Tiimsek Diiz Umbonat Kraterimsi

Kenar

LA 4 40 4

am Dalgali Ipliksi Kivirctk  Yumru

Sekil 4.3. Koloni morfolojiler i¢in kullanilan baz1 6zellikler

Koloni morfolojilerine gore nar meyvesinde 8 grubun (olas1 8 farkl: tiiriin), ahududu
meyvesinde ise 5 grubun (olas1 5 farkli tiiriin) olustugu belirlendi. Belirlenen gruplar ve bu
gruplara ait morfolojik 6zellikler nar meyvesinden izole edilen maya suslari i¢in Cizelge

4. 1°de, ahududu meyvesinden izole edilen maya suslari i¢in ise Cizelge 4.2°de verildi.

Nar meyvesinden izole edilen maya suslarindan 6 maya susu (P-25a, P-47, P-48, P-49,
P-53, P-55a) Grup 1, 23 maya susu (P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-12, P-14, P-15, P-20, P-
24, P-25b, P-26, P-27, P-29, P-30, P-31, P-32, P-33, P-34, P-35, P-41) Grup 2, 4 maya susu (P-8,
P-11, P-23, P-55b) Grup 3, 10 maya susu (P-36, P-37, P-38, P-39, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51,
P-52) Grup 4 ve iki maya susu (P-19, P-22) Grup 5 olarak siniflandirildi. P-18, P-21 ve P42
maya suglarinin koloni morfolojileri diger maya gruplarina ve birbirlerine benzemedigi i¢in

sirastyla Grup 6, Grup 7 ve Grup 8 olarak farkli birer grup altinda yer aldi.

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarindan 14 maya susu (R-1, R-2, R-4, R-
5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26) Grup 1, 2 maya susu (R-3, R-25)
Grup 2 ve 9 maya susu (R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19, R-20, R-22, R-23) Grup 4 olarak
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gruplandirildi. R-6 ve R-21 maya suslarmin koloni morfolojileri diger maya gruplarina ve

birbirlerine benzemedigi i¢in sirastyla Grup 3 ve Grup 5 olarak farkli birer grup altinda

siiflandirildi.

Cizelge 4.1. Nar meyvesinden izole edilen maya suslarinin koloni morfolojilerine gore

gruplandirilmasi

Grup No

Maya Suslar1

Koloni Morfolojisi

P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-

Koloni formu dairesel; koloni marjini diiz; koloni tepesi diiz, genis ve

1 - ortasi hafif ¢okilk; koloni yiizeyi piiriizsiiz; koloni donuklugu parlak
a
seffaf degil; koloni rengi beyaz; kirmizi renkli pigment sentezi
P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9,
Koloni formu dairesel; koloni marjini diiz; koloni tepesi diiz; koloni
) P-12, P-14, P-15, P-20, P-24, P- irevi biiriizsiiz: koloni donukluz lak. seffaf desil: koloni )
zeyi piriizsiiz; koloni donuklugu parlak, seffaf degil; koloni rengi
25h, P-26, P-27, P-29, P-30, P- YLD sp ; s &
beyaz-krem
31, P-32, P-33, P-34, P-35, P-41
Koloni formu dairesel; koloni marjini diiz; koloni tepesi kraterimsi;
3 P-8, P-11, P-23, P-55b koloni yiizeyi piiriizsiiz; koloni donuklugu parlak, seffaf;, koloni rengi
krem-sarimtirak
Koloni formu dairesel; koloni marjini dalgali; koloni tepesi kraterimsi;
A P-36, P-37, P-38, P-39, P-44, P- Koloni viizevi iiriizsiz: koloni donuklus lak. seffaf: koloni )
oloni ylizeyi piiriizsiiz; koloni donuklu arlak, seffaf; koloni rengi
45, P-46, P-50, P-51, P-52 Yy p sp ; £
beyaz
Koloni formu dairesel; koloni marjini diiz; koloni tepesi kraterimsi;
5 P-19, P-22 koloni ylizeyi piiriizsiiz; koloni donuklugu mat, seffaf degil; koloni rengi
beyaz
Koloni formu dairesel; koloni marjini diiz; koloni tepesi kraterimsi,
6 P-18 kabarcikli; koloni yiizeyi piiriizsiiz; koloni donuklugu parlak, seffaf
degil; koloni rengi kirli beyaz
Koloni formu dairesel; koloni marjini dalgali; koloni tepesi diiz; koloni
7 P-21 yiizeyi piiriizlii; koloni donuklugu mat, seffaf degil; koloni rengi koyu
krem
Koloni formu dairesel; koloni marjini diiz; koloni tepesi kraterimsi;
8 P-42 koloni yiizeyi piiriizsiiz; koloni donuklugu mat, seffaf degil; koloni rengi

krem
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Cizelge 4.2. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarmin koloni morfolojilerine gore

gruplandirilmasi

Grup No Maya Suslari Koloni Morfolojisi

Koloni formu dairesel; koloni marjini diiz; koloni
R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8,
tepesi diiz, genis ve ortasi hafif ¢cokiik; koloni ylizeyi

1 R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14,
piirlizsiiz; koloni donuklugu parlak seffaf degil; koloni
R-15, R-24, R-26
rengi beyaz; kirmizi renkli pigment sentezi
Koloni formu dairesel; koloni marjini dalgali; koloni
tepesi kraterimsi ve kabarcikli; koloni lizeyi
2 R-3, R-25 P ey
pliriizsiiz; koloni donuklugu mat, seffaf degil; koloni
rengi koyu krem
Koloni formu dairesel; koloni marjini diiz; koloni
3 R-6 tepesi diiz hafif kabarcikli; koloni yiizeyi piiriizsiiz;

koloni opaklig1 parlak; koloni rengi beyaz

Koloni formu dairesel; koloni marjini dalgali; koloni
R-11, R-12b, R-16, R-17, R- . L
4 tepesi kraterimsi; Kkoloni yiizeyi piiriizsiiz; koloni
18, R-19, R-20, R-22, R-23
donuklugu parlak, seffaf; koloni rengi beyaz

Koloni formu dairesel; koloni marjini diiz; koloni
5 R-21 tepesi kraterimsi; koloni ylizeyi piiriizsiiz; koloni

donuklugu parlak, seffaf; koloni rengi krem-sarimtirak

4.2. Nar ve Ahududu Meyvelerinden izole Edilen Maya Suslarinin Morfolojik

Olarak Gruplandirilmasi

Nar ve ahududu meyvelerinde koloni morfolojilerine gore yapilan gruplardan birer
ornek se¢ildi. Secilen 6rnek suslarin tiir tanimlamalari maya tanimlama kiti olan API ID
32C, (Analytical Profile Index) test sistemi kullanilarak yapildi. Test sonucunda elde
edilen sonuglar APIWEB R1.2.1 programinda analiz edildi ve gruplari temsil eden tiirler
belirlenerek Cizelge 4.3’te verildi. Her grup i¢in secilen ornek maya susuna ait kod

numarasi ise Cizelge 4.3’te grup numarasinin yaninda verildi.

Nar meyvesinde kit sistemi ile yapilan tanimlama sonrasinda Grup 1’de bulunan 6
maya susu Metschnikowia pulcherrima olarak, Grup 2 ve Grup 8’de bulunan 24 maya susu
ise Cryptococcus sp. olarak tanimlandi. Grup 3 ve Grup 4’te bulunan toplam 14 maya susu
Hanseniaspora sp., olarak tanimlanirken Grup 6’da bulunan maya susu Kluyveromyces sp.

olarak tanimlandi. Grup 5 ve Grup 7’de bulunan maya suslar1 ise kit sistemi ile
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tanimlanamadi.

Ahududu meyvesinde kit sistemi ile yapilan tanimlama sonrasinda Grup 1’de
bulunan 14 maya susu M. pulcherrima olarak, Grup 4’te bulunan 9 maya susu ise
Hanseniaspora sp.olarak tanimlandi. Grup 2 ve Grup 3’te bulunan {i¢ maya susu Candida

sp. cinsine ait olurken Grup 5 ‘te bulunan maya susu kit sistemi ile tanimlanamadi.

Cizelge 4.3. API ID32C kit sistemiyle meyvelerde tanimlanan maya tiirleri

Meyve Grup No Tiir Adi1 (Maya Susu Sayisi)

Grup 1 (P-25-a) Metschnikowia pulcherrima
Grup 2 (P-1) Cryptococcus sp.
Grup 3(P-23) Hanseniaspora sp.

Nar Grup 4 (P-50) Hanseniaspora sp.
Grup 5 (P-22) Tanimlanamadi
Grup 6 (P-18) Kluyveromyces sp.
Grup 7 (P-21) Tanimlanamadi
Grup 8 (P-42) Cryptococcus sp.
Grup 1 (R-5) Metschnikowia pulcherrima
Grup 2 (R-3) Candida sp.

Ahududu "G 3 (R-6) Hanseniaspora sp.
Grup 4 (R-23) Cryptococcus neoformans
Grup 5 (R-21) Tanimlanamadi

4.3. Nar ve Ahududu Meyvelerinden izole Edilen Maya Suslarinin Genomik

DNA izolasyonlar1 ve PCR Amplifikasyonlar1

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek gruplandirilan tiim maya hiicrelerinden
genomik DNA izolasyonlar1 yapildi (Sherman ve ark., 1986). 1TS1-5.8 rDNA-ITS2
bolgesinin amplifikasyonu igin ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") ve ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) primerleri  kullanildi  (White ve ark. 1990).
Calismamizda elde edilen PCR firiinleri Fermentas Gene JET PCR Purification Kit
(Fermentas K0702) kullanilarak saflastirildi ve % 3 agaroz jel elektroforezi yapilarak
fotograflar1  ¢ekildi. Maya suslarmmin  ITS1-5,8S rDNA-ITS2 bdlgesinin  PCR
amplifikasyonu sonrasi olusturdugu bant uzunluklart GelPro Analyser 4.0 programi

kullanilarak hesaplandi. Bant uzunluklarina goére maya suslar1 tekrar gruplandirildi.
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4.3.1. Nar meyvelerinden izole edilen maya suslarinin PCR amplifikasyonlar:

Nar meyvesinden izole edilen maya suslarinin 1TS1-5.8 rDNA-ITS2 bolgesinin PCR
amplifikasyon sonuglart Sekil 4.4 Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verildi. Elde edilen
PCR bant uzunluklar1 kullanilarak olusturulan gruplandirma sonucunda 4 farkli grubun
(olas1 4 farkli tiiriin) olustugu belirlendi. Olusturulan gruplar Cizelge 4.4’te sunuldu.
Birinci grupta yaklasik 400 baz cifti uzunlugunda DNA bolgesinin amplifike oldugu
belirlendi. Bu grupta bulunan 6 maya susunun (P-25a, P-47, P—48, P-49, P-53, P-553a)
daha 6nce morfolojik olarak olusturulan grupta da bir arada bulunduklari goriildi. Bu

grupta bulunan maya suslarinin pulcherrimin pigment sentezlemesi nedeniyle ve API

ID32C kit sistemiyle M. pulcherrima olarak tanimlanan tiirler oldugu gézlendi.

Sekil 4.4. Nar meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR ile amplifikasyonu (P-1, P-3-P-9, P-
11, P-12, P-14, P-15)

Sekil 4.5 Nar meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR ile amplifikasyonu (P-18, P-24, P-
25a, P-25b, P-26, P-27, P-29)
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Sekil 4.6. Nar meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR ile amplifikasyonu (P-30 —P-39, P-
41, P-42)

Sekil 4.7. Nar meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR ile amplifikasyonu (P-44 —P-53, P-
55a, P-55b)

Cizelge 4.4. Nar meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen
gruplar

Grup No (PCR Bant

Nar (P)
Uzunluklari-bp)

Grup 1 (~400) P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-55a

P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-15, P-19, P-

Grup 2 (~650
P2 (~850) 21, P-22, P-24, P-26, P-27, P-30, P-31, P-39, P-41, P-42

Grup 3 (~700) P-14, P-20, P-25h, P-29, P-32, P-33, P-34, P-35

P-8, P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50,

Grup 4 (~800) P51 P-52, P-55b
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PCR bant biiyiikliigline (~650 bp) gore olusturulan ikinci grupta 21 maya susunun
(P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-15, P-19, P-21, P-22, P-24, P-26, P-27, P-
30, P-31, P-39, P-41, P-42) yer aldig1 belirlendi. Bu maya suslarindan 15 maya susu (P-1,
P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-12, P-15, P-24, P-26, P-27, P-30, P-31, P-41) daha dnce
morfolojik olarak yapilan gruplamada ayni grupta (Grup 2) yer aldigi goriildii. Daha 6nce
morfolojik olarak farkli grupta yer alan 6 maya susunun (P-11, P-21, P-22, P-39, P-42)
PCR bant biiyilikliigiine gore olusturulan gruplamada Grup 2’de yer aldigi belirlendi.
Morfolojik olarak ikinci frupta yer alan 8 maya susunun (P-14, P-20, P25b, P-29, P-32, P-
33, P-34, P-35) ise PCR bant uzunluguna (~700bp) yeni bir Grup 3’i olusturdugu tespit
edildi.

PCR bant biiyiikliigiine (~800bp) gore 13 maya susunun (P-8, P-18, P-23, P-36, P-
37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b) dordiincii grubu olusturdugu
belirlendi. Morfolojik olarak Grup 3’te yer alan ii¢ maya susunun (P-8, P-23, P-55b) ve
Grup 4’te yer alan 9 maya susunun (P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52)
maya susunun PCR amplifikasyonu sonucunda ayni grupta yer aldigi belirlendi. Diger
maya suslarina morfolojik olarak benzemeyen P-18 maya susunun da PCR amplifikasyonu
sonucuna gore Grup 4’te yer aldigi tespit edildi. Nar meyvesinden izole edilen maya
suslarinin morfolojik 6zelliklerine gore elde edilen gruplar ile ITS1-5.8S rDNA-ITS2 PCR
amplifikasyon uzunluklarina gore elde edilen gruplar karsilastirildi ve olasi farkli tiir sayisi
hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’te verildi. Nar meyvesinden izole edilen maya
suslariin morfolojik ve PCR amplifikasyonu sonrasinda florada barindirabilecegi olas1 11

farkli maya tiirliniin bulunabilecegi belirlendi.
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Cizelge 4.5. Nar meyvesine ait maya suslarinin morfolojik ve PCR amplifikasyonu sonrasinda

barmdirabilecegi olas1 farkl tiir sayisi

Maya Tur _Saym (Yeast Morfoloji ve PCR polimorfizmi
Species: YS)
YS1 P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-55a
P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-12, P-15,P-24,P-26, P-27, P-30, P-
vS2 31, P-41
YS3 P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52
YS 4 P-14, P-20,P-25b,P-29,P-32,P-33,P-34, P-35
YS5 P-8, P-23, P-55b
YS6 P-19, P-22
YS7 P-11
YS8 P-18
YS9 p-21
YS 10 P-39
YS11 P-42
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4.3.2. Ahududu meyvelerinden izole edilen maya suslarimin PCR

amplifikasyonlari

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin ITS1-5.8 rDNA-ITS2 bélgesinin
PCR amplifikasyon sonuglart Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da verildi. Amplifikasyon sonucunda

elde edilen PCR bant uzunluklart kullanilarak yapilan gruplandirmada 3 farkli grubun

(olast 3 farkli tiiriin) olustugu belirlendi ve olusturulan gruplar Cizelge 4.6’da verildi.

Sekil 4.8. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR ile amplifikasyonu (R-1 —-R-11,
R-12a, R-12b, R-13)

Sekil 4.9. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR ile amplifikasyonu (R-14 —R-
26)
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Cizelge 4.6. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR amplifikasyonu sonucu elde

edilen gruplar

Grup No (PCR Bant

Ahududu (R)
Uzunluklari-bp)

R-1,R-2,R-3,R4, R-5, R-6, R-7,R-8, R-9, R-10,
R-12/a, R-13, R-14, R-15, R-23, R-24, R-25, R-26
Grup 2 (~650) R-20, R-22

Grup 3 (~800) R-11, R-12/b, R-16, R-17, R-18, R-19, R-21

Grup 1 (~400)

Birinci grupta yer alan 18 maya susunun (R-1, R-2, R-3 R-4, R-5, R-6, R-7, R-8, R-
9, R-10, R-12a3, R-13, R-14, R-15, R-23, R-25, R-24, R-26) yaklasik 400 baz ¢ifti
uzunlugunda amplifikasyon triinii olusturdugu belirlendi. Bu grupta bulunan 14 maya
susunun (R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-123, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26)
daha 6nce morfolojik olarak yapilan gruplamada da ayni grupta yer aldig: tespit edildi. Bu
grupta bulunan maya suslarinin pulcherrimin pigment sentezlemesi nedeniyle ve API
ID32C kit sistemiyle M. pulcherrima olarak tanimlanan tiirler oldugu gozlendi. Daha 6nce
morfolojik olarak yapilan gruplamada Grup 2’de yer alan R-3 ve R-25 maya suslari PCR
amplifikasyonu sonucunda elde edilen bant uzunluklarina gére yapilan gruplamada Grup
1’e dahil oldugu belirlendi. Morfolojik olarak diger maya suslarindan ayrilarak Grup 3’i
olusturan R-6 maya susunun ise PCR bant biiytikliigline gére Grup 1’e dahil oldugu tespit
edildi. Morfolojik olarak yapilan gruplamada 4. grupta yer alan R-23 maya susunun PCR

amplifikasyonu sonucunda olusturulan gruplamada birinci grupta yer aldig1 goriildii.

PCR bant biiyiikliigiine (~650 bp) gore olusturulan ikinci grupta 2 maya susunun (R-
20 ve R-22) yer aldig1 belirlendi. Daha 6nce morfoljik 6zelliklerine gére Grup 4’de yer
alan bu maya suslart PCR amplifikasyon sonrasi bant biiyiikliiklerine goére yapilan

gruplamada birlikte ayr1 bir grup olusturdugu gozlendi.

PCR amplifikasyon sonucunda elde edilen bant biiyiikliiklerine gore {i¢lincli grubu
olusturan 7 maya susunun (R-11, R-12/b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21) yaklasik
olarak 800bp bant biiyiikligiine sahip oldugu belirlendi. Daha 6nce morfolojik olarak
yapilan gruplamada Grup 4’te yer alan 6 maya susunun (R-11, R-12/b, R-16, R-17, R-18,
R-19) PCR amplifikasyon sonucunda olusturulan gruplamada ii¢lincli gruba dahil oldugu

tespit edildi. Ayrica morfolojik olarak besinci grupta yer alan R-21 maya susu PCR
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amplifikasyonu sonucunda elde edilen bant biiyiikliigline gére Grup 3’e dahil oldugu

belirlendi.

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin morfolojik 6zelliklerine gore
elde edilen gruplar ile ITS1-5.8S rDNA-ITS2 PCR amplifikasyon uzunluklarina gore elde
edilen gruplar karsilastirilarak olas1 farkli tiir sayisi hesaplandi. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.7°de verildi. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin morfolojik ve
PCR amplifikasyonu sonrasinda florada barindirabilecegi olasi 7 farkli maya tiirliniin

bulunabilecegi belirlendi.

Cizelge 4.7. Ahududu meyvesine ait maya suglarinin morfolojik ve PCR amplifikasyonu

sonrasinda barindirabilecegi olasi farkl: tiir sayisi

Maya Tiir Sayisi .. . _
(Yeast Species: YS) Morfoloji ve PCR polimorfizmi
vs1 R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-123, R-13, R-14, R-15, R-
24, R-26
YS2 R-3, R-25
YS3 R-6
YS4 R-23
YS5 R-20, R-22
YS6 R-11, R-12/b, R-16, R-17, R-18, R-19
YS7 R-21

Tez Onerisi kapsaminda nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen tiim maya
suglarinin 1TS1-5.8 rDNA-ITS2 bolgesinin DNA dizi analizi yaptirilmasi Onerilmisti
Ancak teknik nedenlerle proje kapsaminin genisletilmemesi i¢in biitiin maya suslarmnin ITS
sekanslar1 yaptirilmadi ve Cizelge 4.5 ve 4.7°de verilen olas1 maya tiirlerinden birer maya
susu secilerek DNA dizi analizi yaptirilmasi planlandi. Fakat fazla maya susu iceren
gruplarda tek bir maya 6rneginin DNA dizileme yontemiyle tiiriiniin tespit edilmesi, grupta
bulunan diger maya suslarinin da ayn tiir oldugunu gostermemektedir. Gruplari temsil
eden tlirli minimum yanilma olasiligiyla bulmak ve gruptan dizileme igin tiirii segebilmek
amaciyla tez Onerisi kapsaminda Onerilmemesine ragmen maya suslart PCR-RFLP

(Restriction Fragment Length Polymorphism) teknigiyle tekrar gruplandirildi.
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4.4. Nar ve Ahududu Meyvesine Ait Maya Suslarinin ITS1 5.8SrDNA-ITS2

Bolgesinin Restriksiyon Enzimi ile Kesim Analizleri

Saflastirilmis PCR iiriinleri Hinfl, Haelll, Mspl, Alul ve Hhal restriksiyon enzimleri
ile (tiretici firmanin 6nerdigi kosullarda) restriksiyon kesimine tabi tutuldu. Restriksiyon
tirtinleri % 3 agarozda elektroforez yapilarak goriintiilendi. Restriksiyon islemi sonrasinda
olusan bantlarin biyiikliigi Gel-Pro Analyzer Version 4.0 programi kullanilarak

hesaplandi ve restriksiyon profillerine gore maya suslari tekrar gruplandirildi.

4.4.1. Nar meyvesine ait maya suslarinin restriksiyon enzimi ile kesim profili

4.4.1.1. Grup 1 restriksiyon enzimi ile kesim profili

Nar meyvesinden izole edilen ve PCR bant biiyiikliiklerine gore birinci grupta yer
alan P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a maya suslarinin Hinfl ile kesim sonuglar1 Sekil
4.10’de, Haelll ile kesim sonuglar1 Sekil 4.11°de, Mspl ile kesim sonuglar1 Sekil 4.12’te,
Alul ile kesim sonuglart Sekil 4.13’te ve Hhal ile kesim sonuglar1 Sekil 4.14’te verildi.
Maya suslarinin restriksiyon sonrasi olusturdugu bant uzunluklar1 Cizelge 4.8’de ayrintili

olarak Ozetlendi.

Maya suslarinin Hinfl restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasinda 195 bp ve 191 bp
uzunlugunda iki bant vererek tek kesim bolgesine sahip oldugu gozlendi. Maya suslarinin
Haelll enzimiyle ile kesimi sonucunda 2 farkli restriksiyon profili elde edildi. Birinci
kesim profilinde P-25a, P-47, P-49, P-53 ve P-55a maya suslarinin bir tane Hae 111 kesim
bolgesine sahip oldugu ve iki farkli bant (287 bp ve 106 bp) verdigi gbzlendi. P-48 maya
susu ise iki Hae Il enzim kesim bdolgesine sahip olup yaklasik 389 bp, 284 bp vel06 bp
uzunlugunda 3 kesim iiriinii verdigi gozlendi. Bu gruba ait tiim maya suslarinin Mspl
enzimi ile kesimi sonucunda 217 bp, 117 bp ve 50 bp uzunlugunda 3 restriksiyon {iriinii
olusturdugu belirlendi. Bu grupta yer alan tiim maya suslarinin Alul enzim kesim bolgesine
sahip olmadig1 belirlendi. Hhal enzimi ile kesim sonrasindabu grupta yer alan maya

suslarmin 217 bp ve 95 bp uzunlugunda restriksiyon tiriinii verdigi gézlendi (Cizelge 4.8).

