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OZET

TARHANA HAMURU FERMENTASYONUNUN MiKROBIiYAL
TAKSONOMIK YAPISININ VE POPULASYON DINAMIGININ
BELIRLENMESI

Tarhana, Tirkiye’de yaygin olarak tiiketilen ve bugday unu, yogurt, cesitli sebzeler
ile baharatlarin ilavesiyle hazirlanan hamurun fermente edildikten sonra kurutulup
ogiitiilmesi ile elde edilen geleneksel bir fermente gidadir. Bu ¢aligmada, daha dnce
ayrintili olarak belirlenmemis olan tarhana fermantasyonu florasinin aydinlatilmasi
amaci1 ile 6nemli miktarda ev ve endiistriyel olgekli iiretim yapilan Usak yoresinde
bulunan evlerden (A, B,C, D ve E) ve yerel isletmelerden (F, G, H ve K) toplanan
tarhana hamurlarinin fermantasyon siiresi boyunca taksonomik yapisi ve populasyon
dinamigi belirlenmistir. Es zamanli olarak genel mikrobiyolojik ve kimyasal
ozellikleri de belirlenmistir. Elde edilen genel mikrobiyolojik ve kimyasal verilerin
ev ve isletme tipi 6rneklerin karsilagtirma sonucu: ev tipi tarhana hamurlariin LAB
ve maya sayisinin igletme tipi tarhana hamurlarina kiyasla daha diisiik; koliform ve S.
aureus sayilarinin ise daha yiikksek bulundugu saptanmistir. Temel kimyasal
ozellikleri bakimdan degerlendirildiginde: ev tipi tarhana hamurlarinin isletme tipi
tarhana hamurlarina gore pH degerlerinin daha diisiik, asitlik sayilarinin daha yiiksek
oldugu; yine % kuru madde degerinin de ev tipi tarhana hamurlarinda daha ytiksek
oldugu belirlenmistir.

Fermantasyon siiresi boyunca ev tipi ve isletme tipi tarhana hamurlarinin LAB ve
maya mikroflorasinin gesitliliginin ve degisiminin belirlenmesi igin kiiltiire bagl ve
kiiltiirden bagimsiz yontemler kullanilmigtir. 54 farkli tarhana hamurundan (A, B, C,
D, E, F, G, H ve K 6rnekleri, 6 farkli fermantasyon giinii) toplam 2000 adet LAB ve
2000 adet maya izole edilmistir. LAB tiir gesitliliginin ve degisiminin belirlenmesi
igin kiiltiire bagh yontemlerden (GTG)s parmak-izi analizi ile 16S rDNA ve pheS
DNA dizi analizi kullanilmistir. Toplanan LAB izolatlar1, (GTG)s parmak-izi dizi
analizi ile 43 farkli grupta siniflandirilmistir. Her gruptan bir adet alinarak elde
edilen toplam 43 farkli LAB izolatinin 16S rDNA ve pheS DNA dizi analizi ile
tanimlanmas1 sonucunda Lactobacillus plantarum (16), Lactobacillus brevis (7),
Leuconostoc mesenteriodes (2), Leuconostoc pseudomesenteriodes (1), Pediococcus
acidilactici (1), Lactococcus lactis (3), Lactobacillus fobifermentas (1),
Lactobacillus mindensis (1), Lactobacillus paralimentarius (1), Lactobacillus
alimentarius (1), Lactobacillus namurensis (3), Lactobacillus casei (1),
Lactobacillus pentosus (1), Lactobacillus farciminis (3), Leuconostoc citreum (1)
tiirlerinden olustugu belirlenmistir.

Maya tiir ¢esitliliginin ve degisiminin belirlenmesinde de kiiltiire bagli yontemlerden
M13 parmak-izi analizi, 5,8S rDNA ve 28S rDNA dizi analizi kullanilmistir. Maya
izolatlari, M13 parmak-izi analizi sonuglarina goére 46 farkli gruba ayrilmistir.
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Gruplardan se¢ilen maya izolatlarinin tanimlanmasi i¢in uygulanan 5,8S rDNA ve
28S rDNA dizi analizi sonucunda, maya turlerini Candida glabrata (11), Candida
humilis  (10), Issatchenkia orientalis (9), Saccharomyces cerevisia (7),
Kluyveromyces marxianus (4), Pichia kudriavzevii (2), Saccharomyces servazzi (1),
Torulaspora delbrueckii strain (1) ve GM6 (1) suslarinin olusturdugu belirlenmistir.

Tarhana hamurlarinda bulunan LAB ve maya tiirlerini kiiltiirden bagimsiz olarak
tanimlamak ve fermantasyon siirecinde mikrobiyal florada meydana gelen degisimi
belirlemek i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Denature Gradiyent Jel Elektroforezi
(PZR-DGGE) yontemi kullanmilmistir. Calismada PZR-DGGE ile Kkiiltiire bagh
yontemlerden farkli laktobasil ve maya tiirleri tespit edilmistir. Bu farklt LAB tiirleri
ev tipi tarhana hamurlarinda Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus acidophilus ve
Streptococcus thermophilus; isletme tipi tarhana hamurlarinda ise Lactobacillus
sanfranciscensis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Pediococcus
pentosaceus olarak; farkli maya tiirleri ise ev tipi tarhana hamurlarinda
Saccharomyces barnettii ve Kazachstania unispora olarak belirlenmistir.

Tarhana hamurlarinda tiim fermantasyon siiresince baskin olan LAB tiirlerinin
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus; maya tirlerinin Saccharomyces
cerevisiae, Candida humilis, Issatchenkia orientalis ve Candida glabrata oldugu
belirlenmistir.

Tiim bu veriler, tarhana hamurlarinin ¢ok zengin bir LAB ve maya florasina sahip
olduklarini, izolasyonda zenginlestirilmis ve birden fazla besiyeri kullaniminin genel
floray1 yansitmada daha basarili olacagin ve kiiltiire bagimli yontemler ile kiiltiirden
bagimsiz yontemlerin bir arada kullanilarak polifazik bir yaklagimda bulunulmasinin
daha iyi tiir tespiti saglayacagini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Tarhana, Mikrobiyal Flora, Laktik Asit Bakterisi, Maya,
Fermente Gida, DGGE-PZR
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SUMMARY

DETERMINATION OF MICROBIAL TAXONOMIC STRUCTURE AND
POPULATION DYNAMIC OF THE TARHANA DOUGH FERMENTATION

Tarhana is a traditional fermented food, consumed widely in Turkey, obtained by
grinding and drying of fermented dough that is prepared with wheat flour, yoghurt,
various vegetables and spices. In this study, with the purpose to elucidate the
fermentation flora of tarhana which was not specified as in detail previously, the
population dynamic and taxonomic structure of tarhana doughs collected from
houses (A, B, C, D and E) and local factories (F, G, H and K) in Usak region where
the tarhana has been produced at household and industrial-scale in a significant
amount, were determined during fermentation period of tarhana doughs. At the same
time general microbiological and chemical properties of tarhana doughs were
specified. The counts of lactic acid bacteria (LAB) and yeast of house-type tarhana
doughs were found lower than the factory-type tarhana doughs; on the other hand
their coliform and S. aureus counts were higher than factory-type tarhana doughs. In
terms of the basic chemical properties, house-type tarhana doughs had lower pH
values, higher acidity counts and dry matter then the factory-type tarhana doughs

The culture dependent and culture independent molecular methods were performed
for the determination of change and diversity of the LAB and yeast microflora during
the fermentation period. A total of 2000 LAB and 2000 yeast were isolated from fifty
four different tarhana doughs (A, B, C, D, E, F, G, H and K samples for six
fermentation periods). (GTG)s fingerprint analysis, 16S rDNA sequence analysis and
pheS DNA sequence analysis of culture dependent methods were used to determine
the change and diversity of LAB. LAB isolates were classified in 43 different groups
with (GTG)s fingerprint analysis and samples obtained from each group, were
identified with 16S rDNA and pheS DNA sequence analysis. According to
identification results, LAB species were determined as Lactobacillus plantarum
(16), Lactobacillus brevis (7), Leuconostoc mesenteriodes (2), Leuconostoc
pseudomesenteriodes (1), Pediococcus acidilactici (1), Lactococcus lactis (3),
Lactobacillus fobifermentas (1), Lactobacillus mindensis (1), Lactobacillus
paralimentarius (1), Lactobacillus alimentarius (1), Lactobacillus namurensis (3),
Lactobacillus casei (1), Lactobacillus pentosus (1), Lactobacillus farciminis (3),
Leuconostoc citreum (1).