P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a maya suslar1 koloni morfolojilerine ve PCR
amplifikasyon {irlin uzunluguna gore yapilan gruplamalarda ayni grupta (Grup 1) yer alip
APl ID32C kit sistemiyle M. pulcherrima maya tiiri olarak tanimlanmisti. Bu
popiilasyonda yer alan maya suslarmin Alul i¢in kesim bolgesi icermedigi, Hinfl, Mspl ve
Hhal restriksiyon enzimlerinde benzer kesim profili gosterdikleri ve Haelll restriksiyon

enziminde ise iki farkli kesim profili gosterdigi belirlendi. Dolayisiyla Hinfl, Mspl ve Hhal
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enzimleri tim izole edilen M. pulcherrima maya suslarinda tek kesim profili gostermis
oldugundan bu enzimlerin kesimlerinde polimorfizm gézlenmemistir. Benzer olarak Alul
kesim bolgesi bulunmadigindan bu enzimde yine diger ili¢ enzim gibi polimorfizm

gostermemektedir. Haelll kesimleri ise iyi bir diskriminasyon gdsterdiginden polimorfizm

gostermektedir.

Sekil 4.10. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hinfl ile kesim sonuglar1 (Grup 1; P-25a,
P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-553a)
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Sekil 4.11. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Haelll ile kesim sonuglar1 (Grup 1; P-
25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a)
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Sekil 4.12. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Mspl ile kesim sonuglari (Grup 1; P-25a,
P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a)

Sekil 4.13. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Alu | ile kesim sonuglar1 (Grup 1; P-25a,
P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a)

Sekil 4.14. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hha I ile kesim sonuglar1 (Grup 1; P-
25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a)
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Cizelge 4.8. Nar meyvesinden izole edilen maya suslar i¢in elde edilen restriksiyon profilleri
(Grup 1)

PCR Grup Hinfl Haelll Mspl Alul Hhal
Maya Suslar1
No (bp) (bp) (bp) (bp) | (bp)
P-25a, P-47, P-49, | 195/19
287/106 | 217/117/50 - 217/95
Grup 1 P-53, P-55a 1
(~400 bp) 195/19
P-48 1 389/284/106 | 217/117/50 - 217/95

4.4.1.2. Grup 2 restriksiyon enzimi ile kesim profili

Nar meyvesinden izole edilerek PCR bant biiyiikliiklerine gore ikinci grupta yer alan
P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-15, P-19, P-21, P-22, P-24, P-26, P-27, P-
30, P-31, P-39, P-41 ve P-42 maya suslariin restriksiyon enzimleriyle kesimleri yapildi.
P-1, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42 maya suslarinin
Hinfl restriksiyon enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil 4.15°te ve P-3, P-15, P-21, P-24, P-27,
P-30, P-31 Sekil 4.16’da verildi. Ayn1t maya suslarinin Haelll restriksiyon enzimi ile kesim
sonuglar1 Sekil 4.17 ve Sekil 4.18°de, Mspl ile kesim sonuglar1 Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de,
Alul restriksiyon enzimi ile kesim sonuglari Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de ve Hhal
restriksiyon enzmi ile kesim sonuglart Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’te verildi. Maya suslarinin

restriksiyon sonrasi olusturdugu bant uzunluklar1 Cizelge 4.9°da ayrintili olarak 6zetlendi.

P-1, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42 maya
suglarinin Hinfl restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasinda 296 bp, 185bp ve 145 bp
uzunlugunda {i¢ bant vererek iki kesim bolgesine sahip oldugu gozlendi. P-3, P-15, P-21,
P-24, P-27, P-30, P-31 maya suslarinin Hinf | enzimi ile kesimi sonrasinda 294bp, 177 bp
ve 138bp uzunugunda ti¢ bant verdigi belirlendi. Bu maya suslarindan P-1, P-4, P-5, P-6,
P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-30, P-31, P-39, P-41 ve P-42 suslarmin Msp |
restriksiyon enzimiyle yapilan kesimi sonrasinda ~200bp, ~150bp, ~143bp ve ~100bp
uzunlugunda dort bant olusturdugu, P-3, P-15, P-21, P-24 ve P-27 maya suslarnin ~294bp,
~177 bp ve ~138bp uzunugunda ii¢ bant verdigi belirlendi. P-15, P-30 ve P-31 maya
suslariin Hha I enzimi ile kesimi sonucunda 331bp, 210bp ve 107bp restriksiyon {riini,
P-3, P-21, P-24 ve P-27 maya suslarnin 190bp, 185bp, 103bp ve 91bp uzunlugunda dort

farkli restriksiyon {iriinii verdigi, kalan diger maya suslarmin ise 325 bp ile 215 bp

37



uzunlugunda iki bant verdigi tespit edildi.

Bu gruba ait maya suslarinin Hae Il ve Alu | enzimi ile yapilan kesim sonucunda 2
farkli restriksiyon profili elde edildi. Birinci profilde yer alan P-3, P-21, P-24 ve P-27
maya suslart Hae Il enzimi ile kesildiginde 465bp ve 155 bp uzunlugunda, Alu I
restriksiyon enzimi ile kesildiginde 390bp ve 208bp uzunlugunda iki bant verdigi
belirlendi. Ikinci profilde yer alan kalan tiim maya suslarmm ise Hae Il ve Alu |
restriksiyon enzimi kesim bdlgelerine sahip olmadigi gozlendi (Cizelge 4.9). Hinf |

restriksiyon enziminin bu grupta yer alan maya suslari i¢in belirleyici olmadigi anlagildi.

Sekil 4.15. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslariin Hinf | ile kesim sonuglart (Grup 2: P-1,
P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42)

Sekil 4.16. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hinf | ile kesim sonuglar1 (Grup 2: P-3,
P-15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31)
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Hae III

Sekil 4.17. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hae 11 ile kesim sonuglart (Grup 2: P-1,
P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42)

Sekil 4.18. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hae 111 ile kesim sonuglar1 (Grup 2: P-3,
P-15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31)

Sekil 4.19. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Msp | ile kesim sonuglar1 (Grup 2: P-1,
P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42)
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Sekil 4.20. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Msp 1 ile kesim sonuglar1 (Grup 2: P-3,
P-15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31)

_ Ul

Sekil 4.21. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Alu I ile kesim sonuglar1 (Grup 2: P-1,
P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42)

Sekil 4.22. Nar Meyvesinden izole edilen maya suglarinin Alu | ile kesim sonuglari (Grup 2: P-3, P-
15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31)
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Sekil 4.23. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hha | ile kesim sonuglar1 (Grup 2: P-1,
P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-19, P-22, P-26, P-39, P-41, P-42)

Sekil 4.24. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hha | ile kesim sonuglar1 (Grup 2: P-3,
P-15,P-21, P-24, P-27, P-30, P-31)
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Cizelge 4.9. Nar meyvesinden izole edilen maya suslari i¢in elde edilen restriksiyon profilleri
(Grup 2)

PCR Grup Mava Sus] Hinfl (bp) Haelll Mspl Alul (bp) Hhal (bp)
aya Suslar1 infl (bp ul (bp al (bp
No (bp) (bp)
P-1. P-4, P-5, P-
6, P-7, P-9, P-
296/185/ 198/152/
11, P-12, P-19, - . 325/215
145 143/100
P-22, P-26, P-
39, P-41, P-42
Grup 2 P-3. P-21, P-24, | 294/177/1 204/188/ 190/185/103
(~650 bp) 465/155 390/208
P P-27 38 150 /91
294/177/1 204/188/
P-15 . - 331/210/107
38 150
294/177/1 200/150/
P-30, P-31 ; ; 331/210/107
38 143/100

4.4.1.3. Grup 3 restriksiyon enzimi ile kesim profili

Nar meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR amplifikasyonu sonucunda
iglincli grubunda bulunan P-14, P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35 maya
suslarmin Hinfl ile kesim sonuglar1 Sekil 4.25’te, Haelll ile kesim sonuglar1 Sekil 4.26°da,
Mspl ile kesim sonuglar1 Sekil 4.27°de, Alul ile kesim sonuglar1 Sekil 4.28’de ve Hhal ile
kesim sonuglar1 Sekil 4.29°da verildi. Maya suslarinin restriksiyon sonrasi olusturdugu

bant uzunluklar1 Cizelge 4.10°da ayrintili olarak 6zetlendi.

Maya suslarinin ¢alismada kullanilan her bir restriksiyon enzimleri ile yapilan kesimi
sonrasinda iki farkli profil olusturdugu belirlendi. Hinfl restriksiyon enzimi ile kesimi
sonucunda P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35 maya suslarinin 321bp ve 313bp
uzunlugunda iki bant verdigi, P-14 maya susunun ise 320bp, 215bp ve 95bp olarak ii¢
farkli restriksiyon triinii verdigi belirlendi. Haelll enzimi ile kesimi sonrasinda P-20, P-
25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35 maya suslarinin 432bp, 142bp ve 82bp uzunlugunda
ti¢ farkli restriksiyon iriinii verdigi, P-14 maya susunun ise Hae Ill enzmi i¢in kesim
bolgesi icermedigi tespit edildi. Msp | enzimi ile yapilan kesim sonucunda P-14 maya

susunun 197bp, 145bp (X2) ve 99bp biiyiikliigiinde dort farkl restriksiyon iiriinii verdigi,
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diger maya suslarinin ise Msp | enzimi i¢in kesim bolgesine sahip olmadig: tespit edildi.
Hhal enzimi ile yapilan kesim sonrasinda P-14 maya susunun 289bp, 177bp ve 140bp
biytikliigiinde ti¢ farkli restriksiyon {iriinii olusturdugu, diger maya suslarinin ise 304bp ve
298bp uzunlugunda iki restriksiyon iiriinii olusturdugu gézlendi. Uglincii grupta yer alan
tiim maya suslarini Alu | restriksiyon enzimi i¢in kesim bdlgesine sahip olmadigi belirlendi
(Cizelge 4.10).

L

Sekil 4.25. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hinf | ile kesim sonuglart (Grup 3: P-14,
P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35)

Sekil 4.26. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hae 111 ile kesim sonuglar1 (Grup 3: P-
14, P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35)
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Sekil 4.27. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Msp | ile kesim sonuglar1 (Grup 3: P-14,
P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35)

Sekil 4.28. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Alu I ile kesim sonuglart (Grup 3: P-14,
P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35)

Sekil 4.29. Nar Meyvesinden izole edilen maya suglarinin Hha | ile kesim sonuglari1 (Grup 3: P-14,
P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34 ve P-35)
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Cizelge 4.10. Nar meyvesinden izole edilen maya suslar i¢in elde edilen restriksiyon profilleri
(Grup 3)

PCR Grup Maya Hinfl Haelll Mspl Alul Hhal
No Suslari (bp) (bp) (bp) | (bp) (bp)
P-20, P-25b,
P-29, P-32, 432/142/
321/313 - - 304/298
Grup 3 P-33, P-34, 82
(~700bp) P-35
197/145/
P-14 320/215/95 - - 289/177/140
145/99

4.4.1.4. Grup 4 restriksiyon enzimi ile kesim profili

Nar meyvesinden izole edilen ve PCR bant biiyiikliiklerine gére dordiincii grupta
bulunan P-8, P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52 ve P-55b
maya suslarmin Hinfl ile kesim sonuglar1 Sekil 4.30°da, Haelll ile kesim sonuglar1 Sekil
4.31°de, Mspl ile kesim sonuglar1 Sekil 4.32°de, Alul ile kesim sonuglart Sekil 4.33’te ve
Hhal ile kesim sonuglari Sekil 4.34’te verildi. Maya suslarin restriksiyon sonrasi
olusturdugu bant uzunluklar1 Cizelge 4.11°de ayrintili olarak 6zetlendi P-45 numarali maya
susunun PCR amplifikasyon iiriinii az oldugu i¢in restriksiyon kesimleri yapilmadi ve bu

maya susu ¢alismadan ¢ikartildi.

Bu grupta bulunan maya suslarinin Hinfl, Haelll, Alul ve Hhal enzimleri ile kesim
sonuglarina gore iki farkli profil oluturduklari belirilendi. Msp | enziminin ise kesim
bolgesi icermedigi goriildi. Hinfl restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda P-8, P-23, P-
36, P-37, P-38, P-44, P-46, P-50, P-51, P-52 ve P-55b maya suslarmin 354bp, 191bp ve
166bp uzunlugunda restriksiyon iiriinii verdigi, P-18 maya susunun ise 354bp, 191bp ve

166bp uzunlugunda ii¢ farkl bant verdigi tespit edildi.

P-18 maya susunun Hae Ill enzimi ile yapilan kesimi sonucunda 677bp ve 62bp
uzunlugunda iki restriksiyon iriinii verdigi, kalan diger maya suslariin ise kesim bdlgesi
icermedigi gozlendi. Alu | enzimiyle yapilan kesim sonucunda P-8, P-23, P-36, P-37, P-38,
P-44, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b maya suslarinin iki farkli (585bp ve 185bp) ve P-18
maya susunun ii¢ (428bp, 188bp ve 136bp) bant uzunlugunda restriksiyon tiriinii verdigi

gozlendi.
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Hha | enzimiyle yapilan kesim islemi sonrasinda P-18 maya susunun 303bp, 202bp

ve 109bp uzunlugunda ii¢ farkli restriksiyon iiriini verdigi, diger maya suslarinin ise

339bp, 114bp, 108bp ve 99bp uzunlugunda restriksiyon liriini verdigi tespit edildi (Cizelge
4.11).

Sekil 4.30. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hinf I ile kesim sonuglart (Grup 4: P-8,
P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b)

Sekil 4.31. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Haelll ile kesim sonuglar1 (Grup 4: P-8,
P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b)

Sekil 4.32. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Msp | ile kesim sonuglar1 (Grup 4: P-8,
P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b)
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Sekil 4.33 Nar Meyvesinden izole edilen maya suglarinin Alu I ile kesim sonuglari (Grup 4: P-8, P-

18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55h)

Sekil 4.34. Nar Meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hha | ile kesim sonuglar1 (Grup 4: P-8,
P-18, P-23, P-36, P-37, P-38, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b)

Cizelge 4.11. Nar meyvesinden izole edilen maya suslari i¢in elde edilen restriksiyon profilleri

(Grup 4)
PCR Grup Maya Hinfl Haelll Mspl Alul Hhal
No Suslari (bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
P-8, P-23, P-36,
P-37, P-38, P-44, | 354/191/ 339/114/
- - 585/185
P-46, P-50, P-51, 166 108/99
Grup 4 P-52, P-55h
(~800 bp)
306/189/
P-18 677/62 - 428/188/136 | 303/202/ 109
109/90
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Nar meyvesinden izole edilen maya suslarmin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA
bolgesinin PCR iirtiniiniin Hinfl, Haelll (Bfol), Mspl, Alul ve Hhal restriksiyon enzimleri
ile kesimleri sonrasinda bant biiyiikliiklerine gore maya suslar1 tekrar gruplandirildi ve
Cizelge 4.12°de verildi. Restriksiyon analizleri sonrasinda nar meyvesine ait maya
suslarinin 12 farkli grup (olast 12 farkli tiir) olusturdugu gozlendi. Maya suslarinin
ayristirilmasi i¢in ¢alismamizda kullanilan tiim restriksiyon enzimlerinin uygun oldugu
tespit edildi. Nar meyvesinin maya florasinda 12 farkl tiiriin bulunma ihtimali oldugundan

her gruptan bir maya susu grubu temsilen DNA dizi analizi yaptirilmak {izere secildi.

Cizelge 4.12 Nar meyvesine ait maya suslarinin 1TS1-5,8S-ITS2 bolgesinin PCR {iriinlerinin Hinfl,

Haelll, Mspl, Alul ve Hha I restriksiyon profilleri

Grup No _\'[33:3 Suslan Al I Hae III Hinf I MspI Hha I
(Nar-P) (bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
P-1,P-4 P-5 P-6 P-
7.P-9,P-11,P-12,P- ons e e .
Grup 1 22, P26, P-39, DAL, 308/184/152 |195/153/146/101 321/217
P-42
P-8, P-37.P-38,P-44,
2 P-46,P-50, P-51, 505/187 359/189/167 337/112/103/97/96
P-52, P-55b
P-20, P-25b, P-29, P- o , ,
Grup 3 32 P-33. P34, D-35 432/141/81 321/316 305/298
Grup 4 P'251-§_'f_=§jg= P- 290/105 195/190 216/118/52 216/95/95
5 |P-3,P-21,P-24 P-27| 3927213 465/154 203/176/132 | 285/191/150 189/185/103/87
Grup 6 P-19, P-30, P-31 - 304/185/149 |202/151/144/101|  329/214/112
Grup 7 P-48 389/284/106 195/190 216/118/52 216/95/95
Grup 8 P-15 - 287/174/147 | 279/183/152 330/209/99
Grup 9 P-14 - - 320/215/95 | 197/145/145/99 |  289/177/140
Grup 10 P-18 428/188/136 677/62  |306/189/109/90 303/202/109
Grup 11 P-23 580/180 361/191/166 341/120/114/98
Grup 12 P-36 585/190 358/193/166 343/126/121

4.4.2. Ahududu meyvesine ait maya suslarinin restriksiyon enzimi ile kesim

profili

4.4.2.1. Grup 1 restriksiyon enzimi ile kesim profili

Ahududu meyvesinden izole edilen ve PCR bant biiytikliiklerine gore birinci grupta
yer alan R-1, R-2, R-3, R4, R-5, R-6, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12/a, R-13, R-14, R—
15, R-23, R-24, R-25 ve R-26 maya suslarinin Hinfl ile kesim sonuglar1 Sekil 4.35’te,
Haelll ile kesim sonuglar1 Sekil 4.36’da, Mspl ile kesim sonuglart Sekil 4.37°de, Alul ile
kesim sonuclar1 Sekil 4.38’de ve Hhal ile kesim sonuglar1 Sekil 4.38’te verildi. Maya
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suslarinin restriksiyon sonrast olusturdugu bant uzunluklar Cizelge 4.13’te ayrintili olarak

Ozetlendi.

Bu grupta yer alan tim maya suslarinin Hinfl restriksiyon enzimi ile kesimi
sonrasinda 191bp ve 185bp uzunlugunda iki restriksiyon iriiniiniin, Hhal restriksiyon
enzimi ile kesimi sonrasinda 211bp, 96bp ve 92bp uzunlugunda ii¢ restriksiyon iirlinii

olusturdugu ve Alul restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesi igermedigi tespit edildi.

R-1, R-2, R-5, R-9, R-10, R-13 ve R-24 maya suslarmin Haelll restriksiyon enzimiyle
yapilan kesimi sonrasinda 383bp, 287bp ve 102bp uzunlugunda ii¢ restriksiyon {iriinii
olustururken diger maya suslarinin 284bp ve 90bp uzunlugunda iki restriksiyon iirlinii
olusturdugu belirlendi. R-3, R-6 ve R-25 maya susunun Mspl enzimi i¢in kesim bdlgesi
icermedigi, R-23 maya susunun Mspl enzimi ile kesimi sonrasinda 215bp, 120bp ve 60bp
uzunlugunda ti¢ restriksiyon tirlinii olusturdugu ve bu grupta yer alan diger maya suslarmin

228bp ve 122bp uzunlugunda restriksiyon iirlinii olusturdugu belirlendi (Cizelge 4.13).

Sekil 4.35. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hinfl ile kesim sonuglar1 (Grup 1:
R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26)

Sekil 4.36. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarimin Haelll ile kesim sonuglar1 (Grup 1:
R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-123, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26)
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Sekil 4.37. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Mspl ile kesim sonuglart (Grup 1:
R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26)

Sekil 4.38. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Alul ile kesim sonuglari (Grup 1:
R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26)

Sekil 4.39. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hhal ile kesim sonuglart (Grup 1:
R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-123a, R-13, R-14, R-15, R-24, R-26)
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Cizelge 4.13. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslar1 icin elde edilen restriksiyon

profilleri (Grup 1)

PCR Grup ) Haelll Mspl Alul
Maya Suslari Hinfl (bp) Hhal (bp)
No (bp) (bp) (bp)
R—4, R-7, R-8,
228/12
R-12/a, R-14, R— | 191/185 284/90 , - 211/96/92
15, R—26
R-1, R-2, R-5,
383/287/1 | 228/12
Grup 1 R-9, R-10, R-13, | 191/185 0 , - 211/96/92
(~400 bp) R-24
R-3, R-6,R—25 | 191/185 284/90 - - 211/96/92
215/12
R-23 191/185 284/90 0/60 - 211/96/92

4.4.2.2. Grup 2 restriksiyon enzimi ile kesim profili

Ahududu meyvesinden izole edilerek PCR amplifikasyonu sonucunda Grup 2’yi
olusturan R-20 ve R-22 maya suslarinin Hinfl restriksiyon enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil
4.40’ta, Haelll restriksiyon enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil 4.41°de, Mspl restriksiyon
enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil 4.42°de, Alul restriksiyon enzimi ile kesim sonuglart Sekil
4.43’te ve Hhal restriksiyon enzimi ile kesim sonuglari Sekil 4.44’te verildi. Maya

suslariin restriksiyon sonrasi olusturdugu bant uzunluklar1 Cizelge 4.14’te sunuldu.

Bu grupta yer alan maya suslarinin Hinfl enzimi ile kesimi sonucunda 277bp, 170bp
ve 129bp uzunlugunda ii¢ restriksiyon iriiniiniin, Haelll enzimi ile yapilan kesim
sonrasinda 438bp ve 149bp uzunlugunda iki restriksiyon iirliniiniin, Mspl enzimi ile kesimi
sonucunda 271bp, 184bp ve 138bp uzunlugunda ii¢ restriksiyon tiriiniiniin, Alul enzimi ile
yapilan kesim sonrasinda 83bp ve 205 bp uzunlugunda iki restriksiyon iriiniiniin, Hhal
enzimi ile yapilan restriksiyon kesimi sonucunda ise 183bp, 178bp,109bp ve 98bp

uzunlugunda dort restriksiyon iiriiniin olustugu tespit edildi (Cizelge 4.14).
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Sekil 4.40. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hinfl ile kesim sonuglart (Grup 2:

R-20 ve R-22)

Sekil 4.41. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin HaellI ile kesim sonuglari (Grup 2:

R-20 ve R-22)

~
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Sekil 4.42. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Mspl ile kesim sonuglart (Grup 2:

R-20 ve R-22)
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Sekil 4.43. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Alul ile kesim sonuglari (Grup 2:
R-20 ve R-22)

Sekil 4.44. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hhal ile kesim sonuglar1 (Grup 2:
R-20 ve R-22)

Cizelge 4.14. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslar1 i¢in elde edilen restriksiyon

profilleri
(Grup 2)
PCR Grup Maya Hinfl Haelll Mspl Alul Hhal
No Suslar (bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
Grup 2 2771170/ 271/184/ 183/178/
R-20, R-22 438/149 383/205
(~650bp) 129 138 109/98
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4.4.2.3. Grup 3 restriksiyon enzimi ile kesim profili

Ahududu meyvesinden izole edilen ve PCR amplifikasyon sonrasinda tigiincii grubta
yer alan R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21 maya suslariin Hinfl enzimi ile
kesim sonuglar1 Sekil 4.45’te, Haelll enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil 4.46’da, Mspl
enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil 4.47°de, Alul enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil 4.48°de ve
Hhal enzimi ile kesim sonuglar1 Sekil 4.49’da verildi. Maya suslarinin restriksiyon sonrasi

olusturdugu bant uzunluklar1 Cizelge 4.15’da ayrintili olarak 6zetlendi.

Maya suslarinin Hinfl enzimi ile kesimi sonucunda 352bp, 184bp ve 147bp
uzunlugunda {i¢ restriksiyon iriiniiniin, Alul enzimi ile yapilan kesim islemi sonrasinda
546bp ve 179bp uzunlugunda iki restriksiyon iriiniiniin ve Hhal enzimi ile yapilan
kesimde ise 333bp ve 324bp uzunlugunda iki restriksiyon firiinii elde edildi. Maya
suslariin Haelll ve Mspl enzimleri i¢in kesim bdlgesi icermedigi tespit edildi (Cizelge
4.15).

Sekil 4.45. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Hinfl ile kesim sonuglar1 (Grup 3:
R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21)
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Sekil 4.46. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin HaellI ile kesim sonuglari (Grup 3:
R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21)

Sekil 4.47. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Mspl ile kesim sonuglar1 (Grup 3:
R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21)

Sekil 4.48. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin Alul ile kesim sonuglari (Grup 3:
R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21)
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Sekil 4.49. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarmin Hhal ile kesim sonuglar1 (Grup 3:
R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19 ve R-21)

Cizelge 4.15. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslari igin elde edilen restriksiyon

profilleri (Grup 3)

PCR Grup Maya Hinfl | Haelll Mspl Alul Hhal
No Suslari (bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
R-11, R-12/b,
352/1
Grup 3 R-16, R-17,
84/14 - - 546/179 | 333/324
(~800bp) | R-18, R-19 ve ,
R-21

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarmin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA
bolgesinin PCR iriiniiniin Hinfl, Haelll (Bfol), Mspl, Alul ve Hhal restriksiyon enzimleri
ile kesimleri sonrasinda bant biiyiikliiklerine gore maya suslar1 tekrar gruplandirildi ve
Cizelge 4.16’da verildi. Restriksiyon analizleri sonrasinda ahududu meyvesine ait maya
suslarinin yedi farkli grup (olasit 7 farkli tiir) olusturdugu goézlendi. Maya suslarinin
ayristirtlmasi i¢in ¢alismamizda kullanilan tiim restriksiyon enzimlerinin uygun oldugu
tespit edildi. Ahududu meyvesinin maya florasinda yedi farkli tiirtin bulunma ihtimali

oldugunda her gruptan bir maya susu grubu temsilen DNA dizi analizi yaptirilmak {izere

secildi.
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Cizelge 4.16. Ahududu meyvesine ait maya suslarmin restriksiyon profillerine gore

gruplandirilmasi
Grup Mayva Suslan Alnl Hae Il Hinf 1 Mspl Hhal
No | (Abududu-R) (bp) (bp) (bp) (bp) (bp)
R-1,R-2, B-5,R-9, N - - -
Grup 1 R-10. R-13, R4 - JIEL2ET104 191/186 24123 21119593
B-11, R-12b, R-16,
Grp? | R-17,R-18, R-19, 5481176 - 351182160 . 33154
B=11
F=4,R-7,R-§,
Grup 3 | R-12a, R-14, R-15, - 285/103 191/186 231123 21419793
B-216
Grup 4 R-3 R-15 . 288117 209182 - 215195
Grup 5 B-20,R-22 3837205 439149 27711691129 2TU184/133 | 1B3/177/109/98
Grup 6 R-23 - 293/104 190/186 215120060 21291174
Grup 7 R-& . 2891120 215/186 . 21719990

4.5. Nar ve Ahududu Meyvelerine Ait Maya Suslarinin DNA Dizi Analizi

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya suslarinin ITS1-5.8S rDNA-ITS2
DNA bolgelerinin Hinfl, Haelll (Bfol), Mspl, Alul ve Hhal enzimleri ile yapilan kesimi
sonrasinda olusturulan her bir gruptan bir maya susu DNA dizi analizi yaptirilmak iizere
belirlendi. ITS1-5,8 rDNA-ITS2 bolgesi sekanslart MedSanTek San. Ltd. Co. firmasina
yaptirildi. Elde edilen dizilerin benzerlik analizleri (DNA Sequence Similarity Analysis)
NCBI servisinin sundugu BLAST (Basic Local Alingment Search Tool) analiz programi
kullanilarak yapildi ve analizi yapilan suslarla en yiiksek homoloji gosteren tiirler

belirlendi.

4.5.1. Nar meyvesine ait maya suslarimin DNA dizi analizi

Nar orneklerine ait maya suslarinin Cizelge 4.13’te verilen restriksiyon profillerine
gore yapilan gruplandirma dikkate alinarak Grup 1’den P-1, Grup 2’den P-50, Grup 3’ten
P-32, Grup 4’ten P-25a, Grup 5’ten P-24 ve Grup 6’dan P-30 maya suslar1 DNA dizi
analizi yaptirilmak iizere rasgele secildi. Ayrica tek maya susunun temsil ettigi gruplardan
ise P-48 (Grup7), P-15 (Grup 8), P-14 (Grup 9), P-18 (Grup 10), P-23 (Grup 11) ve P-36
(Grup 12) maya suslarina DNA dizi analizi yaptirildi. Restriksiyon profillerine gore
olusturulan gruplamada Grup 5 igerisinde bulunan P-21 maya susu morfolojik olarak
grupta bulunan diger maya suslarindan (Cizelge 4.1) farkli oldugu i¢in bu maya susuna da

DNA dizi analizi yaptirildi.

Maya suslarina ait DNA dizi analizi sonuglar1 P-1 maya susu i¢in Sekil 4.50°de, P-50
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maya susu i¢in Sekil 4.51°de, P-32 maya susu ic¢in Sekil 4.52°de, P-25a maya susu igin
Sekil 4.53’te, P-24 maya susu i¢in Sekil 4.54’te, P-30 maya susu icin Sekil 4.55’de, P-48
maya susu i¢in Sekil 4.56’da, P-15 maya susu i¢in Sekil 4.57°de, P-14 maya susu icin Sekil
4.58°de, P-18 maya susu i¢in Sekil 4.59°da, P-23 maya susu i¢in Sekil 4.60°da, P-36 maya
susu i¢in Sekil 4.61°de ve P-21 maya susu i¢in Sekil 4.62°de verildi.
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CETGCCE GG ETAA GGC AL GOCTOEGA GGTCAGTATCGACGTACTGSTT
GETTGOTEAGCGA GCGOCGGTCGETOGTCGGETOCAGD GAAAMCTTATTAC
GCCAGACACTGTGATTCCCGATAGGTCCCACTAAGCCCTTTGAGGTGAGC
CGCOGACGAGCCACGECAGACACCCAGATCCAATACACCCCACAGTTCCG
AGAAACCGGGEGGGATTGAGGTTTTCATGACACTCA AACAGGCATGCCCTC
CGGAATACCAGAGGGCGCAAGTTGOGTTC AL AGACTCGATGATTCACTGA
ATTOTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTC GCTGOGTTCTTCATOGATS
TEGEAGUCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTATTITGTTAAAATTTGIT
ACATTCGTTACACTATAMLL GACGTTTTGTAAAGTGAGCCCEGEGACCEAC
GTCTTACGGTCGGAGCCUCGAGCATCATTATA ACAGTTCACA GGTGTGTGT
GGGOTAGGTC GOGAACGTCCCGAGGGAC GOACCCAGTTTTTCTCTACTGA

TCCTTCCEGCAGGETICACCCTACGGAAG

Sekil 4.50. P-1 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bélgesinin dizi analizi
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GCTTTTAGCGA GOTACGAGTGCATGCTCTGAGTGTCTAGCTTGAATGCAAT
ATTAARAGCA & CCCTTTOOCTAAGGTACGTTACCATTTCCCTTGTAAACAA
AACGAATAAATCCATAAATACATCACAGCGAGAACAGCGTCTCCAAAGAL
GOTAACTOTTGAATTA AAA AL GACTGALACAGTCTCCAATTTCA AGCTAAC
CCTGAGTATCGCUCCACAACCAAAAAATAATAAATTATCTTTTGAGAAGGAA
ATGACGCTCALACAGGCATEOCCCTGAGA ATGOTCAAGGGCOGCA ATGTGE
GTTCAAAMAATTCAATGATTCACGAGTATCTGCAATTCACATTACTTATCGCA
ATTCGCTACCTTCTTC ATCGATGCGACGALCCAAGAGATCCCTTCTTGAAAG
TITTAAATTATTTTAAAATTTCCGTTAGGAATTTT GGTTTAGTTTAAAAAAT
TATAATAAAATALAATTGTTTGTGTTTGTTTTITGCCTTGAACCTTTCGATTC
AAS GO GAATTAAATTAALGTAAALLACTCCAATGTETGTAGCGTT
GACTGAGATTCALGCAAGACTACTTTCACTGCGACACTC TALAGALGCAGC
GOAATTAAGCGCACATCTICAATAAAGATACACATTATT GTA AL AGATCTA

AACAAGAACTCGAGCALACAATGATAATTCAATCTAATGATCCTTCCGCA GG
TACCCCTAACGGAAG

Sekil 4.51. P-50 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi analizi
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ACCTCCTCGTCCCCCGACGCCTTAGAGCTCAGCTTTGTTTGTTGTTGTAT
GEGUGAGCCTGTGTAATAAACALATACTATACTGGTCAACGAGTTGGATA
AACCTAATACATTGAAACAGTTCAGCACTATCTAGTACCACTCATGUCAL
TACATTTCAAGCALACGCTTAGTCTGACTALGAGTATCACTCALAACCAL
ATCCGAAGATTTGAGAGAGAAATGACGCTCAAATAGGCATGCCCTATGGA
ATACCATAGGGCGCAATGTGCGTTCAA AGATTCGATGATTCACGAALATC
TGCAATTCATATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAG
AACCAAGAGATCCGTTGTTGAALAGTTI TGAAGATTTTTGAATTTAATCAL
CAAATTGACAATATAATTAATTAACAATTCAATAATAAMATTGAAGTTTT
AGTATAAAACCTTTGGUCCAACTCATITCTAAGICAGACCAAAGUAAALG
TITCAAATCAAAAAAACATAGTGTGTAAGGTITTTCGCCGCGCAATTAAG
COCTGGUALAAGAATACTGTAATGATCCTICCGCAGGTACCCCCTACCGG
GAAAGH

Sekil 4.52. P-32 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi analizi
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CCCCCTITGUTGCOGAAGAGGATGGGGCTALAACTTATTCTA GCGCCGTT
GATATTAGGCCGAAGCAGGACCAAACCGGAGGTTTGAGAGTAAATATCGC
TCACCCACGCATGCCCTGOGEAATACCCCGGGGCGCAATGTGCGTTCAAA
GATTCAATGATTCACGTCTGCAAGTCATATTACGTATCGCAATTCGCTGC
GITCTTCATCGATGCGAGALACCAAGAGATCCGTTGITGALAGTTTTTTAL
TTGIGITATTGAAAGTTAAGATTTAGAGTTTGTGCCTAAAAGGGTGTATA
ALCATTTTTAATGATCCTTCCGCAGGTCCCCCUTACGGAAGAG

Sekil 4.53. P-25a maya susunun 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi analizi
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AACGGGTGCCTCACCGATCGAGGTCACCTAGATGAATAAAGGTTTCAGTC
GGCAGAGTTCCTCTCCTTTGACAGACGTTCGAATAAATTCTACTACGCCT
AAAGCCGGAGTGGCCTCGCCGAGGTCTTTAAGGCGCGCCCAACTAAGGAC
GACGCCCAATACCAAGCATAGCTTGAGTGGTGTAATGACGCTCGAACAGG
CATGCCCCTCGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGUGTTCAAAGATTCGATG
ATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTC GCTGCGTICT
TCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTIGAAAGTTTTGATTTATTC
AAAATTTTAACTCAGACGACCGGTTAAATAACAAGAGTTTGGTTTAACTC
TGGCGGGCGCTCGCCTGGGACGAATCCCCAGCGGCTCGAGACCGAGCGGT
CCCGUCAAAGCAACAAGGTAGTTTTAACAACAAAGGGTTGGAGGTCGGGC
GCTGAGCACCCTTACTCTTTAATGATCCTTCCGCAGGTACCCCCTACGGAA

Sekil 4.54. P-24 maya sugunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bolgesinin dizi analizi
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SCGCGTACCGGCAACCCTCGEGGC GTGATCGACGTTCTGGTT GGTTGTGA
GCGAGCGCCEETCGGTCGTCGGETCCAGOGAA ACTTATTACGUCAGACAC
TETGATTCCCGATAGETCCCACTALGCCCTTTGAGGTGAGCCGOGGATGA
GUCACGECAGACACCCAGATCCAATACACCCCACAGTTCCGAGAA ACCGG
(A LA G A I A A IO A A B A CUA O OO AR AL
AGAGGEOGUALGTTGLGTTCAAAGACTOGATGATTCACTGAATTOUTGUA A
TTCACATTACTTATC GCATTTCOGUTGRGTTOTTCATCOEAT GTGEGHAGUCA
ACAGATCCGTIGTTGAAA GTTITATTTTIGTTAAAATTIGTTACATTCGTT
ACATTATAAAGACETTTTGTAAAGT GAFCCGFIFIAZCGACTTCTTAZGE
TCHFAGCCCGAGCATCATTATAACAGTTCACAGETITGTETGGEEITAGHT
COGGAACOTCCCOAGOGACHGACCCAGTTTTICTCTACT GATCCTTCCGE

AGEFTZACCCOITACIEEA AT

Sekil 4.55. P-30 maya susunun 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bélgesinin dizi analizi
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AATGTACCCTCTGGOTGAGGAAL GGUTGOOGCTAAACTTATTCTAGCGCC

GITGATATTATGUCGAAGUAGGACCAAACCOGAGGTTTCGAGAGTAAATAT
CGCTCACCCACGCATGCCCTGGGGAATACCCCGGGGCGCAATGTGCGTTC

AAAGATTCAATGATTCACGTCTGCAAGTCATATTACGTATCGCAATTCGC
TGOGITCTICATCGATGU GAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGALAGTTTTT
GAATTGTGTATTTGAAGAATTCAATGGTAAGTGTTTATGCCTAAAAGTGT
ATAANTGTTTTTTTAATGATCCTTCCGCAGTCCCACCCGITGACGGGGAG
AAT

Sekil 4.56. P-48 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi analizi
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=P15-IT54 R

GGGGGCAGTCATGTGTGACTCCTCGGTGGAGITTCGAACGTACTGETT GG
TTGTGAGCGAGCGCCGGTCGETCGTCGGETCCAGCUGAAACTTATTACGCC
AGACACTGTGATICCCGATAGGTCCCACTAAGCCCTTTGAGGTGAGCCGE
GEACGAGCCACGGCAGACACCCAGATCCAATACACCCCACAGTTCCGAGA
AACCGGGGGEATTGAGGTTTICATGACACTCAALCAGGCATGCCCTCCGSG
AATACCAGAGGGCGCAAGTTGCGTTCAAAGACTCGAT GATTCACTGAATT
CTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTICTTCATCGAT GTGG
GAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTATTTTGTTA AL ATTTGTITACA
TTCGTTACACTATAA AGACGTTITGTAAAGTGAGCCCGGGGACCGACGTC
TTACGHTCGGAGUCCGAGCATCATTATAACAGTTCACAGGTGTGTGT GGG
GIAGGTICGGGAACGICCCGAGGGACGGACCCAGTTTTTCTCTACT GATCC
TTCCGZAGEITCACCTACGGAAG

Sekil 4.57. P-15 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bélgesinin dizi analizi
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=P14-IT54_E
TCCGGGEGEAGETGGCGCCATCCATCGGGGCETTCTCGACGTACTGCACT
GECTTGCTGAGCGAAGCGOCGAGATCGGTCGTCGGGTCCAGTGALACTTA
TTACGZCAGACACTGOTGATTCCCGATAGGTCCCACTAAGCCCTTTGAGGT
GAGCCGCGEACGAGUCACGGCAGACACCCAGATCCAATACACCCCACAGT
TCOCGAGAAACCGGEGGEATIGAGGTTTTCATGACACTCAAACEGGCATGC
CCTCCGGAATACCAGAGGGCGUAAGTTGCGTTCAAAGACTCGATGATICA
CTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTICATC
GATGTGGGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTATTTTGTTAAALTT
TEITACATTCGTTACACTATAAAGACGTTITGTAAAGTGAGCTCGGGEGAT
CHACGTCTTACGETCGGAGCCCGAGCATCATTAT AACAGTTCACAGGTGT
GTGTGGGGTAGGTCGGGAACGTCCCGAGGGACGGACCCAGTTTTICTCTA
CTGATCCTICCGCAGETTCACCCTACGGA AG

Sekil 4.58. P-14 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bélgesinin dizi analizi
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(50 [F] 1 b [ 158 Lt o He I 30 13

>P18-IT54_R
AAGGGAAAGTACTTCCTGTATTTGAGGTCAACTTTGAGAGTTTTGATTAA
GOCGTATGOCTCAAGGAGACAALCACCAGCGASTCTITATAACACCTATA
AGCTCATTGACCCTAGCTTACCACGAATTGGOGC AAACCTAAGACGTAGA
TGOTGCAAGAGTCGAGTCCATA GACTTIGACACGCAGCCOUTGCTCACHD AGA
AGGCAACGGCTAGCCACTTTCAACTTAACCCCAAL AACGAGTATCACTCA
CTACCAAACCCAAAGGTTTGAGACGACAAATGACGCTCAAACAGGCATGCC
COCTGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAA AGATTTGATGATTCAC
GAAAATCTGCAATTCACAATACATATCGCAATTCGCTGCGTICTTCATCG
ATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGAATATTAAATTTCT
TGATAAATAGTTTTTCATAATGCAAAATGTTGTTTGTGTTTATGTCCACT
GGAGAGACGAGCTCTCCAGGGAAGTAGTTCATAGAGAAAAAACTCCATTG
TETTTAGGATGAGAGALAGALARACTGATAGC AGAARALATC AM A ATT AGCC
GCGCAATTAAGCGCAGGCCATATTCAGCGATTICCCCCAGTAATCTACTCA
TTCATAATCTTTAATGATCCTTCCGCAGTACCCCTACGGGAAAG

Sekil 4.59. P-18 maya susunun [TS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bélgesinin dizi analizi
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=p23-IT34_R
TAAATGGGCCGEEGACGTTCTGCAGGCACGTGAGGCCTACTTGGATGCAS
TATTAAAA GUAACCCTTTGCCTAAGGTACGTTACCATTTCCCTIGTAALG
TAAMACGAATAAATCCATAAATACATCACAGCUGAGAACAGUGTCTCCAAN
GAAGCTAMAGTGTTGAATTAAAALAGACTGAALCAGTCTCCAATTTCAAGC
TAACCCTGAGTATCGCCCACAACCAAAAAATAATAAATTATCTITTGAGA
AGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCTGAGAATGCTCAA GGGCGCAL
Tl GCGTTCAAAAATTCAATGATTCACGAGTATCTGCAATTCACATTACT
TATCGCAATTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAACCALGAGATCCGTT
GITGAAAGTITTAAATTATTTTAAAATTTCCGTTAGGAATI TTGGTTTAG
TITAAAAA ATTATAATAAAATALLAATTGTTITGTGTTIGTTTITTTGCCTT G
AACCTTTCGATTCAAAGTAGAAAGAATTALATTAAAGTAMLA ALCTCCAS
Tl GTGTAGCGTTGACT GAGATTCAAGCAAGACTACTTCTACTGUGAC AT
TOTAAAGAAGCAGCGCAATTAAGCGCACATCTTCAATAAMGATACACATT
ATTOTAAAAGATCTAAACAAGAACTCGAGCAACAATGATAATTCAATCTA
ATGATCCTTCCOGCAGGTACCCOTTACGG GAGA

Sekil 4.60. P-23 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi analizi
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GATGTTCAAACAGGEATGLCEL TG AGAATGLTCAAGGGEGLAATETGLGT TCAAAAATICAATGAT TCACGAGTATC TGCAAT TEACAT TACTTATCGLAATI CGCTACGTTET TCATCGATGLG
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ATGATCCT TCCEEA bL CCECEELE COCLLLLMEAT
o ™ )

GOCAACAAGEHCCATHOATCTEAA GETOAACTTGAATEAATATIAM A AT A
AGOCCTITECOCTA AGGTACGTTACCATTTOCOCTTGT AL AGTAAS ACTGA AT
LAAATCCATAAATACATCACAGDGAGAACAGCGTCTCCALAGAAGTTA AGT
GITGAATTA A AAMAGACTGAAACAGTCTCCAATTTCAAGCTAACCCTGAG
TATCGCOCCACALCCALMAMNLTALTAMNMTTATCTTTTGAGAAGEALATGAC
GOTCALACAGECATGCCCCTGAGAATGITCAAGEGGCGCAATGTGCGETICA
LA AATTCAATGATTCACGA GTATCTGCAATTCACATTACTTATC GCAATT
CECTACGTICTTCATC GATGCGAGAACCAL GAGATCOGTTETTGALAAGTT
TrasATTATTTTAAL ATTTCCGTTAGGAATTTIGGETTTAGTTI AAAAMAT
TATAATALALATALAATTGTTTGTGTTTGITTTITGCCTTGAACCTTTCGA
TICAAAGCAGAL L GAATTAMNATTASAGTAAMAMALCTCCAATEIGTGTAG
COTTGACTGAGATTC AL GCAL GACTACTTTCACTGCGACACTCTA LA GAN
GCAGCGCAATTAAGCGCACATCTICAATA AAGATACACATTATTGTAAALS
GATCTALACAAGAACTCGAGCAACAATGATA ATTC AL TCTAATGATCCTT
CCGCAGACCCCCCOOGEGEAAALGAG

Sekil 4.61. P-36 maya sugunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bolgesinin dizi analizi
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BA T AR ATO OO AC FTACOTE TAAG CEGOD AG TOGO ETE0 AD B AG G TET T TAAD GE GEGECCAAL Ta s B Ath At G0 05 &a T At CanSe
- ey by azs P s TEs Py are

re PR A Sy - M FAW
= P21_ITS4 E

GATAAATGGEGACTACGTCTAAGGCGGGAGTGGGCTCGAGGAGGTCTTTAA
GGUCGCGCCCAACTAAGGACGACGGUGAATACCAAGCATAGCTTGAGTGGT
GTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCTCGGAATACCAAGGGGCGCAATG
TGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATC
GCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGA
AAGTTTTGATTTATTCAAAATTITTAACTCAGACGACCGGTTAAATAACAAG
AGTTTGGTTTAACTCTGGCGGGCGCTCGCCTGGGACGAATCCCCAGCGGCT
CGAGACCGAGCGGTCCCGCCAAMGCAACAAGGTAGTTTTAACAACAAMANAGG
GTTGGAGGTCGGGCGCTGAGCACCCTTACTCTTTAATGATCCTTCCGCAGG
TTCACCTACGGAAGGATCATTAAAGAGTAAGGGTGCTCAGCGCCCGACTCT
CAAACCCTTTGTTGTTAAAACTACCTTIGTTIGCTTTGGCGGGACCGCTCGGTC
TCGAGCCGCTGGGGATTCGTCCCAGGCGAGCGCCCGCCAGAGTTAAACCA

AACTCTTGTTATTTAACCGGTCGTCTGAGTTAAAAATTTGAATAA

Sekil 4.62. P-21 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi analizi

Maya suslarina ait BLAST analizi sonucunda, P-1 maya susunun %82 oraninda

Cryptococcus bestiolae maya tiiriiyle, P-50 maya susunun %95 oraninda Hanseniaspora
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uvarum maya tiriiyle, P-32 maya susunun %99 oraninda Candida zeylanoides maya
tiriiyle, P-25a maya susunun %97 oraninda Metschnikowia sp. ile, P-24 maya susunun
%99 oraninda Aerobasidium pullulans maya tiiriiyle, P-30 maya susunun %82 oraninda
Cryptococcus bestiolae tiiriiyle, P-48 maya susunun %98 oraninda Metschnikowia sp. ile,
P-15 ve P-14 maya suslarmin %82 oraninda Cryptococcus bestiolae tiiriiyle, P-18 maya
susunun %99 oraninda Kluyveromyces lactis tiiriiyle, P-23 ve P-36 maya suslarinin %99
oraninda Hanseniaspora uvarum maya tiiriyle ve P-21 maya susunun %97 oraninda
Metschnikowia sp. benzerlik gosterdigi belirlendi. Bu maya suslarina ait BLAST analizi
sonrast elde edilen dizi eslesmeleri P-1 maya susu i¢in Sekil 4.63’te, P-50 maya susu Sekil
4.64’de, P-32 maya susu i¢in Sekil 4.65’te, P-25a maya susu i¢in Sekil 4.66°da, P-24 maya
susu i¢in Sekil 4.67°de, P-30 maya susu i¢in Sekil 4.68’de. P-48 maya susu i¢in Sekil
4.69’da, P-15 maya susu icin Sekil 4.70’de, P-14 maya susu i¢in Sekil 4.71°de, P-18 maya
susu icin Sekil 4.72°de, P-23 maya susu i¢in Sekil 4.73’te, P-36 maya susu i¢in Sekil
4.74’te ve P-21 maya susu icin Sekil 4.75te verildi.