M13 fingerprint analysis, 5,8S rDNA sequence analysis and 28S rDNA sequence
analysis of culture dependent methods were used to determine the change and
diversity of yeast species. According to results of M13 fingerprint analysis, yeast
isolates were divided 46 groups. As a result of 5,8 rDNA and 28S rDNA sequence
analyses that were made for identification of yeast isolates that were selected from
groups, yeast species were specified as Candida glabrata (11), Candida humilis
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(10), Issatchenkia orientalis (9), Saccharomyces cerevisia (7), Kluyveromyces
marxianus (4), Pichia kudriavzevii (2), Saccharomyces servazzi (1), Torulaspora
delbrueckii strain (1) and GM6 (1).

Polymerase Chain Reaction and Denature Gradient Gel Electrophoresis (PCR-
DGGE) were used to identify of LAB and yeast species as independently culture in
tarhana doughs and determine microflora changes in during all fermentation period.
The different lactobacilli and yeast species were found with PZR-DGGE as
compared to culture dependent methods. The LAB species were identified as
Lactobacillus sanfranciscensis,  Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus acidophilus and Streptococcus thermophilus in
house-type tarhana doughs, and as Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum
and Leuconostoc pseudomesenteroides in factory-type tarhana doughs, and also yeast
species were identified as Saccharomyces barnettii and Kazachstania unispora in
house-type tarhana doughs.

The dominant LAB species in tarhana doughs during fermentation period were
specified to be Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sanfranciscensis,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus. And
Saccharomyces cerevisiae, Candida humilis, Issatchenkia orientalis and Candida
glabrata were determined as dominant yeast species.

All of these data revealed that tarhana doughs have a very rich flora of LAB and
yeast, enriched and using more than one medium in isolation could be more
successful to reflect general microflora, and polyphasic approach would provide
better determination of species by using a combination of culture independent and
culture dependent methods.

Key Words: Tarhana, Microbial Flora, Lactic Acid Bacteria, Yeast, Fermented
Food, PCR-DGGE.
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1. GIRIS

Tirkiye’de yasayan birgok kisinin diyetinin 6nemli bir pargasini olusturan tarhana,
bugday unu, yogurt ve c¢esitli sebzeler ile baharatlar kullanarak elde edilen hamurun
fermente edilmesi, kurutulmasi ve 6giitiilmesi ile elde edilen geleneksel fermente bir
gidadir. Tarhananin yapiminda kullanilan bilesenlerin protein, vitamin ve mineral
icerigi bakimindan oldukg¢a zengin olmasi nedeniyle 6zellikle bebek ve cocuk

beslenmesinde biiylik bir 6nem tagimaktadir.

Tarhana uretiminde en 6nemli gorevi laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalar, laktik
asit ve etanol fermantasyonu yaparak alirlar. Bunun sonucunda iiretilen metabolitler
hem tarhananin tat ve lezzet karakteristigini olustururlar, hem de pH’y1 diisiirerek raf

Omrini uzatirlar.

Tarhananin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik kalitesi ile besin degeri lizerine baz1
calismalar (Siyamoglu, 1961; Temiz ve Pirkul, 1991; ibanoglu ve Ibanoglu, 1999;
Daglioglu, 2000; Koca vd., 2002; Tarak¢i vd., 2004) yapilmis olmakla birlikte;
duyusal ve mikrobiyolojik kalitesi ile raf omri (Gzerine 6nemli etkisi olan
fermantasyon sirecinin tanimlanmasi iizerine bir adet ¢alismaya (Sengiil vd., 2009)
rastlanmistir. Bu ¢alismada ise sadece LAB tiirleri tanimlanmistir. Oysaki tarhana
hamurunda laktik bakterilerle birlikte mayalar da driinin nitelikleri agisindan ¢ok
onemli fonksiyonlara sahiptirler. Ayrica bu calismada floranin belirlenmesinde
zenginlestirilmis besiyerlerinin kullanilmamasinin da izole edilen tiir sayisinin sinirlt

diizeyde kalmasina neden oldugu diistiniilmektedir.

1.1 Tezin Amaci

Planlanan bu ¢alisma ile izolasyon igin zenginlestirilmis besiyerleri, tanimlama igin
de kiiltiire bagh ve kiiltiirden bagimsiz PZR temelli teknikler bir arada kullanarak

polifazik yaklagimla literatiirlerde izolasyon ve tanimlamada saptanan bu
1



eksikliklerin giderilmesi bdylece tarhana starter kiiltiirii gelistirilmesi ¢aligmalarina
yon verebilecek tarhana florasinin bir biitiin olarak belirlenmesi hedeflenmektedir.
Bunun yaninda, fermantasyon sirasinda mikroorganizma popiilasyonunda meydana
gelen mikrobiyal degisimler de ortaya konulacaktir. Es zamanli olarak
gerceklestirilen temel kimyasal analiz sonuglari ile populasyondaki degisim

karsilastirilarak aralarindaki iligki de belirlenecektir.

1.2 Literatir Ozeti

Tarhana; bugday unu, yogurt, maya ile ¢esitli sebze ve baharatlarin (domates, kirmizi
biber, sogan, nane, tuz vb.) karistirtlip, 1-7 gun fermente (laktik asit bakterileri ve
ekmek mayasi vasitasiyla) edildikten (Ibanoglu ve Ibanoglu, 1999) sonra kurutulup,
ogiitiilerek elde edilen geleneksel fermente bir iiriindiir (Anon., 1981, Ibanoglu ve
Ibanoglu, 1999; Blandino vd., 2003; Tarakg¢1 vd., 2004; Sengiil vd., 2009; Settanni
vd., 2011). Tiirkiye’nin hemen her bolgesinde iiretilen tarhananin bilesiminde
kullanilan maddelerin ¢esit ve miktarlari ile iiretim tekniklerinde yoresel farkliliklar
bulunmaktadir (Temiz ve Pirkul, 1991; Tarak¢1 vd., 2004). Tiirklerin Orta Asya’da
yasadiklar1 donemden bu yana bilinen ve tiiketilen geleneksel bir gida olan tarhana,
Orta Asya’dan go¢ eden Tiirkler ve Mogollar tarafindan Anadolu, Orta Dogu,
Macaristan ve Finlandiya’ya kadar yayilmustir (Ibanoglu ve Ibanoglu, 1999; Celik
vd., 2005 ). Tiirk tarhanasina benzer olan iiriinler Yunanistan’da trahana, Misir’da
kigk, Irak’ta kushuk, Macaristan’da tahonya ve Finlandiya’da da talkuna olarak

bilinmektedir (Hayta vd., 2002; Koca vd., 2002; Settanni vd., 2011).

Tarhana, Turkiye’de hemen hemen tiim bdlgelerde yaygin olarak ev Olgeginde
tretilen ve sevilerek tiiketilen bir fermente uriindir. Ozellikle Ege bélgesinde ok
yaygin olarak tiretilmektedir. Son yillarda endiistriyel dl¢ekte de iiretimi baglamistir.
Usak ve yoresi hem ev ol¢eginde hem de endiistriyel 6lgekte tarhana iiretiminde
onemli bolgelerden birisidir. Bu bolgede Ticaret Odasi’na kayithh 6 adet firma
tarafindan tiretim yapilmakta ve Tirkiye’nin degisik bolgelerine pazarlanmaktadir.
2011 yil1 sona ermemesine ragmen, simdiden Usak ilinde tarhana iiretimi 50 tona

ulagmistir (Anonim 2011).



Tarhana hamuru, Uretiminde 6nemli rol oynayan laktik asit bakterileri ile mayalar
arasindaki iliskinin meydana geldigi bir gida ekosistemidir. Bunlardan LAB asit
tiretimi ile asitligin artisindan, mayalar ise CO, ve alkol Uretimi ile hamurun
kabarmasindan ve aromatik olarak gelismesinden sorumludurlar. Fermantasyonun
basinda cesitli mikroorganizmalar yaygin olarak bulunabilmekle birlikte, daha
sonraki florada asit iireticisi LAB ile aside toleransli olan mayalar baskin

bulunmaktadir.

Lactobacillaceae familyasina ait laktik asit bakterileri, dogada ¢ok yaygin oluslari
cesitli gidalarin iiretim ve olgunlagtirlmasinda rol oynamalari nedeni ile gida
teknolojisinde bliylik 6nem tasimaktadir (Con, 1995). Bu familyanin bazi {iyeleri
gidalarin tretilmesi ve muhafazasinda ¢ok eski yillardan beri tim dlnyada fermente
et, siit tahil, meyve ve sebze iiriinlerinin hazirlanmasi ve muhafaza edilmesinde
kullanilmaktadirlar (Gokalp, 1982; Andersson, 1989; Mayra-Makinen ve Bigret,
1993; Sanchez vd., 2000).

Morfolojik ag¢idan ¢ok degisken 6zellik gosteren (kisa veya uzun ¢comak veya kok
sekilli) LAB’1 fizyolojik acidan oldukg¢a benzer ozellik gostermektedirler. Gram-
pozitif, katalaz negatif (diisilk oranda seker ihtiva eden ortamda pseudokatalaza
sahip suslar goriilebilir), spor olusturmayan (S. inulinus hari¢), Pediococcus cinsi
hari¢ tek diizlemde boliinen hareketsiz, ¢gubuk veya kok seklinde bakteriler olarak
tanimlanmaktadir (Sharpe vd., 1966; Sahin, 1990; Con, 1995). LAB’leri, mutlak
fermantatiftirler ve asil fermantasyon iirinii olarak laktik asit tiretmektedirler.
Homofermentatif LAB fermente {irlinlerde yalnizca laktik asit olustururken,
heterofermentatifler laktik asidin yanisira etil alkol, asetik asit ve karbon dioksit gibi
metabolitler de olusturmaktadir. Dogal habitatlar siit ve siit mamiilleri, islenmemis,
taze veya clirlimiis bitkiler, insan ve hayvanlarin bagirsak mukoza ve igerikleridir

(Schlegel, 1986; Tunail ve Kosker, 1989).

Tim diinyada fermente gidalarin endistriyel Uretiminin yayginlasmasiyla starter
laktik asit bakterilerinin kullanim1 biiyiilk 6nem tasimaya baslamistir. Starter laktik
asit bakterileri; mikrobiyal giivenligi saglama, daha iyi organoleptik Ozellik

goOsterme, ekzopolisakkarit, tatlandiricilar, aromatik bilesenler, vitaminler ve yararl
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enzimler liretme gibi teknolojik anlamda faydalari ile besin degerini artirici ve
probiyotik 6zellik gostermesi gibi avantajlariyla 6nem tasimaktadir. Bu bakterilere
kars1 artan ilgi, bu bakterilerin endiistriyel ve medikal uygulamalar1 nedeniyle her
gecen gilin artmaktadir (Paul Ross vd., 2002; Leroy ve De Vuyst, 2004; Temmerman
vd., 2004; Salminen vd., 2006). Bu faydali yonleri igerisinde LAB’lerinin probiyotik
niteligi son yillarda éne gikmaktadir. ilk kez 1900’lerde ortaya konan probiyotik
kavrami, terim olarak 1965’te Lilly ve Stillvell tarafindan tiiretilmistir.Probiyotik
terimi, insan ve hayvanlarda dogal mikroflora ile sisteme yararhi etkiler saglayan

canli mikroorganizmalar ifade etmektedir (Soomroo vd., 2002).

Tarhana ekosisteminin mikroorganizma florasinin ikinci grubunu olusturan mayalar
Okaryot hiicre yapisina sahip, yuvarlak, oval ve silindir bigiminde tek hiicreli
mikroorganizmalardir. Funguslara dahil olan kiiflerden miselyum olusturmamalari
ile ayrilmaktadir. Boyutlari, tiirlere ve kiiltiir kosullarina gore degismek {izere, 2-10 X
3-16 um arasinda degismektedir. Mayalar 6zellikle bag-bahce topraklar1 ve bitkiler

olmak tizere tabiatta ¢ok yaygin olarak bulunmaktadirlar.

Gida endiistride ¢cok eski tarihlerden bu yana ekmek, bira, sarap, etil alkol ve diger
alkollti ickilerin Uretiminde mayalardan yararlanilmaktadir. Gliniimiizde ise mayalar;
vitamin, enzim, pigment ve probiyotik iiriinler ile gida ve yemler icin spesifik
katkilarin, ila¢ endiistrisi i¢in biyokimyasal maddelerin eldesinde biiyiik 6nem

tasimaktadirlar (Wyder, 2001; Giirsoy ve Kinik, 2002, Kesenkas ve Akbulut, 2006).

Fermente gidalarda bulunan mayalar laktik asidi kullanarak, proteolizden
kaynaklanan alkali metabolizma drinleri ile pH’y1 yukselterek veya Urettikleri
pantotenik asit, niasin, riboflavin ve biotin ile bunlara ihtiyac duyan
mikroorganizmalarin gelisimini desteklemektedirler. Bazi mayalar sahip olduklari
lipolitik ve proteolitik aktivite ile serbest amino asitler, yag asitleri ve esterler gibi
aroma olusumuna Onciilik eden maddelerin meydana gelmesinde de buyuk rol
oynamaktadirlar (Lenoir, 1984; Suzzi vd., 2001; Wyder, 2001, Ferreira ve Viljoen,
2003, Kesenkas ve Akbulut, 2006).

LAB ve mayalarin beraber bulunduklar1 ekosistemlerde aralarinda simbiyotik veya

antagonistik iliskilerin var oldugu bazi c¢alismalarda gosterilmigtir. Mugula vd.
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(2003a) LAB’lerinin ve mayalarin ortak fermantasyon prosesinde birbirlerini
destekledikleri bildirilmigtir. Bu iliskide oncelikle LAB’lerinin mayalarin geligimi
icin gerekli olan asidik ortami sagladigi, mayalarin da laktobasiller i¢in gerekli
vitamin ve diger gelisme faktorlerini sagladigi belirtilmistir. Bu simbiyoz iliskinin
fermente tahil {rlinlerinin  kabul edilebilirligini ve aromasini gelistirdigi

vurgulanmistir.

Laktik asit bakterileri ile mayalar arasindaki simbiyotik iligkiyi gOsteren bir
calismada Mugula vd. (2003b) tarafindan fermente bir dar irtiniinde maya ve LAB
kiiltiirlerinin beraber kullanilmasiin tek kiiltiirlerin kullanimina gore asitligin artigi
ve pH degerinin diisiisli lizerine daha etkili oldugu bildirilmistir. Akbulut ve Kinik
(1992) tarafindan hazirlanan derlemede de S. inusitatus, T. holmii ve L.
sanfrancisco’nun ekmek yapiminda oldukga kararli bir iliski sergiledigi belirtilmistir.
Ekmek yapiminda yer alan bu mikroorganizmalardan laktobasillerin, maltoz
fosforilaz asimilasyon yolunu izleyerek maltozu pargaladigi ve metabolizma yan
iirlinli olarak maya tarafindan kullanilabilen glukoz meydana getirdigi bildirilmistir.
Mayalarin ise bu glukozu kullanarak bakterileri tesvik eden bazi maddeler meydana
getirdigi bdylece mikrobiyal sistemin iki bileseni arasinda denge saglandigi

belirtilmistir.

Eksi hamur sisteminde S. cerevisiae’nin aminobutirik asit, prolin, valin, izolosin,
glisin ve peptidleri, laktik asit bakterilerinin ise glisin ve alanin saliverdigi
bildirilmistir. Uygun karbon kaynagi ve vitaminlerin bulundugu ortamlarda L.
sanfranciscensis ve L. plantarum ile S. cerevisiae ve S. exiguus arasinda nitrojen
kaynagi agisindan yarisma olmamakta ve mayalarin bakteriyel enzimlerce
hizlandirilmis lizizi ile ortama saliverilen aminoasitler ile vitamin ve peptidler
bakteriyal gelisimi stimule etmektedir. Oyle ki S. cerevisiae Kultur( ile birlikte
gelistirildiginde L. sanfranciscensis baslangicta hazir esansiyel aminoasitlerin (valin,
1zolosin) bulunmadigi ortamlarda bile gelisebilmektedir (Gobbetti, 1998).