Sequence ID: ref[MNR_ 111373 1] Length: 593 Mumber of Matches: 1
P See 2 more title(s)

Range 1: 3 to 484 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
299 bits({215) 2e-107 414/503(82%:) 29/503( 7] Plus/Minus
Query 84 AC-- ~TGTGATTCCCGATAGOGTCCCACTAAGCCCTT 14@

Sbjct 484 CCAGCGARACTTATTACGCCAGGCTGACGEETG-TT--C-A-COGTCOCACTAACACTTT 43@

CCAGATCCAA-TAC-ACCCCACAG 195
L1l III I 1 111 [ 1

Query 141 TEAGETGAGCCG - - COGAC - GAGCCACOGECA T T |
TCOCAAGTCCAACCGETCGGE 371

| 11
Sbijct 429 TAAGGCGAGCCGACCGGCGTGAGCCGCGGCAG- CACCCAGA

Query 1986 TTCOCGAGAAACCEEEEEEATTOAGG AT AGGE CCCTCCOGEAA 255
. Il | IIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIH

Sejct 3Fe TT---A-AAACCOoAGEEATTGAGGTTTTCATGACACT CAAACAGGCATGCCCTTOGEAS 315

Query 258 TACCAGAGOGCGCAAGTTGLCG ACACTCOATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA 315
. IIIII IIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIH

Sbijct 314 TAaCCALAG CAAGTT CALAGACTCGA GCAATTCACA 255

Query 3186 TACTTATC TCGCTGCGTTC GGAGCC ATCCGTTG 375
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIH

Sbjct 255 TACTTATCGCATTTCGCTGCGT TCT TCATCGATGTGEEAGCCAAGAGAT CCGTTGT TGA 196

Query 378 AGTTTTATTTT-GTTAAAATTTGT -TACATTCOTT -AC- TA-TAA-AGACGTTTTGT 475G

IIIIIIIIIII | IIIIIIII I [T 1 Tiin |l II I b P it
Sbict 195 AAGTTTTATTTTTGTTAAAATATAACTATAGACGTTCAAGACTTGTTACAGATGTTTTGT 136

Query 432 HAS AGCCCOEE-GACCGACGTCTTACGETCGEAGCCCGAGCATCATTAT AG 485

AAAGT-G-
[l IIIIII I e O T O I 1 O N II III III |

Sbjct 135 AAAGTAGGAGCCCOCCAGCICCG--GT-TAAAGGCCOTTOA- -GA-CTCCAATATAAALCGE 82

Query 486 TTCACAGGTGTGTGTGGGGTAGGTCGGGAACGTCCCGAGGEACGEACCCAGTTTTTCTCT 545
Frrrrrerrrenerereeernr reent b e e b tp peerer rrerretl

sbjct B1 TTCACAGETOTGTGTGGGOGTAGATCGGOCA-GACC-GAAGT - COAACCCAG-TTTTCTCT 26

Query S48 ACTGATCCTTCCOGCAGGTTCA S68

. | IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbeijct 25 AATQATCCT CAaGTTCA

Sekil 4.63. P-1 maya susunun Cr. bestiolae maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu
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seguence ID: eMbIFRT51341.1| Length: 752 MNumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 698 SenBank GSraphics

Score Expeck Identities Gaps Stramnd
1242 bits(672) 0.0 692/ T0O2(99%) S/FO2(0%) Plus/Minus

b Ty ity iyt
sSbjct 698 TEAG-GTCAAACTTG-ATG-AATATTAAAAGT CCTTTECCTAAGETACGTTACCATT 622

Query B89 TCCCTTETAAAGT AAAACGAAT AAATCCATAAATACATCACAGCGAGAACAGCEGTCTCOCA 148
) LR TR e ettt r et e b nrnntl
sSbjct 641 TOOCTTGETAAAGTAAAACGAATAAATCCATAAATACATCACAGCGAGAACAGCGTCTCOCA 582
Query 149 AAGAAGCTAAGTGTTEAATTAALAAAGAC TEAAACAGTCTCCAATTTCAAGCTAAMCCCTG 288
) PO R e e e e e e e e e nrnntl
sSbjct 581 AAGAAGCTAAGTGT TEAATTAALAAAGAC TGAAACAGTCTCCAATTTCAAGCTAMCCCTG 522
QuUery 289 AGETATCGOCCACAACC AR AL ATAAT AL AT TA EAICG AT 268
i IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbijct S2Z1 AGTATCGOC TEAG: 252
Query 269 EGCATGEOCCC CAanAAaT TTCACG 328
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct =251 TTCACG 4Sez
Query 329 AGTATCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTACGTTCTT 388
i IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sSbjct 281 AGTATCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTOGCTACGT TCTTCATCGATGCGAGAACT 342
Query B AAGAGA TTGTTGaaa—ttttaaa aEtttcc—tt&%%aa % aas
i IIIIIIIIIIIIIIII TIT11 IIIIIIIII [LETITITTIN] ITIII
sbjct 341 AAGuGhTCEGTTGTTGA.ﬂGTTTTAAATTﬁTTTTHhhATTTCCGTTﬂGGHHTTTTGGT 282
e T L T T T e oo
sbjct 281 AGTTTHAAAAHTTATAATHhhATAAHHTTGTTTGTGTTTGTTTTTTGCETTGHACETTTC 222
Query 589 CAAAGCAGAAACAATTAAAT TAAAGTAAAAAA CTCCAATGTETGTAGCGTTGACT 567
i IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 221 GATTCAAAGCAGAAAGAATTAAAT TAAAGTAAAAAAAC TCCAATGTETGT AGCGET TGAC 162
Query S58 GRGATTCARGCAAGACTACTTTCACTGCGACACTCT AAAGAAGCAGCECAATTAAGIGICA 627
i IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 161 GAGATTCAS ACTACTTTCACTGCGACACTC TAAACAAGCAGCECAAT TAAGCGCA 182
Query G628 TAAAG T AAAAG ALUGAL 687
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbjct 181 T AAAAG TAAAC a3
Query 688 TCAATCTAATGATCCTTOCOGCAGGTACCCCTAACGEA 729
i IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbict <1 TAATTCAATCT GATCCTTOOGCAGGTTCACCTA - CEGEA

Sekil 4.64. P-50 maya susunun H. uvarum maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

Seqguence |D: gb KF131820.1 Lervgth: G618 MNumber of Matches: 1
e See 1 more title(sh

Range 1: 12 to 567 GenBank Graphics

Score Expeact Identities Caps Stramnd
1016 bits(S50) 0.0 554/556(99%) O/SSE(0%) Plus/Minus
Query 3= CTTTGTTTGTTGTTGTATGGGCGAGC CTGTGT AAT AAACAAATACTATACTGGTCAALGA 92
. ||||||||||||||||| || ||IHII|||||||||||||||||||||||||||H|||
Sbict =1 TTTGTTG CEAGCCTETETAATAAACAAAT CARLGA Seg
Query” a3 TAAACCTAATACAT TEAAACAGT TCAGCACTATCTAGTACCACT CATGCCAATA 152
. ||||||||||||||||||||||IIHII|||||||||||||||||||||||||||H|||
sSbict sa7v AAACCTAA TEAAAC FCACTATCTAG CACTCATGOCAATA 248

Query 153 CATTTCAAGC AARCIGT TF.QGTCTGACT ALGAGTATCAC TCAAAR "CCP-AAT{CGP.AG.-RTTT 212

) IRERRP L rEnR R rrnnnnrrrrnnl ||||||||||||||||||||||||||||||||
sbict 447 CATTTCAAGCAAACECTTAGTCTGACTAAG ACTCAAAACCAAATCCGAAGATTT 388

ey 213 GAGAGAGAAAT GACGCTCAAACAGECATGCCC TATGGEAAT ACCATAGEECGCAATETGCG 272
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIII
Sbijct IBT GEAGAG CAGECATGCCCTAT 328
Query 273 TTCAAAGAT TCGATGAT T CACGAAAATC TGCAAT TCATATTACTTATCGCATTTCEC TG 332
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIII
Sbict 327 CAAMAGATT! TEATTCACGAAAATCTGCAAT TCATAT 258
Query” 3232 GTICTTCATCG CGAGAACCAAGAGATCCGTTGT TEAAAGT T TTGAAGATTTT TGaat 392
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIII
Sbict 267 GTTCTTCATOGAT CCAAGAGATCCGTTGT TEAAAGT T TTGAAGATTTT TGAAT 2883
Query 393 atcaac aa % caatataattaattaacaattcaataata AAGT a5z
) IIIIIIII 111 II | IIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIII
sbict z2av TTAA TC-‘-"u'-".EA-fq_-xTTGA BATATAATTAATTAACAAT TCAATAATAAAAT TEAAGT TT TAG 148
ey 4532 TAAAACCTTTGGECCCAACTCAT T TCTAAGT CAGACCAAAGCALMAAGT T TCAAATC  aaa 512
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIII
sSbjct 147 T AL T T TeGECCCAAC TCAT T TCTAAGT CAGACCAAAGALAALST T TICALATC AL a8
Query 513 daaaCAT. TETGTAAGETTTTTCEGOOGCGCAAT TAAG LA SGAM o 572
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIII
Sbict 87 AAAACATAGTGTGTAAGGTTTT TOGLLGLGCAAT Lol AR AGAN TS 28
Query 573 TGATC =

CTTC aT
IRERLLIIInI |

T
sbict 27 TEATCCTTOOGLAGET 12

Sekil 4.65. P-32 maya susunun C. zeylanoides maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu
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Seqguence |D: gb|KM209323.1]

Length: 382 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 334 GenBank Sraphics
Score Expect Identities Gaps Strand
SE&& bits(20&) 1e-157 325/334(97%) 1/234(0%) Plus/Minus
Query 9 GETECEEAAGE - AGGATEEGLCTAAAACTTATTCTAGCGCCGTTGATAT TAGLGCCEAAGCA &7
) |||| ||||| I ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 334 GGET EAAGEASG COEAAGCA 275
Query &8 GEACCAAACCEGAGET TTGAGAGT ASATATCEGCTCACCCACGCATGOCCTEGEEAATACC 127
] ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbijct 274 EEACCAAACCGGAGET TTEAGAGTASATATCECT CACCCACGCATEOCOCTGGGEAAT 215
Query 128 COeGLGLCGrAATGTGLGT TCAALAGATTCAATEAT TCACGTCTGCAAGTCATATTACGTAT 187
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbhjct 214 COEGEGECECAATETEOET TCAAAGATTCAATGATTCACGTCTGCAAGTCATATTACGTAT 155
Query 188 CECAATTCGCTGCGTTCTTCATCEA EAACCALAGARAT GTTGAAAGTT 247
] ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbijct 154 CECAATTCOECTGCGTTCT TCATCRATGLGAGAAC CAAGAGATICGTTET TGAAARTT o5
Query 248 TAATTGTGTTATTGAAAGTTAAGATTTAGAGTTTGTGCCTAAAAGEGTETATAAACATTT 387
] ARRARNRARNnNn |||||||||||||||||||||||||||||||||| I |
shijct =24 TAATTETATTATTGAGEETTAAGAT T TAGAGT TTGTGCCTAAAAGEGTETAAAAACAATA 35
Query 388 TTAATGATCCTTCCOGCAGGTCCCOCCTACGRAAS 341
] LOERETETRRR ety teennrennrnt
sbjct L TTAATGATCCT TCCGLAGGT CACCCCTACGEAAG

Sekil 4.66. P-25a susunun Metschnikowia sp. maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

Sequence ID: Qb|JOO93I3IET .1 Length: 580 MNumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 342 GenBank Graphics
Score Expect Identities Caps Strand
962 bits(S21) 0.0 s38/545(998a) 6/545(1%%) Plus/Minus
QUEry = CCTCACC -GAT - AATARAGETTTCAGTCGE &5
) ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||
Sbict 542 CT-ACCTGATC CAAC - AAATAAAGGTTTC AGAGTTC 485
Query =1 TTTGACAGACGT TCEAAT ASATTCTACTACGCCTAAAGOCGGAGTGECCTCGOCGAGET 1z5
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbict =54 GAATAAATTCTACTACE CoCCGAEET =225
Query 1Z& CTTTAAGGCECGC CCAACTAAGGACGACGC CCAATACCAAGCATAGC T TGAGTGETGTAA 185
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbhijct SZ4 AAT CAAECAT TGAGTEETGETAA 365
QUEry 18& TEACGCTCOEAACAGGCAT CEGEAA CAacaEECErAATGTEOGT TCAAAGATT 245
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct L=t TEACGCTOEAACAGGCATGCCCCTOEEAAT ACCAAGGEEIECAATGTEOGT TICAAAGATT I\
QuUIEry 24aa CEATGATTCACT CaCa CTTATCGCATTTCGCTECGTTCT TCATC 385
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbict 84 GATGATTCALCT ACTTATCGCATTTCGCTEOGTTCTTCAT 245
Query I@s GATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGT TGAAAGT T TTGATT TATTCALAAATTTTAACTCAG 365
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbict a4 GATGECGAGAAT GATCCGTTGT TGAAAGTT TATTCAASATTTTAACTCAG 185
Query Iss CoACCGET TAAATAACAAGASTT TGGETTTAACT CTGECGEECGCTOGCCTOGEAMTEAAT 425
) ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||
sSbhjct 124 Taos CafE TEETTTASCTCT GEEGCECTOEOCTGEEA 1z5
QUEry 226 CCAGCGECTCOAGACCGAGCGET! GTAGTTT TASC CasnG =35
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1z4 CCOCCAGOGECTCGAGACCEAGIGETCCCGCICAAS ALCAAGETAGTT T TAACAAT &5
QuUIEry LEE GOECTEAGCACCCTTACTCT T TAS CCTTOCOECAGETACCCOCT 545
) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |
sbict 63 GETTGOAGETCGEGCGCTGAGCACCCTTACTCT T TAATGATCCTTCCECAGGTACCCC-T &
Query 545 TI—TT?T ==
sbict = ACGEGEA 1

Sekil 4.67. P-24 maya susunun A. pullulans maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

73




Seqguernce [D: reffNRE 111373 1] e regrthu: 593 MNumber of Matches: 1
= Seeae 2 more title(s)

Range 1: 2 to 484 CenBank Sraphics

Score Expeact Identities GCaps Stramd
254 bits(213) Se-106 413/5032(82%) A40/S03(7%) Plus/Minus
ey 75 ATTACS AEAC - -AC -TETEATTCCCOGATAGGTCOCACTARAGOCCITT 1=1
] ||||||||||||||||||||||| [ L 0 O | Prreeeerer 11l
Sbijct LES CCAGCEAAsCTTATTACGCCAGGC TEACGEETE-TT - - C-A-CCGTCOCACTAACACTTT 438
Query 122 TEAGGTGAZCC CEEAC - GAGLCA A -TAC -ACCCCALAG 186
. |||||||||| 111 ||||||||||||||||||||||||||||| |1
sSbict 429 TAAGGCGAGCCGACCGECGTOAGCOGCGGCAG - CAGATCCAAGTCCAACCEGETCGE 371
ey 187 TTOCGAGASAT TCOGGEAA 285
] 1 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbijct 3I7Ta TT---8- EAEEEA GUCCTTCOGGEAA 315
Query 247 CAGAGEELECAAGTTEGCGT TCAAAGACTCEATGAT TCACTGAATTCTGLAAT TCACA 286
. ||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| IRRerLrnnenrl
sSbict 314 -TTCTGCAATTCACA 256
ey 3a7 TTACTTATCECATTTCGLTGCGTTCT TCATCEATGT GEEAGC CAAGAGATCCGTTGT TGA 366
] ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbijct 255 TTACTTA GCTGCGETTCT TCAT GAGATCCGTTGET 196
Query 257 AAGTTTTATTTT- TAAAATTTEGT-TACATTOGT T -AC-ALTA-TAA-AGACGTTT 428
. ||||||||||||||||||||| Bl Lint 1 ||| ||||||||||||
sSbict 125 AAGTTTTATTTITT TAAAATATAACTATAGACGTTCAAGACT TGTTACAGATGT T T T 136
S T T T Tt oy ot
Sbijct 125 ASAGTAGEAGCCCGCCAGICCG - -GT -TAAAGEICGTTGEA - -GA-CTCCAATATAAATGG a8z
Query 477 CACAGETE GTOEEEAACETCCCGAGEEACGEACCCAGTTTTITLTC 536

sbict 81 TTCACAGETGTGTOTEEEETAGATOEEECA-GACT - GAAST - COAACTCAG-TTTTCTCT 26

Query E27 ACTGATCCTTCCGOAGET —CaCC CoE

] IIIIIIIIIIIIIIII IIII
CAGGTTCACC

sSbjct 25 AATGATCCTTCCOG

Sekil 4.68. P-30 maya susunun Cr. bestiolae maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

Sequence ID: gblKM208324.1] Length: 382 Mumber of Matches: 1

Range 1: 16 to 336 GenBank Graphics

Score Ewpact Identities Gaps Strand
551 bits(298) Je-153 314/321(98%) 3/321[0%) Plus/Minus

Query 13 GLGTGAGG- 8- A0 LG TEGLEITAMA-CTTATTCTAGCGLOGTTCATATTATROCGARGD &3

[111] [l | [1]1 1111 (1111
Sbjct 336 GGGTGAGGAAGAAGAATGOGGCTAAMACTTATTCTAGCGCCGTTGATATTAGGICGAAGE 277

Query 7é AGGRACC AL CGGAGETTTOAGAGTARATATOGC TCACCCACGCATGOCCTORGLAATAD 129

Sbjet 276 AGGACCAAACCGGAGCTTTGAGAGTARATATIGITCACCCADGIATGOCOCTGREGAATAL 217

Query 138 CCOGGEGEGCAATGETECATTCAMAGAT TCAATGATTCACGTC TRCAAGTCATATTACGTA 189

Sbjet 216 COOGEGGIGCAATGTGLGTTCAMMGAT TCAATGATTCACGTLTCLAAGTCATATTACGTA 157
Query 198 TOGIAATTCGLTELGTTCTTCATCGATGLGAGAACCAAGAGATCCGTTAGTTGASAGTTTT 249
Sbjct 156 _I:GCIZ.IILI!I.J['I[I:GI:T-‘!'n'lﬁé'lf'lrl:_Tl:-!u'l'-:IIéIIL_GEGYLMEE&&GYLL‘!’EEG“TGT!’HAAG“TT!’ 57

Query 2528 TOAATTGTGTATTTGAAGAATTCAATGOTAAGTCTTTATGOCTALAAGTOTATARATOLL 389

Shjet 96  TGAATTGTGTATT TGAAGAATTCAATGGTAAGTGTTTATGCC TARAAGTGTATAAGTGTT 37
Query
shjet

[}
=
i=]

LLLLTAATGATCOTTOOGOAL 238

1111 (1111
TTTTTAATGATCCTTCOGEAG 16

[H]
=]

Sekil 4.69. P-48 maya susunun Metschnikowia sp. maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu
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Sequence |D: refiMRE_ _111373.1) Lemngth: 5893 Mumber of Matches: 1
e+ See 2 more titlei(s)

Range 1: 1 to 484 GenBank GCraphics

Score Expect Identities Gaps Stramnd
403 bits(218) le-108 416/505(825%) 35/505(7%) Flus/Minus
Query Bl AGCGARACTTATTACGLCAGAL - -AC-TETGATTCCCEATAGGTCCCACTASGZCOOCTT 137

sbjct <84 CCAGCGARACTTATTACGOCAGGCTGACGEETGE-TT--C-A-CCATCOCACTAACACTTT 438

Query 138 TeAGLGTGAGCOG- -CHEAC -GAGCCACGLGOCAGACACCCAGATCCAA-TAC-ACCCOCACAG 192

Sbjct 229 TAAGGCGAGLCEACCEGCETGAGCCECEE AAGTCCAACCEETIGE 371
Query 193 TTCCGAGAAACC TECOCTCCGEAA 252
) || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 3IF@  TT---A-AAACCGGAGEGA TECOCTTCEEAA 315
Query 253 TACCAGAGGGCGCAAGTTGCGTTCAMAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA 312
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbijct 314 AAGTTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGA- TTCTGCAATTCACA 256

Query 313 TTACTTATCGCATTTCGLTGCGTTCTTCATCGATGTGERAGCCAAGAGATLCGTTGTTGA 372

Sbjct 255 TTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGTGGEAGCCAAGAGATCCGTTGTTGA 196
Query 373 TTAAAATTTGT-TACATTCGTT -AC-ACTA-TAA-AGRCETTTT 426

sbjct 19s TTATTTTTGTTAAAATATAACTATAGACGT TCAAGALTTAT TACAGATETTTT 136

Query 427 AAAGT -G-AGCCCOGGEE-GACCGACGTCT TACGETCGOAGCCCGAGCATCATTAT-AACAG 482

sbhict 133 AAAGTAGEAGCCCGCCAGCCCE--GT-TAAAGECCGTTEA - -GA-CTCCAATATAAALGSE 82

Query 483 TTCACAGGTGTGTGTEEGGTAGETCGGEAACGTCCCGAGGRACGGACCCAGTTTTTCTCT 542

Sbjct 81 TTCACAGGTGTGTGTEEEETAGATOGEECA -GACC-GAAGT -CEAACCCAG-TTTTCTCT 26

Query 543 ACTGATCCTTOCGCAGGTTCACCTA 567

Sbjct 25 AATGATCCTTOOGCAGGTTCACCTA L

Sekil 4.70. P-15 maya susunun Cr. bestiolae maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