Eksi hamur baskin florasini olusturan L. sanfranciscensis ve L.plantarum ile S.
cerevisiae arasindaki iligski glukoz ve maltoz igeren sentetik besiyerinde galisilmistir.

L. sanfranciscensis ile S. cerevisiae’nin beraber gelistirilmesi durumunda bakteriyal
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gelisme ile laktik asit ve asetik asit liretiminde diisiis belirlenmistir. Bu diisiis S.
cerevisiae tarafindan maltozun 6zellikle de glukozun hizli tiiketimine baglanmistir.
Yine ayn1 arastirict tarafindan L. plantarum ile S. cerevisiae’nin beraber kullanilmasi
durumunda CO; iiretiminde artma ve hamurun gaz tutma kapasitesinde gelisme

meydana geldigi bildirilmistir (Gobbetti, 1998).

Narvhus ve Gadaga (2003) tarafindan karisik kiiltiirler ile yapilan fermantasyonlarda,
fermantasyondan asil sorumlu olan tiir ile yardimer tiiriin birbirlerini olumlu veya
olumsuz etkileyebilecekleri bildirilmistir. Olumsuz etkinin besin ogeleri agisindan
yarisma veya antimikrobiyal metabolit iiretimi ile gerceklesebilecegi belirtilmistir.

Mayalarin ise vitamin iireterek LAB gelisimini artirabilecegi ifade edilmistir.

Bu simbiyotik iligki ile birlikte, tarhana iiretiminde mayaya yer verilmesinin hem
fermantasyon siiresini kisalttigi, hem de 6rnekteki bazi1 aminoasitler ile tarhananin tat
ve koku Ozellikleri lizerinde olumlu etkiler yarattigi bildirilmistir (Temiz ve Pirkul
1990). Maya katkisi, tarhana Orneklerinde suda eriyebilir protein miktarini, ¢ig
tarhanada protein sindirilebilirligini, enerji degerini ve viskoziteyi de artirmaktadir
(Tiirker, 1991). Tarhananin sahip oldugu gii¢lii maya aromasi ve asidik tadin,
fermentasyon siiresince faaliyet gdsteren yogurt kiiltiiri ve mayalar tarafindan
gerceklestirildigi bildirilmektedir. Diisiik pH (3,8-4,2) ve nem igerigi (%6-9) ile
patojen ve bozucu mikroorganizmalarin gelisimi icin elverigsiz bir ortam olusturma
Ozelligi ve higroskobik olmayan yapist nedeniyle giivenli bir gida olarak
nitelendirilen tarhananin, uygun sartlarda 1-2 yil boyunca bozulmadan muhafaza
edilebilen dayanikli bir {iriin oldugu vurgulanmaktadir (Ibanoglu ve ibanoglu, 1997;
Daglioglu, 2000).

Tarhananin besleyici icerigi ve duyusal nitelikleri, 6zellikle yapiminda kullanilan
yogurt ve bilesiminde bulunan diger katkilarin miktar ve ¢esidine bagli olarak
degismektedir. Bu {iriiniin yapiminda kullanilan bilesenlerin protein, vitamin ve
mineral icerigi bakimindan oldukc¢a zengin olmasi nedeniyle 6zellikle bebek ve
cocuk beslenmesinde biiyiik bir dnem tasimaktadir (Ainsworth vd., 1999; Ibanoglu
ve Ibanoglu, 1999; Gégmen vd., 2004; Celik vd., 2005).



Siyamoglu (1961) tarafindan tarhana Orneklerinin besin degerini saptamak igin
evlerde iiretilen 134 adet tarhana Ornegi lizerine yapilan arastirmada, orneklerin
ortalama 599 mg/100g fosfor, 282 mg/100g potasyum, 3736 mg /100g kalsiyum, 103
mg/100g demir igerdigi, temel bilesiminin ise Tablo 1’de verildigi gibi oldugu

belirlenmistir.

Tablo 1.1: Tarhananin kimyasal igerigi (g/100g) (Siyamoglu,1961).

Kimyasal Bilesen %Nem %Kil %Protein  %Yag %Nisasta %Lif %Tuz %Seker

Ortalama Deger 10,2 6,22 16,0 5,44 60,03 1,02 3,80 3,06

Daglioglu (2000) tarafindan ticari tarhana tiretiminde iki farkli yontemin kullanildig
belirtilmistir. Birinci yontemde biitiin bilesenler aym1 anda karigtirilarak hamur
yogrulur, fermente edilir, kurutulur ve elenerek tarhana elde edilir. Ikinci yontem ise
eksi hamur yontemi olarak adlandirilmakta ve bu yontemde kullanilmasi planlanan
tim malzemelerin karigtirilip, 50 rpm'de 15 dk i¢in yogruldugu ve elde edilen
hamurun paslanmaz tepsiye 1-1,5 cm derinliginde yayildigi 40-42 °C en az 5 giin
siireyle fermantasyona birakildigi ve takiben hamur nem icerigi %8 olana kadar 80

°C'de kurutuldugu bildirilmistir.

Unal (1991) ve Ibanoglu ve Maskan (2001) tarafindan bildirildigine gore ise ticari
tarhana iiretimi: formiile giren bilesenlerin hamur yogurma kazanlarinda karistirma
ve yogurma islemi yapildiktan sonra celik teknelere aktarilarak 30-35°C’de, nemi
ayarlanabilen ve havalandirma sistemi bulunan odalarda fermantasyona
birakilmaktadir. Fermantasyonda tarhana standardinda belirtilen asitlik derecesine 4
giinde ulasilmakta ve daha sonra hamura 6nceden iiretilmis ve toz haline getirilmis
tarhanadan bir miktar ilave edilerek nem igerigi %30-32 arasina getirilip makarna
presi ile 15-2 cm uzunlugunda, 8 mm c¢apinda silindirik pargalar halinde
sekillendirilmektedir. Tarhana hamur pargaciklari 60-65 °C sicaklikta bantli, akigkan
yatakli veya tepsili kurutucularda kurutularak nem orani % 6-10 oranina kadar

diistiriilmekte ve takiben ogiitiiliip, elendikten sonra paketlenmektedir.

Beslenme agisindan biiyiik 6nem tasiyan bu {iriiniin iiretim yontemleri, bilesimi,

fermantasyon ile besleyici degerindeki degisim lizerine yapilmis ¢esitli calismalar
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bulunmaktadir. Celik vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada tarhananin fonksiyonel
Ozelikleri ve kalitesi lizerine mayanin etkisi iki formiil kullanilarak laboratuar
kosullar altinda tiretilmis tarhana modelinde belirlenmistir. Fermantasyon periyodu
boyunca %067'lik etil alkole gecen asitlik degerinin 7’den 21’e kadar arttigi
goriilmiistiir. Maya ilavesinin, 6rneklerin fonksiyonel 6zelliklerini (p<0,05) 6nemli
derecede etkiledigi saptanmistir. Maya ilave edilen 6rneklerde 6nemli fonksiyonel
Ozelliklerden olan su tutma kapasitesi, kdpurme kapasitesi ve kopuk stabilitesi
azalmistir (p<0,05). Maya ilaveli 6rneklerde 30, 45 ve 60 °C’lerde vizkozite ise
artmistir. Calisma sonucu, tarhanaya kontrollii kosullar altinda maya ilavesinin
fermantasyon siiresini kisalttigt ve {riiniin duyusal Ozelligini artig1 da ifade

edilmistir.