Sequence ID: ref[NE_ 111373 1] Length: 593 MNumber of Matches: 1
P See 2 more title(s)

Range 1: 2 to 484 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

2399 bits(215) 2e-107 414/503(82%) 239,/503(7%) Plus/Minus
S STy Ty i Ry ki et iy iy gyt i
Sbjct 484 ATTACGCCAGGCTEACGGETG-TT--C-A-CCOTCCCACTAACACTTT 432

Query 141 TEAGGTGAGCCG - - CoGAC - GAGCCACGOCAGACACCCAGATCCAA-TAC -ACCCCACAG 195

Sbejct 429 TAAGOCCAGCCGACCEGCGTGAGCCGCOGCAG- CACCCAGATCCAAGTCCAACCGGETCGE 371

Query 196 TTCCGAGAAACCGGGGGGATTGAGGT TTTCATGACACTCAAACAGGCATGCCCTCCG 255
11 I LIEnn IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIII

Sbict 37e TT---A-AAACCOEAGGEATTGAGGTTT TCATGACACT CAAACAGGCATGCCCTTCGEAN 315

Query 256 ACCAGAGOGCECAAGT TGCGTTCAAAGAC TCEATGAT TCACTGAATTCTGCAATTC 315

) IIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIII
Sbict 314 GCAAGT TGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGA-TT 256

Query 31s TTACTTATCGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGTGOGAGCCAAGAGATCCOGTTGT TGA 375

) FLELI R e e e e e et errrintl
Sbjct 255 TTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCT TCATCGATGTGEGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGA 195

Query ITE AAGTTTTATTTT-GTTAAAATTTGT-TACATTCGTT-AC-ACTA-TAA-AGACGTTTTGT 429

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII N e N AN
Sbict 195 AAGTTTTATTTTTGTTAAAATATAACTATAGACGTTCAAGACTTGTTACAGATGTTTTGT 136

Query 43a ALGT-G-AGCCCoEE - CACCGACGTCTTACGETCGEAGCCCCAGCATCATTAT -AACAG 485

Sbeict 135 AAAGTAGGAGCCCGCCAGCCCG--GT-TAAAGECCGTTGA- -GA-CTCCAATATAAACGE B2

e hnmtittinitnRhaaisinasannniiiiini e
Sbjct 81 TTCACAGETETGTETEGEETAGATCGEOCA-GACC -GAAGT - CEAACCCAG-TTTTCTCT 26
Query S4a CTEATCCTTCCGCAGGTTCACC 568

) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbict 25  AATGATCCTTCOGCAGGTTCACC

Sekil 4.71. P-14 maya susunun Cr. bestiolae maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

75



Seguence ID:

Ab|KP132314 1] Length: 902 Nember of Matches: 1

= See 2 more title(sy

Ramnge 1: 102 to 780 SenBank Sraphics
Scores Expeact Identities Gaps Stramd
12721 bits{EE1) [+ s] EFS/ES1(2S%m]) A/ ESL (0% ) Flus/Minus
Querys is CCTGTATTTIGAGGETC - A8 T TTEAGAGT TT TGAT TAAGOOGT AT GCCT O ASGE B it 73
_ 1111 IIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sSbijckt 788 CCTG-ATTTGA TGAG COGTATGCCTCASG 722
Query T S, CCACGAAT TGGCG 13=
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sSbict FZL COCTAGCTTACCACGAAT TGGECG (=4 =]
Query i1z4 CAaAmCCTAACACGTAGATGT GCAAGAG T CGAGTCCATAGACT TGACAC G AGCCC TGO TC i19=
. IR iRl
sSbict 6561 CARACCTAAGACGTAGATGTGCAAGAGTCGAGTCCATAGACTTGACACGLAGCCCTGLTC Gaz2
Query 1243 G BG A A EC A T AGIC CAAGT TAACCCGAARARACGAGTATCACTCACTA 253
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict ea1L A A A e A G T AGCCAC T T TCAAGT TAAC CCEAASANC GAGTATCACTCALCTA 542
Query 254 ¥l AR AGEC oA 31
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sSbict 541 Lt et et aiy A “asz
Query =14 GAGEECGECAATGETGOGET TCALAAGAT T TGATGAT T CACGEGASRAE SCaAT A A AT ST A 27=
_ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sSbjct <81 GARAA CAATACA AZZ
Query I7TS TATCGCAAT TCGC TGOGT TC T TCATCGATGOCGAGAACCAAGAGATCCOGT TGT TGAAAGTT “a3=
) ilnprrrrpnpnr e R rrannRprrrenpRRrrrnneErll
sSbict Sz TATCGCAAT TG TEGOGT TCT TCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCOGT TGT TEAAAGTT 26z
Query azq T T GAATATTAAAT TTCT TGATAAATAGT TT TTICATAATGLCAAAATGTIGT TTGTGT T TAT a9
_ LRttt et irannrnirannurll
Shbict 351 TIGRATATTAAATTTCTTGATAAATAGT TTTTCATAATGCAAAATGTTGT TTGTGTTTAT I8z
Query “ssa TEEAGAGA GGG AAG GALAAALMAMCTCCATTGTGT 553
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbijct 221 GTCCACTGEAGAGEACEAECTCTOCAGEEAAGTAGT TCATAGAGAAAAAAC TCCATTGTGT 2432
Query 554 AUSGA A A A CARIGAR CEOGCAATTARGT 513
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sSbict 231 EAA A A S T & Gas A E AATT A 18z
Query 514 A A TAT T CAGCGAT T C AT AATCTACTCAT TCATAATCT T TAATGATCOCTTC 7=
_ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 181 CAGGCCATATTCAGCGAT TCCCCCAGTAATCTACTCATTCAT CTTTAATGATCCTTC 122
SO 3 T R
sSbict 1z1 CoCAGETTCACCTACGE - AMA 122z

Sekil 4.72. P-18 maya susunun K. lactis maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

Ramnge 1L:

Ssequence ID- Qb|KMAOFO44 1]

Lerngth: 818 Mwumber of Matches: 2

5 to 6943 CenBank

Sraphics

W Mext FMatch

Score Expact Identities Gaps Stramd
1249 bits(E7E) o.0 EETF/EDI (SR ] Z/ESZ(0%%] Plus/Minus
Query 3= ACTTGGATGCAATAT TAASAGCASCCCTTTGUCTAAGG TACGT TACCAT T TCCCT TGTAA o8
. 10l L rnnirneerrinnl IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict 534 ACTT-GATG-AATATTAAAAGCAATCCTTTGOC TAAGG TACGTTACCATTITCCCTTGTAA 637
Query 99 AGT AAAACGAATALATCCATAAATACATCACAGLGAGAACAGLCGTCTCCASAGAAGCTAS 158
. IR PR P e ettt rinnngntl
Sojct L= AT AAAACEAATAAATCCATAAATAC AT CACASO GAGAAC AT GTCTOCAAAGAAGT TAL 577
ey 15> GTGTTGAAT TAAAAAAGACTG A AETATCGOCC 218
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict 576  GTGTTGAAT TAAAAAAGAC TGAAACAGTC TOCAATTTCAAGC TAACCC TGAGTATCGCOCC 517
Query 219 ACAACCAAAAAATAATAAATTATCTT T TGAGAAGGALATEACGC TCAAAC AGGCATGLCCC 278
. IR TRt e e P e et inngntl
Sbict 515 ACASCCAAAASAAT AATAAATTATCT T T TGAGASGGEAAA TEAC G TCAASMC AGGCATGOCC =57
Qe 27> CTSASAATEC T CAAGEEC G AATETSCG L elar s 338
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict «ass ARGEECGCAATGTGCGE T T CAAA TCAATGATTCACGAGTATCTGCA 397
Querys 2=z AT TCACATTACT TATCGCAATTOEGCTACGT TC T TCATCGATGOGAGAACC AAGACAT CC G oz
. IR LTI A et rnn gt iinnnntl
Sbict =1 ATTCACATTACT TATCGCAATTOGCTACGT TC T TCATCGATGOGAGAATCAAGAGATCCG 337
QueEry IS TTGTTG —a%'t't—_ aaattattttaa T cat—_a?%aa ?%'tt‘ta——_ttaaaaa “A5s
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ITIrl NEEEN CLRTI IOl
sSbijct TS TTGTTGAAAGT TTTASAT TATT T T A8 TTTEEGTTAGGAATTTTGGTﬁ;.GTTTA:u:AA 277
ey aco % % Tttt eCCT TGAACCTT TCGAT T ASSGC cie
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIITIII IIIIITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbict 27s TT GTGT TG TTTTTGCCT TG CTTTOGAT TCAASGT 217
Qe S1= SEASG, AR T AU AR ALe GTGTETAGCGT TOACTGAGAT TLCASGT 578
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict 216 AG GAATTAAAT TAAAAAAC TCCAATGTG TG TAGLCGT TEAC TGAGATTCAAGC 157
ey (=geg=] ACTTCTACTEC Lt TT AL CAATA 1=3= 2=
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbict 155 CTTCTACTGEC L=Po ot el TCTTCAATA o7
Qe L= ] ALGATACACAT TAT TG T ASSLG TP AL T OGAGC AACAATEATAATTCAATC L= 0=
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict =1 AAEATACACAT TATTET ASAAGE T ALAC ARG GAGCAACAATGATAATTCAATC 37
ey L=2=1= ] TAATGATCC CCCCT T ACGEES FEa
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII Pirrenn
Sbict 3a TAATGATCCTT WGETACCCTATACGGGES

Sekil 4.73. P-23 maya susunun H. uvarum maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu
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Seqguence ID: gb| P 132252, 1] Length: 818 Mumber of Matches: 1

Range 1: 143 to 824 SenSank Srashecs

SO e Ewp-cct Kbl bl s Gaps Straned
1245 bis(672) 0.0 EE81/684(99%%) 2/684(0%) Plus/Minus
ey 23 SAGGTCALMCT TEAATGAATAT T AN SS8GCCC T TTGOCTAMGGTSOGT TADCAT T TCOC a2z
Sbjctl {2 e AGG!'{I:.EIIJ!IJ%__G —.I!I.'!".l_s.l!l.l!l._ATT-'-‘n.lL.I!I.l!l.é—CAA— ml_ml_'!"!"!'GCCT.I!UL.l_{E'!'ACGTT.IL-l_éIII._ _CC-\.‘I: FET
ey B3 TToOTAAlGT Al S8 CAAT AR TC CATASAT &CATCAC AGOGAGSAT AGCGTCTOC A8 G 14z
Sbjct oG _TGI'.I'!LI!IJ!IJ%_Mﬁiéai_mTééL'Lme%L#éiﬂﬁﬁcmﬁﬁcGI'é'I’éCM.-’-‘-G.IL TeT

ey 143 SGCTAACTET TEAAT TAS S A A TS C O TCTOCAAT T TCASGE T A COCTLALTA 232

L1111 11111 1111 11111 11111 1111 |
Shjct TS AGCTAAGTGT TGAATTAALASAGAC TGAASCAGTC TCCAATTTCAAGC TAACCCTGAGTA  S547

ey 223 TGO A SSC C A AT AATAAATTATCT T T TEAGAAGEALMATOSC GO T O A0S0 ST 252
Sbjctl P CG&&A.&EMCCLMAA_M L A_CT_!_H(L.EIIEAAG}:JLJ!U!\.'!'GACGC!'}_AJLACAGGCI: S87TF
ey 253 AT G ToAGARA T S T A GO AR TG TGO G T T AR T TCAATGAT TE A GAG T A I2E
Sbjct 58S ATGCCéCI'I'GAG-’-‘-.IL'I".l_-né'I'CMGGé-ml_ééM_GT'.l_nl_é'I"I'CAAAJLJLHéMTGAHéIIIEGAGT.L 527
ey 323 TCOTCaaTTCaCa AT TATOGCAAT TOGO TACCGT T CT T ATCCAT GO GauaunT T Aa it I\/=
Sbijct 5245 _ETé-\."I:.ILI!L'I_E-'-‘u ! I ! I L1 ATE&M__EGEI'Mé'I_ETTé.L'I'ééA_GEG.IL.&'.IEAA.EEA.-'-‘-G.L SET
ey 3\/3 GATCCGTTGT TG _f Laaattalttitaaaat Lot ffdalll_ oL LaglT Sz
Sbjctl B Bt G.-'-‘-T-\.l_-\.‘lzé'l"l' -'-‘-.-'-‘-.I!I.'l_!'l L I I ! TTTGGTRTAGTT ST
- & =

Sier ass i::lﬂlLZi:'TTT‘L‘“‘T HIHEEH :i i I .
ey S23 s ACm S LeaT TASAT T AAMCTasaaa22C TCCAATGTETEGT AGOCGET TSACT GG SEZ
soget  aas  cAMMLLALUAALIVHULLI AL MAHLUAT L AL AL LAEL e
ey 563 T T Ao AS G TAC T T T A TGO ST CT A8 CS S At S AT T o i S IC AT S22
Sbjctl 2HE _TCI!I..II:J%é-:II.AGACLM44_CACT£—1£LEACTCLM.LAAAGCIL&££MTTAJL’-L‘E!%—CAC-'—‘-TJ_ 227
ey =23 T T T s s T A AT T AT T T A A s T T AT A A s T T oG AL AN T AAT AT S [ =]
Sbjct 2245 _TCALG'I'.I!I.I!IAG.-'-‘-T.I!I.-\.l_.LA%.L.__ATT&'LA.LMGAT&'I'MAEMGM'}éGAGC-'-‘-.IL-\.l_A.I!I._GAT-'-‘u.IL 167
ey 683 TTCAATC TAEATGATCC T T COGAS Tas

Sbjct 165 _TCFLJL—I'CI—I'AATG.‘L—I—{I:‘E—I_CCGCFLJE A=

Sekil 4.74. P-36 maya susunun H. uvarum maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu
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Sequence ID: dlA BO98 398 1] Length: 73T Numberof Matches: 2
Range 1: 6 to 633 GenBank Graghics Mext Match Previous Match
Score Expect Identities Gaps Strand
918 bits{497) oo G01/647(93%) 237647 3% Plus/Minus
Query 1 SEGAGETC TTTAMGG DGO OOCAMCT AMGGACGN &8
||||| |||| || ||||||| |||| |||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct &33 OOEAGGTC TTT AMGGDEOEDOCAACT AaGGADRE 574
Query 61 OO EAAT AL ANGEATAGCTTGAGT GETG TAAT GG TGN AGEGLATGCOLCTOGG 128
L PR e e e e e e e e e e e e e et e e e e
Sbjct 573 CADCCAATACCAMGCATAGCTTGAGT GGTG TAAT GACGCTCGAAM AGGCATGOOOCTOGGE 514
Query 121 AaTaCCasGoEeielanTe TGO TTCAMGATTOGATGATT CACT GAAT TCTGOAATTCA LE®
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sSbjct 513 454
Query 1E1 CATTACTTATCGOAT TTOGCTGCGTTCTTCATOGATGOGAGAMDC AMGAGAT COGTTGTT 248
CECCTEEE e e et e e et e e e e e e el
Sbijct 453 CATTACTTATCGLAT TTOGCTGCGTTCTTCATOGATGOGAG AN AMGAGAT COGT TGTT 394
Query 241 TAG
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||
Sbjct 393 ixqg
Query 381 68
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||
Sbjct 333 ira
Query 361 CGOCAAAGTANCAMGETAGTTTT AdC A0l GG T TORAGGTOGOEDGCTGAGCADDCT 428
CECCEETEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbijct 273 OGDCAAAGLANCANGGTAG TTTT AN ANCAANGGEGT TOGAGGTOGEEOGETGAGCADCCT 214
Query 421 TACTCTTTAATGATCCTTOOGEAGET TCACCT -4 -OGGEA0G - -GATCAT TAAAGAGETAMS 476
CELCEEREErr e eeeeneent t et et feeeerr et
Sbjct 213 TACTCTTTAATGATCCTTCOGOAGED OC-COTCAADGGANG ANGA TCAT TAAAGANETAME 155
Query 477 TCAAADCCTTTGT TG T TaAGA T TADT 5336
||||||||||||| ||| |||| ||||||||||||||||||| ||||||||| |||||
sSbjct 154 TCA- -=-CCTTTGT TG T T TAC 18z
Query 537 GAWCGCTCGGTCTOGAGOCGETGOEEEATTCGTOC CAGGDGAGDGC OO CAGAGTTAMMC 596
CEELEE e bt eeeeet et e e e of tereer it
Sbjct 181 GAC- - - - - - - -8GAGTTAMNT S8
Query 597 CAaTCT COTCTGAGT TAALAATTT GAAT Al
[ |||||| || |||| ||||||||||||| RNRNERN!
Sbjct 49 -80ACTCT TETCTGAGT TAAMATTTT GAAT A
Range 2: 1 to 3B1 GenBank Graphics Maxt Match Previaus Match Frst B
Scoire Expect Identities Gaps Strand
496 bits[268) 3e-136 350,/400(90% ) 23400 5% ) Plusf Plus
Query 248 GITTAMT 387
|||||||||||||||||||||||||||| |||| || |||||| ||||||| [T
Sbjct 1 GTTTaaCT 57
R NN IR
sSbjct 5B CT-GL-GE0EAC TOG- CT-0G00G6 Aot TODE G0 - GET TGa - -oGL-GTCOOGEC-a0 18E
Query 368 GCALCANS TCTT 427
[T ||||||||||||||||||| I |||||| ||||||||||||||||||||||
Sbjct 189 GLAANCAA-GTAGTTT TAACAMAANGG--T-GAMGGTC-GOCGCTGAGCACOCTTACTCTT 163
Query 4ZE TAATGATC--CTTOCG--CAGGT TCADCTADGES AGGATCA TTALAGAE TAKGEETGCTC 4E3
|||||||| |||||| ||| ||| CLLEELLEELT LRttt e ennl
Sbjct 164 TAATGA OCTGOEEAAGGATCA TTAAAGAG TAAGHGTGCTC 2232
ueny A ||||||||||ﬂilmllll|||||||IIITIIIITﬁIIIIIIIIIIII||||||||||| .
Sbjct 233 AGDGOOCGAC- CTOCAACCCTTTGTTGTTAAM TACCTTGTTGC TTTGOOGEEAOGET 281
Query 544 a3
|||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 2E2 31
Query 684 TTGTTATTTAACOGGTOGT CTGAGT T AAAAATT T Gad TA
CLCCTEEE e e e ey et
Sbijct 342 TTGTTATTAAACOGG TOGT CTGAGT T AN TTT T Gl TAL

Sekil 4.75. P-21 maya susunun Metschnikowia sp. maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu
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BLAST analizine gore yiiksek homoloji gosteren maya suslart yeniden gruplandirildi
ve Cizelge 4.17°de verildi. PCR-RFLP analizi sonrasinda farkli gruplarda yer alan P-1, P-
14, P-15 ve P-30 maya suslarinin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA boélgesinin dizi analizi
sonuglarina gore ayni tiire (Cr. bestiolae) ait maya tiirleri oldugu gozlendi. Benzer sekilde
P-23, P-36 ve P-50 maya suslarinin da dizi analizi sonrasi ayni tiiriin (H. uvarum) bireyleri
oldugu tespit edildi. PCR-RFLP analizi sonrasinda farkli gruplarda yer alan P-21, P-25a ve
P-48 maya suslar1 dizi analizi sonuglarina gére Metschnikowia sp. olarak belirlendi. Bu
maya suslarindan P-25a ve P-48 maya suslar1 pulcherrimin pigment sentezinin varligindan
dolay1 M. pulcherrima tiirii olarak tanimlandi. Ancak P-21 maya susunda gerek pigment
sentezinin olmayis1 gerekse morfolojik olarak diger maya suslarma (P-25a ve P-48)
benzemedigi i¢in pulcherrima tiirii olarak tanimlanmadi ve Cizelge 4.17°de Metschnikowia

sp. olarak verildi.

Caligmamizda nar meyvesinin ylizeyinden izole edilen maya suslarinin PCR-RFLP
analizi sonucunda elde edilen olasi tiir sayisil2 iken, DNA dizi analizi sonrasinda

olusturulan gruplamada nar meyvesinin maya florasinda 7 farkl: tiirlin varlig1 tespit edildi.

Cizelge 4.17. Nar meyvesinden izole edilen maya suglarimin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA

bolgesinin dizi analizi sonuglarina gore tiir tantmlamalart

_ P-1, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-14, P-15,
Cryptococcus bestiolae
P-19, P-22, P-26, P-26, P-30, P-31, P-39, P-41, P-42
) P-8, P-23, P-36, P-37, P-38,P-44, P-46, P-50, P-51,
Hanseniaspora uvarum
P-52, P-55b
Candida zeylanoides P-20, P-25b, P-29, P-32, P-33, P-34, P-35
Metschnikowia sp. P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-55a
(M. pulcherrima)
Aureobasidium pullulans P-3, P-24, P-27
Kluyveromyces lactis P-18
Metchnikowia sp. P-21

79



4.5.2. Ahududu meyvesine ait maya suslarinin DNA dizi analizi

Ahududu Orneklerine ait maya suslarinin Cizelge 4.14’te verilen restriksiyon
profillerine gore yapilan gruplandirma dikkate alinarak Grup 1’den R-5, Grup 2’den R-17,
Grup 3’ten R-7, Grup 4’ten R-3 ve Grup 5’ten R-20 maya suslar1 DNA dizi analizi
yaptirilmak {izere rasgele segildi. Ayrica tek maya susunun temsil ettigi gruplardan ise R-
23 (Grup 6) ve R-6 (Grup 7) maya suslarina DNA dizi analizi yaptirildi. Maya suslarina ait
DNA dizi analizi sonuglar1 R-5 maya susu i¢in Sekil 4.76’da, R-17 maya susu i¢in Sekil
4.77°de, R-7 maya susu icin Sekil 4.78’de, R-3 maya susu i¢in Sekil 4.79’da, R-20 maya
susu icin Sekil 4.80°de, R-23 maya susu i¢in Sekil 4.81’de ve R-6 maya susu i¢in Sekil
4.82’de verildi.