Tarhana hamurunda organik ve yag asitlerinin giinliikk degisimlerinin incelendigi bir
calismada doymus yag asidi oran1 %14, doymamis yag asidi oran1 da %86 civarinda
bulunmustur. Tespit edilen yag asitlerinden igerisinde en ¢ok (%40,13) palmitik asit
bulunmustur (Erbas vd., 2006). Ekinci (2005) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada
ise tarhanada bulunan suda ¢oziinebilir vitamin igerigi iizerine fermantasyonun (30
°C/4giin) ve kurutmanin (50, 60 ve 70 °C) etkisi aragtirlmistir. 4 giinliik
fermantasyonun ve kurutmanin tarhananin suda ¢6ziinebilir vitamin igerigini dnemli
derecede (p<0,05) etkiledigi belirtilmistir. Fermantasyon siiresi sonunda folik asit,
askorbik asit, pantotenik asit, niasin ve riboflavin igerikleri artmis (p<0,05), tiamin
ve pridoksin igeriginde ise onemli bir farklilik goriilmemistir. 50, 60 ve 70 °C’de
kurutma islemi sonunda ise suda ¢oOzilebilir vitaminlerde azalma (p<0,05)
goriilmiistiir. Suda ¢oziilebilir vitamin igerigindeki en yiiksek kayip, 70 °C’de 35
saatlik kurutma islemi sonucu goriilmiistiir. Bu islem sonunda, askorbik asit, niasin,
pantotenik asit, pridoksin, tiamin, folik asit ve riboflavinde sirasiyla %13,5, %12,6,

%18,0, %23,3, %39,8, %16,3 ve %26,7’lik bir azalma goriilmiistiir.

Temiz ve Pirkul (1990) tarafindan yapilan ¢aligmada tarhana fermantasyonunda
kimyasal ve mikrobiyolojik degisimler incelenmistir. Bu c¢alismada tarhana
tiretiminde kullanilan yogurt tipi ve miktarinin degistirilmesi ile bilesiminde mayaya

yer verilmesinin, tarhana fermantasyonunun gelisimi ve iiriindeki mikroorganizma
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populasyonu (zerindeki etkileri incelenmistir. Uretimde isletme tipi yogurt
kullanildiginda, asitlik ve pH gelisiminde torba yogurduna gore daha iyi sonuglar
alinmistir. Yogurt miktarinin yariya indirilmesi durumunda, tarhanalardaki asitlik ve
pH gelisimi bilesiminde mayaya yer verilip verilmemesine gore degisiklik
gostermistir. Fermantasyon sonunda maya ilave edilmeyen gerek isletme tipi gerekse
torba yogurdu kullanilarak yapilan tarhanalarda asitlik degerinin Tarhana
Standart’inda belirtilen kosula (15 asitlik degeri) uyumlu oldugu; maya ilave edilerek
yapilan tarhanalarda ise yeterli asitlik degerine ulasilmadig1 goriilmiistiir. Tarhana
orneklerindeki toplam canli bakteri sayis1 fermantasyon sonunda diismiistiir. Bu
diisiistin torba yogurdu kullanilarak {iretilen ornekler ile yogurt miktar1 yariya
indirilerek {iretilen &rneklerde daha belirgin oldugu belirtilmistir. Uretimde
kullanilan yogurt tipinin laktik streptokok gelisimi {iizerine de Onemli etkide
bulundugu ifade edilmistir. Yogurt miktarinin yartya indirilmesinin laktik streptokok
gelisimini fazla etkilemedigi, ancak bu Orneklerdeki laktik streptokok sayilarinin,
yogurt miktarinin tam tutuldugu orneklere gore fermantasyon boyunca daha diisiik
degerlerde kaldig bildirilmistir. Isletme tipi yogurtlar ile iiretilen drneklerde bilesime
maya ilavesi, laktik streptokok gelisimini olumsuz etkilemistir. Maya-kiif sayis1 ise
biitiin orneklerde fermantasyonun 1. ve 2. giinlerinde artarken; 3. giiniinde hizla
azalmig ve fermantasyonun sonunda maya kiif sayisinin 0. giiniine gore daha diisiik
seviyede oldugu belirtilmistir. incelenen drneklerin hi¢ birinde koliform bakteriye

rastlanmamustir.

Temiz ve Pirkul (1991) tarafindan yapilan bir calismada tarhana iiretiminde
kullanilan yogurt tipinin ve miktarinin degistirilmesi ile bilesiminde mayaya yer
verilmesinin, tarhananin kimyasal ve duyusal oOzellikleri tizerine etkileri
incelenmistir. Arastirmacilar yaptiklar1 calisma sonunda tretimde farkli tip yogurt
kullaniminin (isletme tipi veya torba yogurt) birbirine {istiin yonleri oldugunu
belirtmislerdir. Torba yogurdu kullanilarak iiretilen tarhanalar protein ve amino asit
igerigi ile duyusal 6zellikleri yoniinden daha {iistiin nitelikte bulunmustur. Ancak
torba yogurdu kullanilarak iiretilen tarhanalarda isletme tipi kullanilarak iiretilen

yogurtlara kiyasla kalsiyum ve demir igerikleri bakimindan daha diisiikk degerlere



sahip olmas1 da dikkat c¢ekmektedir. Ama bu durum istatistiki a¢idan Onemli
bulunmamistir. Tarhana iiretiminde yogurt ve una 1:1 oraminda yer verilmesi,
orneklerin kimyasal kompozisyonu, dolayisiyla da besin degeri iizerine genel olarak
daha olumlu sonuglar yaratmistir. Tarhana bilesiminde mayaya yer verilmesi
orneklerin belirli amino asit igerigi ve tat-koku ozellikleri tUzerinde olumlu etkiler
yaratmistir. Ayrica torba yogurdunun baglangicta belli bir maya yiikiine sahip oldugu
da dikkate alindiginda mayanin tarhana iiretiminde kaliteyi 1yi yonde etkileyen bir

faktor oldugu sonucuna varilmistir.

Tarhana Uretiminde ¢cok dnemli rol olan mikrobiyal flora ile tarhana kalite kriterlerini
olusturan temel kimyasal Ozelliklerin belirlenmesi {izerine cesitli arastirmalar

yuriitilmistir.

Soyyigit ve Ozgelik (2004) Isparta ve yoresinde iiretilen ev yapimi tarhanalarin
mikrobiyolojik ve teknolojik kalitesini belirlemistir. Yapilan mikrobiyolojik analiz
sonuglarina gore tarhanalarda; toplam bakteri 1,4x10°-2,1x10" kob/g, laktik asit
bakterileri <10-1,x10" kob/g, maya-kiif <10-3,3x10" kob/g ve laktik Streptococcus
sayilar 2,1% 10%-1,0x10" kob/ g degerleri arasinda bulunmustur. Incelenen drneklerde
S. aureus ve Enterococcus sp. <10 kob/g olarak belirlenmistir. Koliform bakteri ise
<3 kob/g olarak bulunmustur. Yapilan kimyasal analiz sonuglarina gore ise
tarhanalarda; pH 3,61-4,86; %67°lik alkole gegen asitlik degeri 4,91-36,62; nem
%8,46-15,38; kil %1,63-13.19; HCI’de ¢6zinmeyen kil %0,027-0,198; protein
%12,79-21,58; tuz %1,29-12,43 ve yag %1,35-7,90 degerleri arasinda bulunmustur.

Erbas vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada yas ve kuru tarhananin kimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal oOzellikleri alti aylik depolama siiresi boyunca
karsilastirilmistir. Calismada yas tarhana ornekleri 0, 1, 2 ve 3. glin olmak (zere 4
giin fermente edilmistir. Fermantasyon sonunda yas tarhananin kimyasal bilesiminin
%61,05 su, %16,79 protein, %2,83 lif, %3,92 yag, %8,94 kiil ve %6,48 tuz oldugu
belirtilmistir. Fermantasyon baslangicinda Lactobacillus spp., TAMB, maya ve kuf
sayisinin yaklasik ayni sayilarda oldugu, fermantasyonun 1. giiniinde Lactobacillus
spp. ve TAMB sayisinin yiikseldigi fakat ilerleyen fermantasyon giinlerinde ise artan

asit icerigi ile birlikte sayilarinin diistiigii tespit edilmistir. Ayrica maya ve kiif
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sayisinin da fermantasyon siiresince azaldigi bildirilmistir. Tarhana hamurunun artan
asit icerigi ile birlikte Lactobacillus spp. sayisinin 6,47 log kob/g’dan 5,44 log
kob/g’a ve TAMB sayisin da 6,43 log kob/g’dan 5,95 log kob/g’a diistiigii
belirtilmistir. Bu durumun, fermantasyonda iiretilen organik asitler ile karbondioksit,
hidrojen peroksit, diasetil, etanol ve bakteriyosin gibi bilesiklerin bakteriler

uzerindeki antimikrobiyal etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir.

Degirmencioglu vd. (2005) tarafindan tarhana iiretiminde kullanilan tarhana
bitkisinin (Echinophora sibthorpiana) LAB ve maya sayist iizerine etkisini
arastirmak ic¢in 0, 2 ve 4. gilinlerde sayimlar yapilmistir. Calisma sonucu tarhana
bitkisi katilan hamurlarin LAB sayisinin 2 ve 4. giin diizenli artarken; katilmamis
olanlarda saymnin 2. giin arttig1, 4. glin ise azaldig1 belirlenmistir. Maya sayisinda ise
bunun aksine tarhana bitkisi katilan hamurlarda 2. giin artis, 4. giin azalis; katkisiz
kontrol Orneginde ise her iki giinde de azalis belirlenmistir. Dort giinlik
fermantasyon boyunca tiim orneklerin titre edilebilir asitlik degerlerinde artis pH
degerlerinde ise diisiis belirlenmistir. En diistik titre edilebilir asitlik degerine sahip

katkisiz kontrol 6rneginin pH degeri de en yiiksek olarak saptanmustir.

Tarhana tiretiminde istenilen fermantasyondan sorumlu LAB ve mayalarin toplam
sayilarinin yani sira, hangi tiirlerden olustugu ve fermantasyon boyunca florada ne
tir degisimlerin meydana geldigi elde edilen driiniin kalitesinde kilit 6neme sahiptir.
Bu nedenle son yillarda yapilan ¢aligsmalar tiim fermente iirlinlerde oldugu gibi
tarhanalarda da iiretimden sorumlu floranin aydinlatilmasina yoneliktir. Bu yondeki
caligmalarda Oncelikle fenotipik yontemler kullanilmaya baglanmistir. LAB
tamimlanmasinda kullanilan, genelde cins-tiir diizeyinde tanimlamaya imkan veren
geleneksel fenotipik yontemler; morfolojik, fizyolojik, metabolik, biyokimyasal
ozellikler, faj duyarliligi, antijenik profili, antibiyotik duyarlilig1 ve toplam hiicre ya
da hiicre duvar1 proteinlerinin elektroforetik izinin belirlenmesidir. Farkli pH,
sicaklik ve tuz konsantrasyonunda gelisme, gaz iiretimi gibi bazi basit fizyolojik
testler ile cins diizeyinde, karbonhidrat fermantasyonu gibi biyokimyasal testler ile
de tiir diizeyinde ayirim saglanabilmektedir (Khaled, vd., 1997; Falsen, vd., 1999;
Koksal, 1999; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).
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Fenotipik yontemler gen ekspresyon (iriinlerine dayandigindan hem ortam
kosullarina gore degisim gosterebilmekte, hem de LAB’lerinin ¢ogunun oldukca
benzer ihtiyaclara sahip olmasindan dolay: tiir diizeyinde tanimlanmalarda ayrim
giicii ve hassasiyetleri bakimindan siiphe uyandirici olmaktadir. Baz1 durumlarda
cins diizeyinde tanimlamada dahi zorluk ¢ikartmaktadir. Fenotipik ve biyokimyasal
ozelliklere dayali geleneksel yontemler LAB’larin cins ve tiir bazinda genel bir
tanimlamas1 i¢in kullanilabilirse de, genellikle hatali tanimlamalara neden
olabilmektedir (Babalola, 2003). Lactobacillaceae familyasinin iiyelerinin
biyokimyasal testlerde izole edildikleri materyallere gore Onemli farkliliklar
gostermesi nedeniyle, geleneksel tanimlamalarda en yaygin kullanilan karbonhidrat
testlerinin 6nemli giicliikleri bulundugu bildirilmektedir (Ertekin ve Con, 2011).
Fenotipik yontemler arasinda en giivenilir yontem oldugu belirtilen protein profil
analizinin de yeterli olmadig1 ve dogrulugunu kanitlamak i¢in molekiiler yontemlere
ihtiyag duyuldugu belirtilmistir (Temmermann vd., 2004) Tanrikul vd. (2004)
tarafindan da bakterilerin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilan
geleneksel yontemlerin referans olarak gosterilmesine ragmen, besiyerlerinin
hazirlanis  ve inokulasyonunda standartizasyonun laboratuvar personelinin
gosterecegi duyarlilia bagli olmasi, hem de fazla is giicii ve zaman harcanmasi

yoniinden olumsuzluklar igerdigi belirtilmistir.

Nitekim, Buyukyorik ve Soyutemiz (2010) tarafindan fenotipik testlerde L. lactis
profili gosteren 36 izolattan 17 tanesinin L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp.
cremoris altttrlerini belirlemek amaciyla spesifik primerler ile yapilan caligmada
istenilen bantlar1 vermedigi belirlenmistir. Bu cinste yer alan mikroorganizmalarin
diger cinslerle, 6zellikle de enterokoklarla fenotipik 6zelliklerine gore kolaylikla
karistirilabilecegi, negatif yanit veren bu izolatlarin laktokok cinsine ait diger
mikroorganizma gruplarindan da olabilecegi bildirilmistir. Bu durumun tiir
seviyesinde ayirim i¢in PZR gibi diger ilave analiz tekniklerinin gerekli oldugunun

bir gostergesi oldugu vurgulanmastir.

Buyuk ve Sahin (2011) tarafindan Brucella’larin geleneksel yontemlerle

tanimlanmasinda karsilasilan bazi giigliikler nedeniyle son yillarda cins, tiir ve
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biyotip diizeyinde identifikasyonuna yonelik molekiiler tekniklerin yaygin bir sekilde
kullanildig1 bildirilmistir. Bu tekniklerden PZR’1n yaygin bir kullanim alanina sahip
oldugu ve bu teknigin, hem izolatlar {izerine hem de kan, siit, vajinal akinti, atik fotus
doku oOrneklerinde etkenin aranmasina yonelik olarak direk PZR seklinde de
uygulanabilecegi belirtilmistir. Arastiricilar tarafindan yapilan ¢alisma sonucu izole
edilen ve cins spesifik PZR Kkiti ile Brucella spp. olarak tanimlanan 106 susun
multipleks PZR kiti ile yapilan analiz sonras1 105’1 B. abortus ve 1’i B. melitensis
olarak belirlenmistir. Bakteri izolasyonu ile elde edilen sonuglar ile molekiiler teshis
amagh kullanilan bu PZR kitleri benzer sonuglar vermistir. Brusellozisin teshisinde
PZR’nin daha hizli, giivenli, yiiksek hassasiyet ve spesifiteye sahip oldugu
bildirilmistir.

Polat (2008) tarafindan da ishalli hastalarin diski 6rneklerinden Campylobacter
tirlerinin tanisinda kullanilan klasik kiiltiir bazli izolasyon ve identifikasyon
yontemlerinin uygulanmasinin zor, pahali, zaman alici, diisiik duyarlilik ve
Ozgiillikte oldugu Dbelirtilmistir. Calismada C. jejuni ve diger termofilik
Campylobacter tiirlerinin tani1 ve tiplendirilmesinde, geleneksel kiiltiir yontemleri ile
23S rDNA bazli PZR-RFLP yonteminin duyarliligt karsilastirilmis ve sonug olarak
tir dazeyinde identifikasyonunda molekuler yontemlerin daha hassas oldugu

belirtilmistir.

Yukarida verilen 6rneklerden de goriildiigii gibi kompleks floraya sahip 6rneklerin
florasinin aydinlatilmasinda geleneksel yontemler cogu kere yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenle, izolasyon-tanimlama galismalarinda yeni suslarin tanimlanmasi veya yakin
akraba tiirlerin ayirnminda etkili sonuglar veren molekiiler tekniklerin kullanilmasi
giderek yayginlagsmakta ve genel kabul gérmektedir. Son yillarda hem tarhanain hem
de Diinya'nin farkli bolgelerinde {iretimi olan fermente tahil {irlinlerinin tiretiminden
sorumlu floranin tespitinde PZR temelli teknikler kullanilarak yeni suslarin

tanimlanmas1 ve fermentasyon siirecindeki degisimin izlenmesi miimkiin olmustur.