Maya suslarina ait BLAST analizi sonucunda, R-5 maya susunun %97 oraninda
Metschnikowia sp. maya tiiriiyle, R-17 maya susunun %99 oraninda H. uvarum maya
tiirliyle, R-7 maya susunun %98 oraninda Metschnikowia sp. ile, R-3 maya susunun %99
oraninda Candida sp. ile, R-20 maya susunun %99 oraninda A. pullulans maya tiiriiyle, R-
23 maya susunun %97 oraninda M. pulcherrima maya tiiriiyle ve R-6 maya susunun %97
oraninda Candida sp. ile benzerlik gosterdigi belirlendi. Bu maya suslarina ait BLAST
analizi sonrasi elde edilen dizi eslesmeleri R-17 maya susu i¢in Sekil 4.83’te, R-17 maya
susu icin Sekil 4.84’de, R-7 maya susu i¢in Sekil 4.85’de, R-3 maya susu icin Sekil
4.86’da, R-20 maya susu i¢in Sekil 4.87°de, R-23 maya susu i¢in Sekil 4.88’de ve R-6
maya susu i¢in Sekil 4.89°da verildi.
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O G CT TEE CT6 G& ACACRATGEGEETAL ACT TATTETAGCECIRT 16 ATAT TAGCCCE LAGEAE G AL CAAACCOGAGGT TTEAG AGTALATATCGETCACCEACGEATEECE TRECE
& h N L] K L k| " # L ]

AT ACCCCG GO R AT G T OO TG AT TCLAT AT TEACG T CTECAAGTCATAT TACETATCECAATTOGE TRCGT TET TEATCEATECEAGAACCANG AGATCOGT TET TRALAGTTTTTT
n L 1 14 1L mn 1w 18 wn 1k ut E n

itk nm n'l'lll"l M v II“ -"'”F'II min ) I| II"I"I"'I.
'u'ﬁhp“li”l 1|II| I "mﬁ'|4”|mtnkfwy“'fwﬂt %.q”“lﬂ.yj““t

ANTTGTGETATT ELIEE-I:- TAAGAT TTAGAGT TTRTRCCTARAAGEETGTAATANCATIAT TAATGATCCT {I:I:[U:-I:HEIEEIE ACGG LA
| "\7- .N- o W m bL

=R5-IT54 R
CCCGCTTCGCTGAGGAGAGGATGCGGCT AAACTTATICTAGCGCCGTTGA
TATTAGGCCGAAGCAGGACCAAACCGGAGGTTTGAGAGTAAATATCGCTC
ACCCACGCATGCCCTOGGGAATACCCOGEGGCGCAATGTGCGTTCAALGA
TTCAATGATTCACGTCTGCAAGTCATATTACGTATCGC AATTCGCTGCGT
TCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTITAATT
GTGTTATTGACGGTTAAGATTTAGAGTITGTGCCTAAAAGGGTGTAATAA

CATTATTAATGATCCTTCCGCAGGCCCCOCTACGGALG

Sekil 4.76. R-5 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi analizi
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TTCACIRA G OCCTACETC UTG CTCC & WO TTOCT IO AT CTT T TACAAMACL AL ©F TAT GI’.‘I’.‘ A CTACC TTACCAT TICOC T TG TARAC TAAAAC G AATALATODATALATACAT AL
] » L] £ !n!l L [ 13

AG G AL A AG CE T T A A ARG CTAAG TG TTE AT TAA A G A T G A A CAG TCTOCAAT TTCAAGT TAACCO TG AG TATCGCCCACAACCAAL RAATAATARAT TATCT T TTGAGANG
(L] FEy 18 L] T % I by 1k s 2% i 18

||l\.

.I' 'f"'.u {m |
I I'. |||| ||'|I|| (AN
TR Y |

GG AL A A A A AT T DG T T A AT T T T A T T AT T T A Aa T T I T A G AT T T G T T TAG T T A A AT TA T A AT AR AT A AAAT TG T T TG T GT I DGT ET T T TLECT TG AL
Ea) B B

o am i 45 ﬂl L m By o

G A AT T TG T A A AT A AT T AT TG T AAAAGAT T AAACAAGAAC TC G AGCAACAATOATAAT TEAATCTAATGATCO T TECECAG G TACEL T TA COLmALE
L1 (] -] - L] o) L] k] ™ ™ b

- vy z_\t,}j-,r-.—-"‘lg’:\. s I

~R17-IT54 R
TTGAGCCGAGC CCTACGTCAATGOTCGAGT GOTTGGTTTGAGATCTTTTA
CAATGACH A GOCCTATTGOOTA AGOTACSTTACCATTTCCCTT GTALLGT

AAAACTAATALATOCATAAATACATCATAGOGAFAACAGOCRTOTOCA A AT
AAGCTAAGTOSTTGAATTAA AAAAGACTEAAACAGTCTOCAATTTCAAGTT
AACCCTOGAGTATCGCCCACAACCAAAAAATAATAAATTATCTTITOAGAA
COAAATOACOCTCAAACASOCATCOCCCCTSACAATOCTCAAGGOCCOCAAT
GTGCGTTCAAA ASTTCAATGATTCACGAGTATCTGCAATTCACATT ACTT
AT AT TAC G TTC T T A TG AT 3, G A TN &GA GATCCGETTG
TTGAAAGTTTTAAATTATTTT AL A ATTTOCGETT A GEAATTTTGGTTTAGT

TraArAAATIATAATAAAATARAAATTGTITGTGTTTGTTITITTGOOTTGA
ACCTITCGATTCAAAGCAGAAA GAATTAAATTAAAGTAALAAAAACTCOCAA
TOTITCETAGCITTGACT GAGATTCAAGCAA GACTACTTICACTGCGACAC
TCTAAACGAASGCAGCGCAATTAAGCGCACATCTTCAGTAALCATACACATT
ATTETAN A B TTT AL ATS AGAATTI G, GOA AT ATGATAATTCA ATCTA

MNIGATCCTTCCGCAGETACCCTIACGGEA NG

Sekil 4.77. R-17 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA boélgesinin dizi analizi
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TETTTTOOCTAT GIET T 76l T Ay AGCAGALTG GGG T ACTTATTOTAG Coldl TI ATATTAG G OO AR CAG G ACCARACCE & Al TTTG Ak A6 TAAATATCRC
] L] ] i ] H b L] b L] 1l

TCACCOACE CATCCCCTOORG AATACCCCROGE OB CAATE TROG TTCALAG AT TCAATC ATTCACG TCTRCAAR TCATAT TACG TATCR CAATTORCTOUG TTCD TCATCO ATRCG Al
L] M 1o L) L} n ) i M i i

ARG G ATCCGT T6 T TG ARG T T T T T TAAT TR BT TAT TR AAGRT TAAG AT T TAGAGT TTETECCTARAARERTETALAMACAATTETAATCATCCTTOCOCAC LT CACOCTACGE AAG A
L W # i} i il L L a JI' bt ] L]

>R7-ITS4 R
TCTTTTCCCTATGTCTTT GGTGAACAL GCAGCA ATGGGGCTAAACTTATT
CTAGCGCCGTTGATATTAGGCCGAAGCAGGACCALACCGGAGGTTTGAGA

GTAAATATCGCTCACCCACGCATGCCCTGGGGAATACCCCGGGGCGCAAT
GLGCGTTCAALGATTCA ATGATTCACGTCTGCALAGTCATATTACGTATCG

CAATTCGUTGCGTICTTCATCGATGUGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGA
AAGTTITTTAATTGTGTTATTGAAGGTTAAGATTTAGA GTITGTGCCT AL

AAGGGTGTAAAAACAATITTAATGATCCTICCGCAGGTCACCCTACGGAA
GAG

Sekil 4.78. R-7 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bélgesinin dizi analizi

83



G AN TAGCE AR A LG TAT T TAG GOAT AT CACC A GaTA G A CCT T AT TAT T o TA AT LG T TG ATC T T TG GO T C TAC GG CCAGE A G AACCCTARGCTT TGS AETANATATCGCT
U} | ] i . H n H " ] n k]

CATTCALGCATECCT TG AGEAATACC T TAAGECECALTGTREG TTEARALAT TEAATG AT TEACGTC TR CAG TCATATTACE TATCRCAAT TERE TR TTCTTEATCRATROG A AACCAAG A
] 1 & iy 1% ] [ b Hl m ] H

*R3T54_R
GAATAGGCACACGACAGTATTTAGGCATAATCACGAGGTAGAGCCTTTAC
TIATTTT AL ATCAGTTGATCTTTAGGCTGTAGGGCCAGGACCAAACCOTA
GGGTTIGAGAGTAAATATC GCTCATTCACGCATGCCTTGAGGAATACCTT
AAGGCGCAATGTGCGTTCAAAAATTCA AT GATTCAC GTCTGC AAGTCATA
TIACCTATCGCAATTOGCTGC GTTCTIC ATC GATACGA GA ACCAA GAG AT
CCGTTGTTGAAAGTTTTTTTTATTTT AL ACTTTTTGAAAGGTAAGATTTA
GTGTTTATGCCTAAA AGTGTTGTGTAATTATTTTTAATGATCCTTCCGC A
GOTTCACCCTACGGALGS

Sekil 4.79. R-3 maya sugunun 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi analizi
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WA Q0L GOUTCAGTER AT CG RO T ACCTAQ ATOATMAGOTTTOAG TCO OCAG A TTCCTC TOLTTTO ACAG A TTOQAATAMAT TCTACTALO OO TAAAGCCOQ AR TRQC LT QL
1] n ] ] ] L o w L] w e

GT TAAATAACAAGAGT T TGGT TTAAC TCTGGLGHG CGL TChCCTGGG ACG A AT COCAGCGGE TOG M AL CHAGCGGTLLCGL CAAUGCAACAAGGTAGT T TTAACAACAAAGGGTTGGAGGT
% L] ] i il ] 4 21 ) i L o

. | 'I. M .'1 \ I"'.' 5 il el | ] ol . 5 L
Ay il "~-'||J \ A Ilan N 'E'Jr'. '"nl_.._'-l"ﬁf"u]'-.r--,;.;.. ]ﬁ -"r'f:!*" Ia AL TR rl.,'. AWt A 1|~

>R20-ITS4 B

AACGEAGE GTCAGTGGATUGAGGTUACCTAGATGATA GAGSTTTCAGTCG
GUAGAGLICCTCICCI T I GACAGACG T TCGA N TAMN T COTACTACGCCT A
AMGCCGGAGLGECCIC GUUGAGG IO IAAGGCGC GUUCAACT AAGGALG
ACGCCOCAATACCALAGCATA GO TTGAGTGETGTAATGACGCTOGAACAGGC
ATGCCCCTCGGAATACCAA GGGGECGUAATGTGOGTTCAALGATTCGATGA
TToACTGAATTC T GCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGOSTTOTT
CATOGATGOGAGA ACCAAGAGATCOGTTATTGA A AGTTTTG ATTT ATTCA
AAATTTTA ACTCAGACHACCGATTAAATAACA AGHAGTTTGATTT A ACTCT
T T T AT 3 A T T A T 3 T TS A S A A G 3 T

CHE A A A B A AT AGTTTTAA T A AT AL AT THEA GETCHSECS

CTOAGCACCCTTACTCTITAATOATCCTTCCOCACCCCCCCCTADCAAMG

Sekil 4.80. R-20 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA boélgesinin dizi analizi
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0 AAMTCTTZACAGIT T TG TCGC ACKAGRATRO GG CTAL ACTTATTOTAG CECCE TO0 ATATTAG G COG A6 CAGE ACCALACCOE B0 TTIC A6 A6 TALATATY
] L] L i i ] 1 ] L 1 i}

GOTCALCCACG CATGCOCTOREE ATACCOCREEE COLIATE TO00 TTCLAAC AT TCAA TG ATTCAC G TCTRCAAG TCATAT TACE TATCOCAAT TLRCTRCE TTCTTCATCRATELE
1 I W L ] L ] L " m o i

| | r

hulu[‘ﬂhn h |l||]|}|| I l'|1'|'|||||" ‘hﬂ |1 |.'|1|HII|H||,|.| I| || | |,1 r||||| '|~"'|r|,,"ﬁ,||1| ||r,||||f|,|| M

A AACCAA AT O R T TG TCALAGTTT T TAAT TG TG T TATTCA A M TG AT TCAGATRTTTTTTCCTALAAGER G AL LA AATT TT TR GRATCCTTCOCACTRCCCCCET CACGRA 42
/| M " i ] N W I | M W .|

t|| [
AN I|.|| III|]| |II|’ Ml Bl

- r"|1 I
A il II||
[ "l*ll‘ | ‘;

=[25-ITH4 T
CAAAATCCATTACACACOTCTTTACTCOCACALGOATCACGGOCTAL ACTT
ATTCTAGCOCCOTTGATATTAGGCCOAAGCAGOACCAAACCOOACGOTITG
AGACTAAATATCOQCTCACCCACGCATOCCCT GOOOAATACCCCOOGOCOC
AATOTOCOTTCAL ACATTCAATCATTCACOTCTCCALCTCATATTACCTA
TCGCAATTCOCTOGUOTICTICATCOATOCCAGAACCAAGACATCCOTTOT
oA AGTTTIITAATTOTCTTATTGAL AL ATAACGATTCACGATCTTTTTTIC
CTAAMACOCOCALLAL AL ATTTTTAAGCATCCTICCCACT GCCCCCCTCA

COGAAAGD

Sekil 4.81. R-23 maya susunun ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA boélgesinin dizi analizi
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L CTCEGACAC TAT AT TG Ae @ AT CAG GG GG A6 A6 AT TA A ACT TAT TT T AT G T T AT T T TAG GO TG TAGGECCAG G ACCAAACC CTAG GG T T TR AGAGTARATAT CGCTCATT
1 hi k] n & L] L ® " [ 1 I

|I| i atllall .||"I
R N A Ammﬁ.ﬁ"\m{w?ﬂ"mﬂﬁm h' Mulf'lllli JJ' f llr.liIII I,JIJI.LL

FACGCATECCT TG AGG AATACC T TAAGG C G C AT E T e G T T AL AT TCAAT AT TCAC G TCTGCAAGT CATAT TACGTATCECAATIC L TGEG T TC T TCATOLATGO G AGAACCAAGAGATCCG
(L] L 18 ] e 14 w ] m ™ m il 15

T T T AT T T T T T AT T I TAAAC T T T T T A A G T A A AT T TG T T T TA T e O TAAAA G TE T T T TAAT TAT T TTTAATEAT COT TOCGCAGGRO COCCCTADE G AL
18 m R wm B e th i m # L

|I|||‘.'I'I|l

il .'n |I| \
|||I|||.| .II.':“
"'I' : A

1:"|\ﬁ"v”‘u'wl|““

>R6-ITS4 R
ACTCGCCGACACTATAATTGAGGTAATC AGCGGGATGAGATTAALACTTA
TITTAAATCAGTTGATGTTTAGGCTGTAGGOCCAGGACCAAACCCTAGGG
TITGAGAGTAAATATCGCTCATTCACGCATGZCTTGAGGAATACCTTAMAG
GOGCAATETGCGETTCA AL L ATTCAATEATTCACGTCTGCAAGTCATATTA
CGTATCGCAATTC GCTGCGTTCTTCATCGATGC GA GAACCAAGAGATCCG
TOGETTGAE A AGTTTTITTTATTTTAA ACTTTTTGALAAGGTAAGATTIAGTG

TITATGCCTA A A A GTGTTGTGTAATTATTI TTAATGATCCTTCCGCAG GG
COCCOCTACGEAAGS

Sekil 4.82. R-6 maya susunun 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bélgesinin dizi analizi

Seqguence ID: QLIKM209323 1| Length: 382 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 335 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Stramnd
SEE bits(20E) 1e-157 3I2E/23I5(9T%) 4/2325(1%) Plus/Minus

Query B AG-AGEATGGGGCT TCTAGCGEOC TTAGGC £|: &3

sbijct 335 GGETGAGGAAGAAGAATGGGEGCTAAAACTTATTCTAGCGOCGTTGATATTAGGCCGAAGC 276

Query &5 CATGE GGEAATAC 124
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 275 AGEACCAAACCGEGAGETTTGAGAGTARATATCEL TCACCCACGCATGLCCTGGEEAATAL 216
Query 125 CCCGGGECECA GATTCACET! ATA 132
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 215 GECECAATGETED GATTCAD 158
Query 185 TCGCAATTCECTGCGTTCTTCATCEATECEAGAACCAAGAGATCCGTTETTGAAAGTTTT 244
: ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct  1ss CAATTCGL GATGCGAGEAALD GATCCGTTE =Y
Query 245 TTGTETTAT TEGACGET TAAGAT TTAGAETT TGTGCCTA TAACATT 38a
) |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| am
sbict 85  TTAATTGTETTATTGAGGET TAAGATTTAGASTTTGTGCC TAAAAGGETGTAAAAALAAT 36
Query 385 ATTAATEATCCTTCOSCAGECC-COCCTACGEAAG 338

sbjct 35 ATTAATGATCCTTCOGCAGGTCACCCCTACGEAAG L

Sekil 4.83. R-5 maya susunun Metschnikowia sp. maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu
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Seguence ID: Qb|KP1322562.1] Length: 919 MNumber of Matches: 1

Ramnge 1: 131 to 799 SenBank Graphics

Score Expeck Identities Gaps Strand
1210 bits{&SS) o.0 EEE/EGT1(99%]) Z/EFLLO0O%]) Plus/Minus
Query” 57 CAaAGCCCTATIGCCT, T A ACCATTTCC SUGET A AT IGE 11&
: ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbict T CAaA—CCCT— TAAGGTACGT TACCATTTICCCTTGT, J PP ASATCCA a2
Query” 117 TAAATACATCACS GAGAACAGOCGET CTC CAAAGAAGE TAAG GEAAT TAAAAASGAC 176
: ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbict T4L TaA et L TALLS A8, EE22
Query” i7F7T GAALACAGTCTCCAAT T TCAAGT CACAACCASS SN TAAT Sm s 236
: ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sSbict &6EL EAAAC AT TGAG LTt Ll eV VLN TAAT 22
Query 237 296

ATCT PUGAAGEALAT CAAMCAY CAMGEECE
||||||||||||||||| ||||||||| || (NN ERN

I | IIIIIII IIIIIIIIII IIIII
shbijct 621 TTATCTTTTGAGAAGEAAATGACGLCTCAAACAGECATECCCCTGAGAATGLTCAAGGGLE 562
Query 297 CAATGTGOETTCAAAAAT TCAATGAT TCACGAGTATCTGCAATTCACATTACTTATCOGCA 356
: IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
shbijct 561 CAATGTGOGTTCAASAAT TGATT GCAATTCACATTACTTATCGCA Sz
Query IE7 TTOGCTACSE CCAAGAG CETTGTTGaaagttttaaatt aies
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIITIIIIIIIII
sbjct S8l TTCGCTACGTTCT GG CCAAGAG GAAAGTTTTAAATT 44z
ey ST titaa %'t %'t aaaa taaaataaaatt 476
. IIIIII IIIIIII IITTIIIIIITTIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict =41 AAAATAASATT 332
Query” 2F T %‘t % TEAASCC CAAAGCAGAAAGAAT TAAAT TAAMG 536
: IITI IIITIIIIIITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict SB1 TEAACT CAAAET 322
Query” 5=7 TaaaaaaaC AATGET AGC GACTEAGAS TCACTGCG 596
: IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sbict =z1 ASAAAAAC TCCAATETGTGTAGCET TGAC TEAGAT TCAAGCAAGACTACTTTCACTGCGE 262
Query” 597 A AT CTAAAGAAGCAGC GCAAT T ASAGCGCACATCTTCAGT AAAGATACACATTATIGT A (===
: IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIII
sbict 251 TAAAGAL CAATTAAGCGCACATCT TCAS ATAC TTATTGTA 282
QueErYy &5 7F AAGEASCT CTAATEA 716
: IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
sSbict 28l TAASCAAGASTT TGAT, 142

QU FLTF TA?C?TTT??f T2F
sSbict 141 TTCACCTACGSE 131

Sekil 4.84. R-17 maya susunun H. uvarum maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

Sequence ID: Qb|KM208323 1] Length: 382 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 334 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
571 bits(309) 2e-159 227/335(98%) 3/235(0%) Plus/Minus

Query 1%  GETGAACAAGCAGCAATEGGGCT -ARACTTATTCTAGCGCCGTTGATATTAGGCOGAAGT 77

Shjct 334 GETGAGGAAGAAG-AATEEGGCTAASACTTATTCTAGCGOCGTTGATATTAGACCEARAGE 276

Query 7B ACCAAACCGLAGETT TEAGAGTAAATATOGC TCACCCACGCATGLCCTGEARAATAC 137

Sbjct 27s ACCAAACCGEAGETT TEAGAGTAAATATCEI TCACCCACGCATEGLCLTGEERAATAL 216

Query 138 COCGGGeCGCAATGTGLGTTCAAAGATTCAATGATTCACGTCTGCAAGTCATATTACGTA 197

Shjct 215 COCGGGECECAATETECETTCAAAGATTCAATEATTCACGTCTOCAAGTCATATTACGTA 154

Query 198 TOGCAATTCECTGCATTCTTCATCGATGCGAGAACCAARAGATCCOTTGT TGARAGTTTT 257

_ CLCELELIELLELLEEEL LR L LR LR LRI T TIETE] ]
sbjct 155 TOGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGARAGTTTT 96

Query 258 TTAATTGTGTTATTGAAGGT TAAGATTTAGAGTTTGTGCCTAAAAGGETGTAAAAACAAT 317

Sbjct 9% TTAATTGTGETTATTRAGEGT TAAGATT TAGAGTT TGTGCCTAAAAGEETEGTAAAAALCAS El

Query 218 TTTAATGATCCTTCOGLAGGTCACCL -TACGRAAG

Shjct 35 ATTAATGATCCTTCOGCAGGTCACCCCTACGRAAG

Sekil 4.85. R-7 maya susunun Metschnikowia sp. maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu
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Sequence ID: gb|DQ002494 1]

Range 1: 2 to 319 GenBank Graphics

Length: 375 Mumber of Matches: 1

Score Expect Identities Gaps Strand
566 bits(306) 1e-157 315/319(99%) 2/319(0%) Plus/Minus
Query 49 ACTTATTTT -ARATCAGT TGATET TTAGGC TG TAGGGCCAGGACCAAACCCTAGEETTT 1a7
_ [LEDELLT ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shijct 319 ACTTATTTTARAATCAGTTGATGTTTAGGCTETAGGGCCAGCACCAAACICTAGEETTTG 262
Query 188 AGAGTAAATATCGCTCATTCACGCATGCCT TEAGGAATACCTTAAGGCGCAATETECGT 167
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 259 TAAATATCGCTCATTCACGCATG 288
Qquery 168 CAARAATTCAATGATTCACGTCTECAAGTCATATTACGTATCGCAATTCGCTGOETTETT 227
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 199 AL ATTCAATGATTCACGTCTECAAGTCATATTACGTATOGCAATTOGITGCETTITT 148
Query 228 CATCGATGCGAGAACCAAGAGATCOGTTATTRAAAGTCTTTIttattttasacttttiaa 287
_ LERREELEERERr et ety e e e e e e e i e e et el il
Shijct 139 CATCGATECGAGAACCAAGAGATCCGTTATTEAAAGTTTTTTTTATTTTASACTTATTGA 88
Query 288 TAAGATTTAGTGTTTATGCCTARAAGTEGTTGTGTAATTATTTTTAATGATCCTTCC 347
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| [EERRLLTTNNNT|
sbijct 72 AAGETAAGATTTAGTETTTATGCCTAAAAGTETTGTAGTAATTATTCTTAATGATCCTTCC 28
e AT >
Sbjct 19 GrAGGTTCACC-TACEEAS 2

Sekil 4.86. R-3 maya susunun Candida sp. maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

Sequence ID: Qb|KC253965.1]

Length: 605 MNumber of Matches: 1

Range 1: 38 to 560 GenBank Graphics
Score Expect Identities Caps Strand
935 bits(S0E]) 0.0 S18/522(99%) 2/52=2(0%) Plus/Minus
Query 1s GAT-CGAGETC-ACCTAGATG-ATAS CTCTCCTTTGACA 72
) PEL TTRRnnr reeener o1l ||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct Se@ GATCCGAGETCAACCTAGAAGAATARAAGGT TTCAGTCGELAGAGTTCCTCTCCTTTGAZA Sl
Query 73 SAATTC EOCTAAAGCCGEAMG T EE AsGG 132
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct Saa CEAATALATTCTACTACGCCTAAAGCCGGAGTEGEOCTCGCCEAGETCTT TAAG 241
Query 133 AATGEAL 192
i ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 248 TAATGEAC 381
Query 192 GAACAG CCTOGGEAAT CELAATG 252
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sSbjct IE@ GAACAG CCTOGGEAAT Larortey CEAT 321
Query 253 CACTGAATTCTGCAAT TCACATTACT TATCGCAT T TCGCTEOGTTCTTCATCGATEIGAG 312
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbijct Iza CACTGAATTC ACATTACTTATCGCATTTOGCTELG TTCATCGAT: 261
Query 313 AACCAAGAGATCCGTTGT TGAAAGTTTTGATT TATTCAAAATTT TAACTCAGACEACC 372
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbict 268 GAGATCCGTTET TGAAAETT CAAAAT CEACT 21
Query 37T TTASATAACALAGAGTTTEET TTAACTCTGECEEECQCTOEGOCTEGEACGAATCCOCAGCG 432
) 11 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 28a TTASATAACASGEA TTEETTTAACTCTGE GACGEAATCCOOCAGCG 141
Query 432 GCTCeAGACCEAGGETC G CAAAGC AMCAAGETAGTT T TAACAACAAAGGET TEGEAG 492
i ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 14a CTCGAGACCG GETCOCGCCAAAGCAACAAGETAGTT T TAACAACASAGGET TEEAG 81
Query 453 CEGEC G TEAGCACCCTTACTCT T TAATGATCCT TCOEC A 535
) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct t=1=] CEEEC G TEAeCACCCTTACTCT T TAATEATCCTTCOGAG I8

Sekil 4.87. R-20 maya susunun A. pullulans maya tiirtiyle DNA dizi eslesme sonucu
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Sequence |D: Qb[JMN228413.1] Length: 358 Number of Matches: 1

Range 1: 22 to 325 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
507 bits(274) Te-140 296/306(97%) 2/306(0%) Plus/Minus

Query 38 ACARGEATEAGGECT-AAACTTATTCTAGCGOCGTTOATATTAGGCCEAAGCAGEACCAS 88

Shjct 325 ACAAGGATE-GEGCTAAAACTTATTCTAGCGLCGTTGATATTAGRCCEAAGCAGEACCAA 267

Query B89 ACCGEAGETTTGAGAGTAAATATCGCTCACCCACGCATGOCCTGGERAATACCCCGEGE 148

Shjct 288 ACCGGAGET TTGAGAGTASATATCECTCACCCACGCATROCCTOOERAATACCCOGEEEC 287

Query 149 GCAATGTGCGTTCAAAGATTCAATGATTCACGTCTGCAAGTCATATTACGTATCGCAATT 2848

sbjct 286 GCAATGTGCGTTCAAAGATTCAATGATTCACGTCTGCAAGTCATATTACGTATCGCAATT 147
Query 289 CGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTTAATTGT 268

, LELREETEEr et e e e et e e e e e e ety
sbjct 145 CGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTTAATTGT 87
Query 269 TGAAAAAT AMGATTCAGATGTTTTTTCCTAAAAGGGEG32a3aaaaTTTTTAAGE 328

_ IIIIIIIIIIII LU DELEDLREREE R e PEReer et _benen i |
sbjct 86  GTTATTGAAAAAAAAAGTTCAGATGTTTTTTCCTAAAGGGGGGAARAAATATTTTAAMG 27
Query 323 ATCCTT 334

Sbjct 26 A-CCTT 22

Sekil 4.88. R-23 maya susunun M. pulcherrima maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

Sequence |D: gb|D2002494 1] Lerngth: 375 MNumber of Matches: 1

Range 1: 2 to 346 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
S88 bits(218) Ze-164 337/346(97%) 2/346(0%) Plus/Minus

Query 19 TRAGGTAATCAGOGGEAT GAGATTAAAACTTATT T TAAA-TCAGTTEATGT TTAGECTG 77

Shjct 346 TEAGGAAATAAGEGGEATGAGATTAAAACTTATTTTAARATCAGTTRATGTTTAGGLTG 287

Query 78 AGGGCCAGEACCAAACCCTAGGGTTTGAGAGTAAATATCOGCTCATTCACGEATGOCTTGA 137

Sbhjct 286 AGEGCCAGEACCAAACCCTAGGETTTGAGAGTAAATATCECTCATTCACGCATGLCTTGA 227

Query 138 AATACCTTAAGGCG AATGTECGT TCAAAAATTCAATGATTCACGTCTGCAAGTCATA 197

Shjct 226 GRAATACCTTAAGGCGCAATGTGCETTCAAARATTCAATEATTCACGTCTGIAAGTCATA 167

=]

Query 198 TTACGTATCGECAATTOGITGCGTTCTTCATCEATGOGAGAACCARMGAGATICGTTGTTGA 2567

sbjct 186 TTACGTATCECAATTCECTGCGTTCTTCATCEATECGARAACCAAGARATCCGTTETTGA 187

Query 258 AAGtiTLttttattttasactitiiGAALGETAAGATTTAGTGT TTATGCCTAAAAGT 317

Shjct 188 AAGTTTTTTTTATT TTAAACTTAT TGAAAGETAAGATTTAGTGTTTATELCTAARAGT 47

Query 318 TETGTAATTATTTTTAATGATCCTTCOCGEAGEEICCCCCTACGEAA 363

sbjct 2s TETETAATTATTCTTAATGATCCTTCCGCAGRTTCACC -TADGGAN 2

Sekil 4.89. R-6 maya susunun Candida sp. maya tiiriiyle DNA dizi eslesme sonucu

BLAST analizine gore yiiksek homoloji gosteren maya suslar1 yeniden gruplandirildi
ve Cizelge 4.18’de verildi. PCR-RFLP analizi sonrasinda farkli gruplarda yer alan R-5 ve
R-7 maya suslari1 ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdélgesinin dizi analizi sonuglarma gore

Metschnikowia sp. olarak belirlendi. Bu maya suslar1 pulcherrimin pigment sentezinin
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varligindan dolay1 M. pulcherrima tiiri olarak tanimlandi. R-23 maya susu dizi analizi
sonrast M. pulcherrima tiirii ile yiiksek benzerlik gostermesine ragmen morfolojik olarak
M. pulcherrima tiiriine 6zgii pulcherrimin pigment sentezinin olmadig: goriildii. R-3 ve R-
6 maya suslar1 restriksiyon profillerine gore farkli grupta yer almasina ragmen dizi analizi
sonrasinda ayni cinsin (Candida sp.) bireyleri olarak tespit edildi. R-17 (H. uvarum) ve R-
20 (A. pullulans) maya suslar1 gerek PCR-RFLP analizi sonrasinda gerekse dizi analizi
sonrasinda farkli tiirlerin bireyleri oldugu goézlendi. Calismamizda ahududu meyvesinden
izole edilen maya suslarinin PCR-RFLP analizi sonucunda elde edilen olasi tiir sayist 7
iken, DNA dizi analizi sonrasinda olusturulan gruplamada ahududu meyvesinin maya

florasinda 5 farkli tiiriin varlig: tespit edildi.

Caligmamiz sonrasinda restriksiyon profillerine gore farklilik gdsteren bazi tiirlerin
sekans analizleri sonrasinda ayni tiiriin bireyleri oldugu, dizi analizi sonrasinda tanimlanan

bazi tiirlerin ise morfolojik olarak farklilik gosterdigi belirlendi.

Cizelge 4.18: Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarmin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA

bolgesinin dizi analizi sonuglarina gore tiir tanimlamalari

Metschnikowia sp. R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a,
(M. pulcherrima) R-13, R-14, R-15, R-24, R-26
Hanseniaspora uvarum R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19, R-21
Candida sp. R-3, R-6, R-25
Aureobasidium pullulans R-20, R-22
Metschnikowia pulcherrima
I R-23

(Metschnikowia sp.)
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4.6. Nar ve Ahududu Meyvesinin Maya Florasinda Bulunan Tiirlerin Hiicre

Dis1 Enzim Profilleri

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek tanimlanan maya suslarinin hiicre disi
enzim profilleri API-ZYM (BioMérieux, Fransa) test sistemi kullanilarak belirlendi.
Teknik nedenlerden dolayr API-ZYM testi segilen bazi maya tiirleri igin uygulandi. 1TS1-
5.8S rDNA-ITS2 DNA bolgesinin dizi analizi sonuglarina gore olusturulan ve nar meyvesi
icin Cizelge 4.17°de ahududu meyvesi i¢in Cizelge 4.18’de verilen her gruptan 3 6rnek

secildi ve test sistemi ile profilleri belirlendi.

Nar meyvesi i¢in Cr.bestiolae maya tiiriine ait maya suslarindan P-1, P-19 ve P-30,
H. uvarum maya tiiriine ait maya suslarindan P-23, P-36 ve P-50, C. zeylanoides maya
tirline ait maya suslarindan P-20, P-25b ve P-32, Metschnikowia sp (M. pulcherrima)
maya cinsine ait maya suslarindan P-25a, P-48 ve P-53, A. pullulans maya tiiriine ait maya
suslarindan P-3, P-24 ve P-27, K. lactis maya tiiriine ait P-18 ve Metschnikowia sp maya
cinsine ait P-21 maya suslari API-ZYM test sisteminde kullanilmak {izere se¢ildi. Benzer
sekilde ahududu meyvesinden Metschnikowia sp (M. pulcherrima) maya cinsine ait maya
suslarindan R-5, R-13 ve R-24, H. uvarum maya tiirine ait maya suslarindan R-11, R-17
ve R-21, Candida sp maya cinsine ait R-3, R-6 ve R-25, A. pullulans maya tiiriine ait R-20
ve R-22 ve M. pulcherrima (Metschnikowia sp.) tiiriine ait R-23 maya suslart API-ZYM

test sisteminde kullanilmak {izere secildi.

Maya hiicreleri %2 glikoz iceren YPD siv1 lireme ortaminda bir gece iiretildi ve
¢oktiiriilerek toplanan hiicreler API-ZYM test sisteminde kullanildi. Elde edilen sonuglar

nar meyvesi i¢in Sekil 4.90’da ahududu meyvesi i¢in Sekil 4.91°de verildi.

Nar meyvesinden izole edilen maya suslarindan Cr.bestiolae maya tiiriine ait P-1, P-
19 ve P-30 maya suslarinin hiicre dis1 enzim profilleri incelendiginde P-1 ve P-19 maya
susunun benzer profil verdigi, P-30 maya susunun ise farkli enzim profiline sahip oldugu
belirlendi. Bu nedenle Sekil 4.90’da ve Cizelge 4.19’de P-1 susu gosterilmedi. P-19 nolu
maya susunda yiiksek oranda B-galaktosidaz enzim aktivitesi gozlenirken P-30 maya
susunda olmadig1 ve P-30 maya susunda gézlenen asit fosfataz aktivitesinin P-19 maya
susunda bulunmadigi belirlendi. P-19 maya susunda bulunan 16sin arilamidaz aktivitesinin
P-30 maya susundan daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.90). P-30 maya susunda diisiik
seviyede naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz enzim aktivitesi, P-19 maya susunda ise az oranda

alkalin fosfataz aktivitesi tespit edildi. Her iki maya susunda da esteraz ve esteraz lipaz
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aktivitesinin diisiik oranda varlig1 gozlenirken diger enzim aktiviteleri gdzlenmedi (Sekil

4.90 ve Cizelge 4.19).

H. uvarum maya tiiriine ait P-23, P-36 ve P-50 maya suslarinin hiicre dis1 enzim
profilleri incelendiginde P-36 maya susunun digerlerinden farkli profile sahip oldugu
gozlendi. Bu nedenle Sekil 4.90’da ve Cizelge 4.19°da P-50 susu verilmedi. P-23 nolu
maya susunda ¢ok yiiksek oranda alkalin fosfataz aktivitesi gozlenirken P-36 maya
susunda gozlenmedi. P-36 maya susunda gozlenen yiiksek B-glukosidaz aktivitesinin de P-
23 maya susunda olmadig1 gézlendi. P-36 maya susunda gozlenen esteraz, asit fosfataz ve
naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz enzim aktivitelerinin P-23 maya susunda olmadigi belirlendi.
Her iki maya susunda da diisiik seviyede esteraz lipaz ve yliksek seviyede 16sin arilamidaz

aktivitelerine rastlanirken diger enzim aktiviteleri gézlenmedi (Sekil 4.90 ve Cizelge 4.19).

C. zeylanoides maya tiiriine ait P-20, P-25b ve P-32 maya suslarinin hiicre dig1 enzim
profilleri arasinda farklilik gozlenmedi. Bu nedenle Sekil 4.90’da ve Cizelge 4.19°da
yalnizca P-20 susu gosterildi. P-20 nolu maya susunda orta seviyede esteraz, esteraz lipaz,
16sin arilamidaz ve asit fosfataz enzim aktivitesi gozlenirken diger hiicre dis1 enzim

aktiviteleri tespit edilmedi (Sekil 4.90 ve Cizelge 4.19°da).

Benzer sekilde Metschnikowia sp (M. pulcherrima) maya cinsine ait P-25a, P-48 ve
P-53 maya suslarimin enzim profillerinde ve A. pullulans maya tiiriine ait P-3, P-24 ve P-27
maya suslarinin enzim profillerinde farklilik gézlenmedi. Bu nedenle Sekil 4.90’da ve
Cizelge 4.20’de yalnizca Metschnikowia sp (M. pulcherrima) maya cinsine ait P-25a maya
susu ve A. pullulans maya tiirline ait P-24 maya susu verildi. P-25a (Metschnikowia sp (M.
pulcherrima)) maya susunda diisiik seviyede alkalin fosfataz, esteraz, esteraz lipaz ve
naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz enzim aktiviteleri ile orta seviyede valin arilamidaz, sistin
arilamidaz, asit fosfataz, a-glukosidaz ve B-glukosidaz enzim aktiviteleri gozlendi. Losin
arilamidaz aktivitesinin ise yiiksek seviyede oldugu belirlendi. A. pullulans maya tiiriine ait
P-24 maya susunda ise diisiik seviyede 16sin arilamidaz ve asit fosfataz aktivitesi, orta
seviyede ise esteraz ve esteraz lipaz aktivitesi tespit edilirken diger enzim aktivitelerine
rastlanmadi (Sekil 4.90 ve Cizelge 4.19°da). K. lactis maya tiiriine ait P-18 maya susunun
hiicre dis1 enzim profili Sekil 4.90’da ve kitle birlikte veirlen renk skalasina gore belirlenen
sayisal enzim aktiviteleri Cizelge 4.19°da verildi. P-18 maya susunda yiiksek alkalin
fosfataz, 16sin arilamidaz, asit fosfataz ve naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz ve valin arilamidaz

enzim aktiviteleri gosterirken, diger enzim aktivitelerine rastlanmamaistir.
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C.
Omék bestiolae
Enzim &1
Kontrol
Alkalin fosfataz

Esteraz (C 4)

Esteraz lipaz (C 8)

Lipaz (C 14)

Lésin arilamidaz

Valin arilamidaz

Sisitin arilamidaz

Tripsin

a-Kimotripsin

Asit fosfataz

[Naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz

a- Galaktosidaz

B-Galaktosidaz

B-Glukuronidaz

a- Glukosidaz

B-Glukosidaz

N-asetil-B-glokosaminidaz

a-Mannosidaz

a-Fukosidaz

Sekil 4.90. Nar meyvesinden izole edilen maya suslarimin hiicre dis1 enzim aktiviteleri

e.
bestiolae
(P-30)

uvarum

(P-23)

H

uvarum
(P-36)
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:eylmli)ides
(P-20)

C.
zeylanoides
(P-32)

M

puicherrima
(P-25a)

A.
pullulans

(P-24)

lactis
(P-18)




G6

Cizelge 4.19. Nar meyvesinden izole edilerek tanimalanan maya suslarina ait hiicre dis1 enzim profili renk skalasi

Cr. Bestiolae Cr. Bestiolae H. uvarum H. uvarum C. zeylanoides C. zeylanoides ?j;tcil;;izrj;?)' A. pullulans K. lactis
(P-19) (P-30) (P-23) (P-36) (P-20) (P-32) ' IZP, 253)) (P-24) (P-18)
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Alkalin fosfataz 1 0 5 1 0 0 3 0 5
Esteraz ( C 4) 3 2 0 2 2 2 3 2 2
Esteraz lipaz ( C 8) 2 1 1 1 2 2 2 2 2
Lipaz ( C 14) 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Lasin arilamidaz 1 1 1 1 2 2 1 2 5
Valin arilamidaz 0 0 0 1 0 1 4 0 4
Sistin arilamidaz 0 0 0 0 0 0 2 0 1
Tripsin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o-Kimotripsin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Asit fosfataz 1 2 0 1 2 2 3 1 3
Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz 1 1 0 1 0 2 2 0 2
a- Galaktosidaz 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B- Galaktosidaz 5 0 0 0 0 0 0 0 1
B- Glukuronidaz 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a- Glukosidaz 0 0 0 0 0 0 3 0 0
B- Glukosidaz 0 0 0 5 0 0 2 0 1
N-asetil-glokozaminidaz 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o- Mannosidaz 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a- Frukosidaz 0 0 0 0 0 0 0 0 0




Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarindan Metschnikowia sp (M.
pulcherrima) maya cinsine ait R-5, R-13 ve R-24 maya suslarinin hiicre disi enzim
profilleri incelendiginde tiim suslarin benzer profile sahip oldugu belirlendi. Bu nedenle
Sekil 4.91°de ve Cizelge 4.20°de yalnizca R-5 maya susu gosterildi. R-5 maya susunda orta
seviyede valin arilamidaz, sistin arilamidaz, asit fosfataz, a-glukosidaz ve B-glukosidaz
enzim aktiviteleri ile yiiksek seviyede 10sin arilamidaz aktivitesi belirlendi. Alkalin
fosfataz, esteraz, esteraz lipaz ve naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz enzim aktivitelerinin ise
diisiik seviyede oldugu gozlendi. R-5 maya susunda gozlenen enzim profilinin nar
meyvesine ait P-25a maya susu ile birebir benzer profile sahip oldugu tespit edildi. P-25a
maya susu DNA dizi analizi sonras1 R-5 maya susu gibi M. pulcherrima maya tiirii olarak
tanimlandi. DNA dizi analizi sonrast M. pulcherrima maya tiirii olarak tanimlanan ancak
morfolojik olarak farkli olan R-23 maya susuna ait hiicre dis1 enzim profilinin P-25a ve R-
5 maya suslarmin enzim profillerine benzemedigi gozlendi. R-23 maya susunda cok
yiiksek oranda B-glukosidaz enzim aktivitesi gozlenirken alkalin fosfataz, esteraz, esteraz
lipaz ve asit fosfataz enzim aktivitelerinin P-25a ve R-5 maya suslarindan daha diisiik
seviyede oldugu belirlendi. P-25a ve R-5 maya suslarinda goézlenen naftol-AS-Bl-
fosfohidrolaz ve a-glukosidaz enzim aktivitelerinin ise R-23 maya susunda olmadigi tespit
edildi.

H. uvarum maya tiirine ait maya suslarindan R-11, R-17 ve R-21 maya suslarinin
enzim profilleri, A. pullulans maya tiirtine ait R-20 ve R-22 maya suslarinin enzim
profilleri ve Candida sp maya cinsine ait R-3, R-6 ve R-25 maya suslarinin enzim profilleri
kendi iclerinde farklilik gdstermedi. Bu nedenle H. uvarum maya tiiriine ait R-17 maya
susu, A. pullulans maya tiirine ait R-20 maya susu ve Candida sp maya cinsine ait R-3
maya susu Sekil 4.91°de ve Cizelge 4.20°de verildi. R-17, R-3 ve R-20 maya suslarinda
diisiik seviyede esteraz enzim aktivitesi gozlenirken her iic maya susunda da yliksek
seviyede 10sin arilamidaz aktivitesi belirlendi. R-20 maya susunda asit fosfataz enzim
aktivitesi gozlenmezken R-17 ve R-3 maya suslarinda orta diizeyde bu enzim aktivitesine
rastlandi. R-17 ve R-20 maya suslarinda yiiksek oranda B-glukosidaz enzim aktivitesi
gozlenirken R-3 maya susunda diisiik oranda oldugu, R-3 maya susunda goézlenen a-

glukosidaz aktivitesinin ise diger iki maya susunda olmadig1 belirlendi.

H. uvarum maya tiirtine ait nardan izole edilen P-23 ve P-36 maya suslarinin hiicre
dist  enzim profile ahududu meyvesinden izole edilen R-17 maya susu ile

karsilagtirildiginda P-23 maya susunda asit fosfataz enzim aktivitesinin diger maya
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suslarindan (P-36 ve R-17) daha yiiksek oldugu, B-glukosidaz enzim aktivitesinin ise P-36
maya susunda cok yiiksek oldugu P-23 maya susunda olmadigi ve R-17 maya susunda ise
diisiik seviyede oldugu tespit edildi. P-36 maya susunda esteraz enzim aktivitesinin orta
seviyede esteraz lipaz enzim aktivitesinin ise diisiik seviyede oldugu, her iki enzim
aktivitesinin de P-23 ve R-17 maya suslarinda bulunmadigi gozlendi. Asit fosfataz enzim
aktivitesinin P-36 maya susunda orta seviyede, R-17 maya susunda diisiik seviyede oldugu
gozlenirken P-23 maya susunda olmadig1 gozlendi. Sonug olarak her {ic maya susuna ait

hiire dis1 enzim profilinde farklilik oldugu tespit edildi.

A. pullulans maya tiiriine ait nardan izole edilen P-24 maya susunun hiicre dis1 enzim
profili ahudududan izole edilen R-20 maya susunun enzim profili ile karsilastirildiginda
16sin arilamidaz enzim aktivitesinin P-24 maya susunda R-20 maya susundanm daha diisiik
oldugu; B-glukosidaz enzim aktivitesinin ise R-20 maya susunda cok yiiksek oldugu P-24

maya susunda ise olmadig tespit edildi.
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Omek M M E ;
pulcherrima | pulcherrima uvarum pullulans

®-5) (R-23) ®-17) (R-20) ®3)

Candida sp.

Enzim

Kontrol

Alkalin fosfataz

Esteraz (C 4)

Esteraz lipaz (C 8)

Lipaz (C 14)

Losin arilamidaz

Valin arilamidaz

Sisitin arilamidaz

Tripsin

o-Kimotripsin

Asit fosfataz

Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz

a- Galaktosidaz

B-Galaktosidaz

B-Glukuronidaz

a- Glukosidaz

B-Glukosidaz

N-asetil-p-glokosaminidaz

a-Mannosidaz

a-Fukosidaz

Sekil 4.91. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin hiicre dig1 enzim aktiviteleri
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Cizelge 4.20. Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarina ait hiicre dig1 enzim profile renk

oo | gt | e | g | ot
gt ®23) ®-17) (R-20) ®3)

Kontrol 0 0 0 0 0
Alkalin fosfataz 3 0 0 0 0
Esteraz (C 4) 3 1 1 1 1
Esteraz lipaz ( C 8) 2 1 1 0 1
Lipaz ( C 14) 0 0 0 0 0
Liésin arilamidaz 4 4 4 4 4
'Valin arilamidaz 4 0 1 0 0
Sistin arilamidaz 2 0 0 0 0
Tripsin 0 0 0 0 0
a-Kimotripsin 0 0 0 0 0
Asit fosfataz 3 1 1 0 2
e | 1 ; ; 1
o- Galaktosidaz 0 0 0 0 0
B- Galaktosidaz 0 0 0 0 0
B- Glukuronidaz 0 0 0 0 0
o- Glukosidaz 3 0 0 0 1
B- Glukosidaz 2 5 5 4 4
N-asetil- N 0 0 0 0 0
glokozaminidaz

o- Mannosidaz 0 0 0 0 0
o- Frukosidaz 0 0 0 0 0
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda Canakkale’nin Gelibolu ilgesinde yer alan Korukdy bolgesindeki
bahgelerden 2008 yilinda toplanan nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek stoklanan
maya susglar1 kullanilmistir. Nar meyvesinden 58, ahududu meyvesinden ise 27 maya susu
izole edilmis ve maya suslarmin koloni olusturabilen birim (CFU/gr ) degerleri
hesaplanmistir. Nar meyvesinden izole edilen maya suslari i¢in CFU degeri 3.7x10° gr,
ahududu meyvesinden izole edilen maya suslar1 icin CFU degeri 1.2x10% gr! olarak
belirlenmistir. Bu iki meyvenin maya floralar1 arasinda CFU degerleri bakimindan énemli

bir yogunluk farki olmadigi belirlenmistir.