Molekiiler yontemler kullanilan teknige bagli olarak mikroorganizmalar1 cins
seviyesinden alt tir seviyesine kadar tanimlamada kullanilabilmektedir. Niikleotit

sekanslarinin kullanimini igeren bu teknikler olduk¢a hizli sonuclar vermekte olup,
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besiyerindeki degisikliklerden etkilenmemeleri bakimindan fenotipik identifikasyon
yontemlerine kiyasla oldukga 6nemli avantajlara sahiptirler. Bu nedenle, LAB’lerini
tanimlama caligmalarinda, fenotipik yontemlerden daha giiclii bir ayirnm giiciine
sahip, tekrarlanabilir, uygulamasi ve sonuglarin yorumlanabilmesi kolay olan
molekdler yontemler tercih edilmektedir (Babalola, 2003; Moschetti vd., 1998; Bush
ve Nitschko, 1999; Koksal, 1999; Kiran, 2006; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

LAB susglarinin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler yontemler ¢ogaltilmis parca
uzunluk polimorfizmi (AFLP), pulsed alan jel elektroforezi (PFGE), ribotiplendirme,
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), DNA Amplification Fingerprinting (DAF),
rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD), restriksiyon par¢a uzunluk
polimorfizmi (RFLP), plazmid profili, sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE), Amplifiye edilmis ribozomal DNA restriksiyon analizi
(ARDRA), MLEE, Hibridizasyon, % G+C ve sekanslamadir (Kiran, 2006;
Buyukyorik ve Soyutemiz, 2010; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

Diger yandan florada bulunan mayalarin hizli tanimlanmalarinin yapilabilmesi, is
giiciiniin distiriilmesi, ayirim giicliniin artirilmasi, verilerin elektronik ortamda
saklanabilmesi ve daha sonraki uygulamalarda bu verilerin rahatlikla
kullanilabilmesinden dolay1 molekiiler yontemler mayalarin tanimlanmasinda da 6n
plana c¢ikmaktadir (Jeyeram vd., 2008). Bu yonde giiniimiize kadar gelistirilen
yontemlerin baslicalari; ribozoma ait bolgenin dizi analizinin yapilmasi (18S, 26S ve
ITS bolgeleri analizi), genomun sinirlayict enzimlerle rastgele kesilerek DNA parca
blyukliklerinin kiyaslanmasi (RFLP), ribotipleme, polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR), rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA bolgelerinin kiyaslanmasi (RAPD),
cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP), coklu lokus dizilerin tiplendirilmesi
(MLST), mitokondriyal DNA’larda uzunluk analizi (ntDNA-RFLP), dalgali alan jel
elektroforezi (PFGE), mikro uydu dizilerin analizidir (Deak vd., 2000; Senses-Ergl
vd., 2006; Beh vd., 2006; Kiran, 2006). Bunlarin yaninda kiiltiir edilmeden yapilan
tanimlama yontemleri de rutin maya analizleri ve tanimlarinda kullanilmaktadir.

Tim mikroorganizmalarda oldugu gibi Denatiire Jel Gradient Elektroforez (DGGE)
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yontemi bu amagla kullanilan en yaygin yontemlerin basinda gelmektedir (Beh vd.,
2006).

[k baslarda molekiiler teknikler geleneksel yontemler ile birlikte uygulanmis ve ikisi
arasinda karsilastirmalar yapilmistir. Ornegin, fenotipik (karbonhidrat asimilasyonu
gibi ) ve genotipik (rep-PZR, multiplex PZR, 16S rRNA dizi analizi) yontemleri
birlikte kullanan Sengiin vd. (2009) tarhana iiretiminde Onem tasiyan laktik asit
bakterilerinin aydinlatilmas1 ig¢in, Tiirkiye’de sekiz farkli boélgeden toplanan
numunelerden 226 adet LAB izole ederek tamimlamislardir. Elde edilen LAB
izolatlarmin  benzer suslarmin  ayrimimin  yapilmasi  i¢in  (GTG)s (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3) primeri kullanilarak genotipik olarak izolatlar kendi
icinde gruplandirilmis ve demet analizi ile 11 gruba ayrilmistir. Her gruptan temsilci
izolat secilmis ve 7f ve 1510r primerleri kullanilarak 16S rDNA dizi analizi ile
tanmimlanmistir. Tanimlama sonucunda bakteri izolatlarin %27’sinin P. acidilactici,
%19’unun S. thermophilus, %19'u L. fermentum, %12'sinin E. faecium, %7'sinin P.
pentosaceus, %5'inin L. pseudomesenteroides, %4'Unun W. cibaria, %2'sinin L.
plantarum, %2'sinin L. delbrueckii spp. bulgaricus, %2'sinin L. citreum, %1'inin L.
paraplantarum ve %0,5’inin L. casei’den meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica L.
plantarum / L. pentosus grubuna ait olanlari tanimlamak i¢in de recA genini ¢ogaltan

primer kullanilarak multiplex PZR uygulanmustir.

Settanni vd. (2011) tarafindan yapilan arastirmada, 30 °C ve 40 °C’de fermente
edilen iki farkli tarhana hamurunda 0, 2, 4, 6 ve 8. giinlerdeki LAB ve maya
florasinin gelisimi degerlendirilmistir. Her iki hamurun fermantasyon siirecinde
koliform grubu bakteriye rastlanmazken; LAB ve maya sayist ise 10’-10% CFU/g
arasinda tespit edilmistir. Tarhana fermantasyonu esnasinda toplam 222 LAB
kolonisi izole edilerek, fenotipik ve polimorfik Ozelliklerine gore tanimlanmustir.
Buna gore LAB izolatlart M13, AB106 ve AB111 single primerlerinin kullanildig1
RAPD-PZR ile gruplandirilmis ve 16S rDNA ve ITS bolgelerinin DNA dizi
analiziyle tanimlanmistir. Tiim bu analizlerin sonucunda LAB izolatlari; P.
acidilactici, L. brevis ve L. plantarum olarak belirlenmistir. 30 °C sicaklikta

stirdiiriilen fermantasyonda c¢ogunlukla Laktobasillerin; 40 °C sicaklikta ise
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Pediokoklarin baskin florayr olusturdugu gozlenmistir. Diger taraftan, tarhana
fermantasyonu sirasinda 90 maya kolonisi izole edilmis ve bu izolatlarin 5,8S ITS
rRNA geni ¢ogaltilarak Cfol, Haelll ve Hinfl restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin
kullanildigt RFLP yontemi ile tanimlanmistir. Buna gore orneklerin tiimiinde S.

cerevisiae maya tliriiniin baskin floray1 olusturdugu gérilmistiir.

Diinya'nin farkli bolgelerinde iiretimi olan, tarhana gibi kompleks fermentasyon
yapisina sahip diger fermente iirlinlerde sorumlu floranin tespitinde son yillarda
yaygin kullanilan PZR temelli tekniklerle ilgili baz1 ¢alisma sonuglar1 da asagida
dzetlenmistir. Gatto ve Torriani (2001) Italya da geleneksel olarak hazirlanan bir eksi
hamurun mikrobiyal populasyon dinamigini belirlemek amaciyla klasik kiiltiire bagl
ve kiiltiirden bagimsiz yontemlerleri birlikte kullanmislardir. Bakterilerin 16S ve
mayalarin 26S rDNA boélgeleri DGGE {izerinde yiiriitiillerek mikrobiyal cesitlilik
incelenmistir. Bu analizlerin sonunda fermentasyonda L. sanfranciscensis, L. brevis,
L. arizonensis-L. plantarum grubu ve L. kimchii-L. paralimentarius turleri
saptanmistir. Ayrica bu hamurlardan izole edilen CS1 susunun italyan eksi hamurlar
ile iliskili yeni bir tiir olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Maya populasyonunu ise sadece
S. cerevisiae tiirlerinin temsil ettigi belirtilmistir. Klasik kiiltiire bagimli yonemlerin
kiiltiirden bagimsiz PZR-DGGE yontemlerinden alinan sonuglar1 kismen yansittigi,

ancak LAB tiir ¢esitliliginin daha az oldugu belirlenmistir.