Tez caligmas1 kapsaminda izole edilen maya suslart YPD kat1 besi ortaminda
tiremeleri saglanmistir. Nar meyvesinden izole edilen 58 maya susu arasinda iireme
gostermeyen 10 maya susu ¢alismadan ¢ikarilmistir. Nar ve ahududu meyvesinden izole
edilen maya suslar1 morfolojik 6zelliklerine gore gruplandirilmasi yapilmistir. Nar meyvesi
icin morfolojik olarak 8, ahududu meyvesi iginse 5 farkli grup elde edilmistir (Cizelge 4.1
ve Cizelge 4.2). Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen ve morfolojik 6zelliklerine
gore yapilan gruplardan birer maya susu API 1D32 (Analytical Profile Index)
identifikasyon kiti kullanilarak tanimlamalar1 yapilmistir. Buna gore nar meyvesinden
izole edilen 6 maya susu (P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53, P-55a) M. pulcherrima olarak, 24
maya susu (P-1, P-3, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-12, P-14, P-15, P-20, P-24, P-25b, P-26, P-
27, P-29, P-30, P-31, P-32, P-33, P-34, P-35, P-41 ve P-42) Cryptococcus sp. olarak, 14
maya susu (P-8, P-11, P-23, P-55b, P-36, P-37, P-38, P-39, P-44, P-45, P-46, P-50, P-51,
P-52) Hanseniaspora sp., olarak ve bir maya susu da (P-18) Kluyveromyces sp. olarak
tanimlandi. Ancak P-19, P-22 ve P-21 maya suslar1 API ID32C kit sistemi kullanilarak
tanimlanamamistir. Benzer sekilde ahududu meyvesinden izole edilen 14 maya susu (R-1,
R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-12a, R-13, R-14, R-15, R-24 ve R-26) M.
pulcherrima maya tiirii, 9 maya susu (R-11, R-12b, R-16, R-17, R-18, R-19, R-20, R-22 ve
R-23) Hanseniaspora sp.,maya tiirii, 3 maya susu (R-3, R-6 ve R-25) Candida sp.maya
tirii olarak tamimlanirken, bir maya susu (R-21) API-ID32C kit sistemiyle
tamimlanamamustir. Elde edilen sonuglara gore API-ID32C kit sistemi ve morfolojik
Ozellikleri kullanilarak maya suslarinin tiir tanimlama yontemlerinin cins bazinda sonuglar
verdigi anlagilmigtir. Ayrica, kit sisteminin pahali olmasi ve maya tiirlerinin

tanimlanmasinda hatali sonuclar vermesi gibi nedenlerden dolay1r molekiiler yontemler
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maya tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmaya baslanmistir. Nitekim molekiiler yontemler
daha hizli ve daha giivenilir sonuglar verebilmektedir (Pincus ve ark., 2007; Kilicoglu ve

Ozkog, 2008).

Nar ve ahududu meyvelerinden izole edilen maya suslarinin tamaminin (nar meyvesi
i¢cin 48, ahududu meyvesi i¢in ise 27 maya susu olmak {izere 75 maya susu) genomik DNA
izolasyonlar1 yapilmis  ve ITS1-5.8 rDNA-ITS2 bolgesi ITS1 (5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") ve ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')
primerleri kullanilarak PCR amplifikasyonlari yapilmistir (Sherman ve ark., 1986; White
ve ark.,1990). PCR amplifikasyonu sonrasinda elde edilen bant biiyiikliiklerine gore
yeniden gruplandirilmistir. Nar meyvesinden izole edilen maya suslar1 PCR bant
biyiikliikklerine gore 4 farkli grup (~400bp, ~650bp, ~700bp ve ~800bp), ahududu
meyvesinden izole edilen maya suslar1 ise 3 farkli grup (~400bp, ~650bp, ve ~800bp) elde
edilmistir. PCR amplifikasyonu ve morfolojik 6zellikler kullanilarak yapilan gruplamada
nar meyvesinden izole edilen maya suslarinin olas1 tiir sayis1 11, ahududu meyvesinden

izole edilen maya suslarinin olasi tiir sayis1 ise 7 olarak belirlenmistir.

Morfolojik ve PCR amplifikasyon sonuglar1 kullanilarak yapilan gruplandirmalarda
tiir tanim1 yapmak miimkiin olmayip yalnizca olasi farkli tiir sayisi belirlenebilir. Gomez
ve arkadaglar1 2010 yilinda bazi maya tiirlerini sadece molekiiler yontemlerle dogru bir
sekilde tanimlanabilecegini belirtmislerdir (Gomez ve ark., 2010). Bununla birlikte, Chain
Chang ve arkadaglart da (2005) yaptiklart calisma sonucunda ITS bdlgelerinin
identifikasyonda kullanilmasiyla geleneksel yontemlere gore daha avantajli ve dogru
sonuglar edildigini gostermistir. (Chaing Chang ve ark., 2005). Bu nedenlerden dolay1
calismamizda her bir gruptan grubu temsilen bir maya susu secilerek ITS1 5.8S rDNA-
ITS2 bolgesinin DNA dizi analizi yapilmasi planlanmistir. Ancak fazla maya susu igeren
gruplarda tek bir maya 6rneginin DNA dizileme yontemiyle tiiriiniin tespit edilmesi, grupta
bulunan diger maya suslarinin da ayni tiir oldugunu kesin olarak gostermemektedir. 1998
ve 1999 yillarinda yapilan ¢alismalarda ITS bolgelerin ve 5.8S rDNA boélgelerinin RFLP
analizi sonucunda maya suslarinin tiir seviyesinde tanimlanabilmesi icin RFLP
analizlerinin faydali olacagi vurgulanmistir (Guillamon ve ark., 1998; Esteve-Zarzoso ve
ark., 1999). Bu nedenle dizi analizinde kullanilmak iizere en uygun maya susunu minimum
yanilma olasiligi ile segebilmek i¢in izole edilen maya suslarina PCR-RFLP analizi
yapilmigtir. PCR iiriinlerinin 5 farkli (Hinfl, Haelll, Mspl, Alul ve Hhal) restriksiyon

enzimleri ile kesimi sonucunda elde edilen her grupta (nar meyvesi ic¢in 12,ahududu
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meyvesi i¢in 7) farklilik gosteren maya suslari segilerek ITS1 5.8S rDNA-ITS2 bolgesinin
DNA dizi analizi yaptirtlmistir. ITS1 5.8S rDNA-ITS2 bolgesine ait DNA dizileri BLAST
programi kullanilarak maya suslarinin tiir tanimlamasi yapilmistir. Yapilan analizler
sonucunda nar meyvesinde 19 maya susu (P-1, P-4, P-5, P-6, P-7, P-9, P-11, P-12, P-14,
P-15, P-19, P-22, P-26, P-26, P-30, P-31, P-39, P-41, P-42) Cr. bestiolae, 11 maya susu (P-
8, P-23, P-36, P-37, P-38,P-44, P-46, P-50, P-51, P-52, P-55b) H.uvarum, 7 maya susu C.
zeylanoides, 7 maya susu (P-21, P-25a, P-47, P-48, P-49, P-53 ve P-55a ) Metschnikowia
sp., 3 maya susu (P-3, P-24 ve P-27) A. pullulans ve bir maya susu (P-18) K. lactis maya
tiirli olarak tanimlanmigtir. Bu maya suslarindan P-25a ve P-48 maya suslari pulcherrimin
pigment sentezinin varligindan dolayr M. pulcherrima tiirii olarak tanimlandi. Ancak P-21
maya susunda gerek pigment sentezinin olmayis1 gerekse morfolojik olarak diger maya
suslarindan ayrildig: i¢in Metschnikowia sp. olarak birakildi. Calismamiz sonucunda nar
meyvesi yiizeyinden ise 6 farkli maya tiirii izole edilmistir. Nar meyvesinin yiizey
florasinda yer alan Cr. bestiolae maya tiirti %39.5 oranla en yogun olarak bulunan tiir
oldugu tespit edilmistir. Diger maya tiirleri i¢in ise sirasiyla H.uvarum ve Metschnikowia
Sp maya tiirii %22, C. zeylanoides maya tiirii %14.5, A. pullulans maya tiirii %6.25 ve K.

lactis maya tiirii ise %2 oraninda dagilis gosterdigi belirlenmistir.

Ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin PCR-RFLP analizleri sonucunda
farklilik gosteren maya suslart ITS1 5.8S rDNA-ITS2 bolgesinin DNA dizi analizi
yaptirilmak tizere se¢ilmistir. Maya suslarina ait DNA dizilerinin BLAST analizi
sonucunda ahududu meyvesinden 5 farkli maya susu tanimlanmistir. Ahududu
meyvesinden izole edilen 14 maya susu (R-1, R-2, R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-123,
R-13, R-14, R-15, R-24 ve R-26) Metschnikowia sp., 7 maya susu (R-11, R-12b, R-16, R-
17, R-18, R-19, R-21) H. uvarum, 3 maya susu Candida sp, 2 maya susu (R-20 ve R-22) A.
pullulans,ve bir maya susu da (R-23) M. pulcherrima maya tiirii olarak tanimlandi. R-5 ve
R-7 maya suslar1 ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bélgesinin dizi analizi sonuglarina gore
Metschnikowia sp. olarak belirlenmis, ancak bu maya suslari pulcherrimin pigment
sentezinin varligindan dolay1 M. pulcherrima tiirii olarak tanimlanmistir. R-23 maya susu
dizi analizi sonrast M. pulcherrima tiirii ile yiiksek benzerlik gOstermesine ragmen
morfolojik olarak M. pulcherrima tiirline 6zgii pulcherrimin pigment sentezinin olmadigi
goriilmiistiir. R-3 ve R-6 maya suslar restriksiyon profillerine gore farkli grupta yer
almasina ragmen dizi analizi sonrasinda ayni cinsin (Candida sp.) bireyleri oldugu,

belirlenmistir. R-17 (H. uvarum) ve R-20 (A. pullulans) maya suslar1 gerek PCR-RFLP
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analizi sonrasinda gerekse dizi analizi sonrasinda farkli tiirlerin bireyleri oldugu
gozlenmistir. Yapilan analizler sonucunda ahududu meyvesinin yiizey florasinda M.
pulcherrima maya tiiriiniin %52 oranla hakim oldugu belirlenmistir. Diger maya suslari ise
sirastyla, %26 oraniyla H. uvarum, %11.1 oramiyla Candida sp., %7.4 oranmyla A.
pullulans ve %3.7 oraniyla Metschnikowia sp. maya tiirleri ahududu meyvesinin maya

florasini olusturmaktadir.

Calismamiz sonucunda restriksiyon profillerine goére farkli gruplarda yer alan bazi
maya suglarmin DNA dizi analizleri sonucunda ayni tiire ait bireyler oldugu, dizi analizi
sonucunda ayni tiir olarak tanimlanan maya suslarinin ise morfolojik olarak farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Bu sekilde olusan karisikliklarin 6nlenebilmesi ig¢in, bilim
insanlart tarafindan yiiriitilen c¢alismalar sonucunda elde edilen DNA dizilerinin
veritabanlarina (6rnegin, NCBI-GenBank vb.) dogru bir sekilde girilmesi gelecekte
yapilmasi planlanan ¢alismalar i¢in daha giivenilir sonuclarin elde edilmesine olanak

saglayacaktir.

Arastirmamizda nar ve ahududu meyvelerinden izole edilerek tanimlanan maya
tirleri incelendiginde, M. pulcherrima, A. pullulans, ve H. uvarum tiirlerinin hem nar hem
de ahududu meyvelerinde ortak olarak bulundugu gézlemlenmistir. Nar meyvesinden izole
edilen K.lactis tiirti siit ve siit tiriinlerinde yogun olarak bulundugundan nar meyvesinde
bulunmasi kontaminasyon olma ihtimalini dogurmaktadir. Calismalarimiz sonucunda
tanimlanan maya tiirlerinden M. pulcherrima, maya tiirii biyokontrol ajani olarak
kullanilmaktadir. Ayrica bazi meyvelerde (elma, seftali ve liziim) hasat sonrasi ortaya
¢ikan patojenler ve 6zellikle de Botrytis cinerea tiiriiniin neden oldugu hastaliklara karsi
koruyucu 6zellik gostermektedir (De Curtis ve ark., 1996; Piano ve ark., 1997; Spadaro ve
ark., 2002). Candida sp. cinsine ait tiirler klinik olarak 6nemli bir mayalardir. Bu cinse
dahil olan maya tiirlerinin ¢ogu firsatg1 patojen olarak bilinmektedir. Ozellikle insan
viicudunda ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir. Ayrica insan ve hayvanlarin tist solunum
yollarii, genital ve gastrointestinal bolgelerle cilt yiizeylerini dogal yasam alani olarak
kullandiklar bilinmektedir (Diekema ve ark., 2004). Bu cinse ait patojen tiirler arasinda C.
albicans tiirii en yaygin olarak bilinen tiirdiir. A. pullulans tiirii ise ¢ok degisik yasam
alanlarina sahip olup ¢evre kirliligi i¢in indikator olarak kullanilmaktadir (Deshpande ve
ark., 1992). Ayrica pullulan adi verilen bir hiicre dis1 polisakkarit sentezleyebilmektedir
(Bernier ve ark., 1958; Sena ve ark., 2006) Pullulan molekiilii gidadan eczaciliga kadar ¢ok

genis bir alanda kullanilmaktadir. Ornegin pullulan kullanarak iiretilen ticari kapsiiller
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diyabet hastalarinda, diyet uygulanan hastalarda ve vejeteryanlar tarafindan

kullanilmaktadir. (Cheng ve ark., 2011).

Son yillarda endiistriyel enzimlerle iligkili mikroorganizmalar biyoteknolojik kaynak
olarak kullanilmaya baslamistir (Bilinski ve Stewart, 1990; Burden ve Eveleight, 1990; De
Mot, 1990; Ratledge ve Tan, 1990). Bu alanda yapilan g¢alismalarin temelinde sarap
iiretiminde onemi olan mayalar bulunmaktadir. Buna karsilik ¢evresel kaynakli mayalarin
enzim Uretimiyle ilgili yapilan ¢alismalarin sayisi olduk¢a azdir (Burden ve Eveleight,
1990; Rosi ve ark., 1994; Charoenchai ve ark., 1997; Strauss ve ark., 2001). Bu nedenle
calismalarimiz kapsaminda nar ve ahududu meyvesinden izole edilen maya suslarinin
hidrolitik enzim aktiviteleri API-ZYM test sistemi kullanilarak belirlenmistir. Nar ve
ahududu meyvelerinden izole edilen ve 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi
analizi sonuglarina gore tanimlanarak olusturulan gruplardan secilen ii¢ maya tiiriiniin API
ZYM test sistemi kullanilarak hiicre disi enzim aktiviteleri belirlenmistir. Nar meyvesinden
izole edilen ve Cr. bestiolae olarak tanimlanan P-19 ve P-30 maya suslari ve H. uvarum
tiirli olarak tanimlanan P-23 ve P-36 maya suslarinda iki farkli enzim profili belirlenmistir.
P-19 ve P-30 maya suslart icin [-galaktosidaz, 16sin arilamidaz, naftol-AS-BI-
fosfohidrolaz, alkalin fosfataz enzim aktivitelerinin, P-23 ve P-36 maya suslar1 igin ise
alkalin fosfataz, B-glukosidaz, esteraz, asit fosfataz ve naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz enzim
aktiviteleri farklilik gostermistir. C. zeylanoides, Metschnikowia sp (M. pulcherrima) ve A.
pullulans tiirlerinde ise kendi i¢inde bir farklilik gozlenmemistir. Metschnikowia sp (M.
pulcherrima)(P-25a) maya tiirlinde 16sin arilamidaz enzim aktivitesini yiiksek oldugu, A.
pullulans (P-24) maya tiiriinde ise esteraz ve esteraz lipaz enzim aktiviteleri diger
enzimlere gore yiiksek aktivite gosterdigi anlagilmistir. K. lactis (P-18) maya tiiriinde ise
yiiksek alkalin fosfataz, 16sin arilamidaz, asit fosfataz ve naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz ve

valin arilamidaz aktivitelerinin oldugu belirlenmistir.

Ahududu meyvesinden izole edilen ve ITS1-5.8S rDNA-ITS2 DNA bdlgesinin dizi
analizi sonuclarina gore tanimalanarak olusturulan gruplardan secilen ii¢ maya tiirliniin
API ZYM test sistemi kullanilarak hiicre dis1 enzim aktiviteleri belirlenmistir. H. uvarum,
A. pullulans, Metschnikowia sp (M. pulcherrima) ve Candida sp. maya tiirlerini temsilen
secilen maya sugslarinin  hiicre dist enzim aktiviteleri kendi iglerinde farklilik
gostermemistir. Ayrica DNA dizi analizleri sonucunda M. pulcherrima olarak tanimlanan
ancak morfolojik olarak diger Metschnikowia tiirlerine benzemeyen R-23 maya susunun

enzim profili diger M. pulcherrima tiirlerinden farklilik géstemistir. Ahududu meyvesinden
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izole edilerek tanimlanan maya tiirlerinde yiiksek 16zin arilamidaz ve [-glukosidaz
aktivitesi gozlenirken, diisiik asit fosfataz aktivitesi gozlemlenmistir. Arastirmalarimiz
sonucunda yliiksek aktivite gosteren enzimlerden arilamidaz enzimleri proteolitik bir enzim
olup aminoasitlerin, peptitlerin N ucunu hidroliz etmektedir (Dodor ve Tabatabai, 2007).
Fosfataz enzimleri ise pH durumuna gore asit ve alkalin fostafaz olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Ayrica bu enzimler fosfat esterlerin karbon, hidrojen ve fosfat baglarini
hidroliz etmektedir. Esteraz ve lipaz enzimleri yaglardaki ester baglarinin koparilmasinda
gorevlidir. (Karasu-Yalgin, 2012). Ayrica sistin, 16zin ve valin arilamidaz, alkali fosfataz,
naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz, o ve pB-glukozidaz enzimlerinin sarap iiretiminde Gnemli
rolleri oldugu bilinmektedir (Delfini ve Formica, 2001; Nikolaou ve ark., 2006; Nikolaou
ve ark., 2007).

Elde edilen sonuglar hiicre digt enzim profilerinin ayni maya tiiriiniin bireyleri
arasinda da farklilik gosterdigini ortaya c¢ikarmustir. Garcia-Martos ve arkadaglarinin
yapmis oldugu calismada Cryptococcus cinslerine ait 11 maya susunun enzim profili
belirlenmis ve elde edilen sonuglar incelendiginde Cr. laurentii ve Cr. neoformans
tirlerinin kendi i¢inde farkli enzim profiline sahip oldugu goriilmiistiir (Garcia-Martos ve
ark., 2001). Bu ylizden API ZYM ile test edilen her enzim aktivitesinin biyokimyasal
olarakta test edilmesi gerekmektedir. Enzim aktivitelerinin miktar1 maya suslar1 arasinda
farklilik gosterebilir. Ancak bir tiire ait enzim aktivitesinin ayni tiirlin diger bireyinde
bulunmamasi tiirlerin tanimlanmasinda kullanilan bazi1 biyokimyasal testlerin tek basina tiir
tanimlamasi i¢in yeterli olmadigin1 gostermektedir. Ancak klinik olarak énemli olan ayn1
tiire ait bireyler arasindaki enzim profilindeki farklilik epidemiyolojik olarak belirleyici

olabilir (Garcia-Martos ve ark., 2001).

Sonu¢ olarak, mayalarin gida, endiistri, tip ve eczacilik gibi bir¢ok alanda
kullaniliyor olmasi bu mikroorganizmalarin 6nemini de arttirmaktadir. Ayrica genetik
olarak kolay miidahale edilebilir olmas1 nedeniyle mayalar 6karyotik canlilar icin model
organizma olarak kullanilmaktadir. Ozellikle klinik alanlarda &nemli olan maya tiirleri
olmak {tizere, diger alanlarda endiistride; sarap iretimi, sirke yapimi, bira iiretiminde
kullanilmaktadir. Ayrica mayalarin hiicre dis1 hidrolitik enzimleri 6zellikle sarap, bira
iiretiminde aromalarin olusmasinda katki saglamaktadir. Bu baglamda mayalarin gesitli
yontemlerle identifikasyonlar1 ¢ok uzun zamandan bu yana yapilmaktadir. Maya
identifikasyonu klasik (biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik 6zellikler) yontemler, ticari

tanimlama kitleri ve molekiiler identifikasyon yontemleriyle yapilmaktadir. Yapilan
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calismalar goOstermistir ki, molekiiler identifikasyon yontemleri diger klasik ve
biyokimyasal yontemlere gore daha giivenilir sonuglar vermektedir. Ornegin 2005 yilinda
yapilan bir ¢alismada klinik 6nemi olan 373 maya susu hem klasik hem de molekiiler
yontemler kullanilarak tiir tanimlamalar1 yapilmis ve bu yontemlerin glivenilirlikleri
karsilastirilmistir. Elde edilen sonuclarda molekiiler yontemlerin daha giivenilir olugunu
gdstermistir (Chain Chang ve ark., 2005). Ozellikle klinik olarak 6nemli olan maya
tiirlerinin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasi biiyiik onem arz etmektedir. Giiniimiizde
halen klinik olarak Onemli maya suslarmin tamimlanmasinda kit sistemleri
kullanilmaktadir. Fakat kit sistemiyle yapilan tiir tanimlamasinin giivenilirligi de kesin
degildir (McGinnis, 1982; Spencer ve ark., 2011). DNA temelli tanimlama yontemleri ise
geleneksel yontemlere (morfolojik ve fizyolojik) gore daha hassas ve spesifiktir (Daek,
1995). Her ne kadar molekiiler tanimlama yontemleri daha giivenilir olsa da klasik ve
biyokimyasal metodlarla birlikte kullanilmasi daha dogru olacaktir. Ciinkii klinik alanda
yapilan bir maya izolasyonu ve identifikasyonunda bu maya tiiriiniin Virulansinin
bilinmesi, fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerinin bilinmesi yeni vakalarda ¢alismalar1 daha
da hizlandiracaktir. Endiistriyel alanda ise, mayalarin biyokimyasal o6zellikleri, enzim
uretme kapasiteleri ve fizyolojik oOzellikleri, dogru zamanda dogru maya tiiriiniin
kullanilmasina olanak saglayacaktir. Bu nedenlerle ¢calismamiz sonucunda Kit sistemi ve
klasik yontemlerin yaninda molekiiler tanimlama yontemlerin kullanilmasi daha spesifisik

sonuglar elde edilebilmesi i¢in 6nemlidir.
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