Meroth vd. (2003) calismalarinda A, B, C ve D olmak {lizere 4 farkli 6zellige sahip
eksi hamur Ornekleri hazirlamistir. Hamurlar 3 adet ticari starter kiiltiir farkli
kombinasyonlarla kullanilarak hazirlanmis ve s6z konusu suslarin stabiliteleri DGGE
ve RAPD-PCR yontemleri ile izlenmistir. A 6rneginde (¢avdar ile geleneksel iiretim)
L. sanfranciscensis ve yeni bir tir olan L. mindensis belirlenmistir. Cavdar unu ile
yapilan B ve C orneklerinde (islem sicakliklari farkli) yalnizca L. crispatus ve L.
pontis B 6rneginde baskin tiir olarak bulunurken; C 6rneginde L. crispatus, L. panis
ve L. frumenti tiirleri baskin olarak saptanmigtir. Diger yandan D 6rnegi ise L.

johnsonii ve L. reuteri tarleri bulunmustur.

Endiistriyel olarak iiretilen 2 adet piring eksi hamurunun mikroflorasi, 16S/28S

rDNA dizi analizi kullanilarak kiiltiire bagimli ve kiiltiirden bagimsiz yontemlerle
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karakterize edilmistir. Bu ¢alismada ilk 6rnegin (eksihamur I) hazirlanmasinda eski
bir eksi hamur (birkag yillik) diger 6rnegin hazirlanmasinda ise ticari starter kiiltiir
(giinliik) kullanilmustir. Ikinci 6rnegin fermantasyonunun ilk giiniindeki mikroflora
da laktik asit bakteri (LAB) tiirleri arasindan L. fermentum, L. gallinarum, L. kimchii,
L. plantarum ve L. pontisyani ve maya tiirleri arasindan C. krusei ve S.cerevisiae
tiirleri belirlenmistir. Laktobasillerin RAPD analizi ile farkli suslarin varliginda
belirlenen L. fermentum ve L. pontis hari¢ laktobasil tlrlerinin her biri igin
tanimlama profilleri yapilmistir. Fermantasyon siirecinde LAB toplulugundaki
degisimler, PZR-DGGE ile gosterilmistir. Fermantasyonun ilk 3 giiniinden sonra L.
curvatus baskin tiir olurken; L. pontis sayisinda azalma goriilmiistiir. Birinci piring
eksihamurundan S. cerevisiae, L. paracasei, L. paralimentarius ve bir Lactobacillus
susu elde edilmistir. 16S rDNA dizilerine dayanan filogenetik analiz ile L. brevis
%97,3 benzerlikle elde edilmistir. Bazi fenotipik karakterler ve DNA-DNA
hibridizasyon iliskisindeki farkliliklar, Laktobasillerin yeni bir tirini temsil eden L.
spicheri’yi isaret etmektedir (Meroth vd., 2004 ).

Eksi hamurdan izole edilen antimikrobiyal aktiviteye sahip 250 LAB izolati L.
acidophilus (4), L. plantarum (3), L. viridescens (2), L. divergens (1), L. brevis ssp.
lindneri (1) ve L. delbrueckii (1) olarak tanimlanmistir. Karbonhidrat testleri ile
tamimlanamayan izolatlarin morfolojik ve fizyolojik Ozelliklerine gore 8 tanesi
Lactobacillus sp. ve bir tanesi de Pediococcus sp. olarak tanimlanmistir (Simsek vd.
2006).

Settanni vd. (2006) Italya’nin Abruzzo bélgesinde iiretilen 4 farkli eksi hamurdaki
(A, B,C ve D) Laktobasil tiirlerini belirlemek amaciyla multiplex PZR ve PZR-
DGGE yéntemlerini birlikte kullanmistir. Italyan eksi hamur 6rneklerinin hepsinde
L. plantarum and L. sanfranciscensis tiirlerinin baskin oldugu bulunmustur. Ilaveten
bu calismada A ve C orneklerinde L. rossiae (ya da onceki ismiyle L. rossii) ve L.
paralimentarius suslar1 farkli bir DNA ekstraksiyon yontemi kullanilarak tespit
edilmistir. Calismada kiiltiire bagli yontem (multiplex PZR) ve kiiltiirden bagimsiz
yontemin birlikte kullanilmasiyla Laktobasil tiirlerinin tanimlanmasinin daha hassas

bir sekilde yapildig: bildirilmistir.
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Van der Meulen vd. (2007) tarafindan 4 adet eksi hamur 6rnegi( Bugday A, Spelt A,
Bugday B, Spelt B) laboratuar kosullarinda bugday ve spelt unundan starter kiiltiir
ilave edilmeden fermentérde yapilmistir. Eksi hamur o6rnekleri 10 giinlik
fermantasyona birakilmis ve fermantasyon boyunca her 24 saatte bir 4 adet eksi
hamur Orneginden analizler i¢in numune alinmistir. Toplamda 44 adet farkli eksi
hamur drneginin bakteri populasyon dinamigi, kiltiire bagl (rep-PZR) ve kultlrden
bagimsiz (PZR-DGGE) yontemler ile ortaya konmustur. Eksi hamur orneklerinin
bakteri populasyon dinamigini belirlemek icin MRS-5 agar tizerinde gelisen gram(+),
katalaz negatif olan ortalama 10-15 adet izolat segilerek rep-PZR analizi igin
kullanilmistir. Bu analiz i¢in (GTG)s (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3) primeri
kullanilarak; 95 °C 7 dk 6n denatiirasyon, 30 ¢evrim 94 °C 1 dk, 40 °C 1 dk, 65 °C 8
dk ve son olarak 65 °C 16 dk PZR programi uygulanmistir. PZR {irtinleri, %1,5’luk
agoroz jelde ylriitiilerek ayirt edilmistir. Rep-PZR ile izolatlar tanimlanmistir.
Bakteriyel populasyon dinamiginin belirlenmesinde kullanilan PZR-DGGE y0ntemi
icin ise 16S rDNA geninin V3 bolgesini ¢ogaltan F357 06n primerinin (5-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) 3 terminal ucuna GC DNA kiskact (5°-
CGCCCGCCGCGLCGCGGLGGGLGGGGLCGGEGGGE CACGGGGG-37) eklenerek
ve 518R geri yondeki primer (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) ile birlikte
kullanilmistir. PZR-DGGE yo6nteminde, 94 °C 5 dk 6n denattirasyon, 30 cevrim 94
°C 20 sn, 55 °C 45 sn, 72 °C 1 dk ve son olarak 72 °C 7 dk olan PZR programi
uygulanmistir. Kiiltlire bagl ve kiiltiirden bagmsiz yontemlerin bir arada kullanildig1
bu caligmada Spelt A eksi hamurunda; L. plantarum ve L. rossiae, Spelt B eksi
hamurunda; L. plantarum, L. brevis ve L. paraplantarum, bugday A eksi hamurunda
L. fermentum ve son olarak da bugday B eksi hamurunda, L. plantarum ve L.

fermentum tiirlerinin baskin tiirler oldugu saptanmustir.

Scheirlinck vd. (2008) Belgika’da faaliyette bulunan 11 firindan topladiklar1 39 adet
geleneksel eksi hamur oOrneginde bakteriyal floranin stabilitesini ve taksonomik
yapisini belirlemek amaciyla, kiiltiire bagimli((GTG)s-PZR, 16S rDNA Dizi Analizi
ve pheS-PZR) ve kiiltirden bagimsiz (PZR-DGGE) yontemleri kullanmiglardir.

Arastirmacilarin temel stratejisi, izole edilen suslarin oncelikle (GTG)s tekrar
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serilerine gore gruplandirilmasi daha sonra pheS ve 16S rRNA genlerinin dizi
analizleri yapilarak tanimlamalari gergeklestirilmistir. Diger yandan ayni hamurlar
kullanilarak mikroflorada bulunan bakterilerin 16S rRNA’sinin V3 bolgesi
cogaltilarak DGGE iizerinde izlenmistir. Boylece s6z konusu c¢alismada Kkiiltiire
bagimlh ve kiiltiirden bagimsiz yontemlerle etkili mikroflora taramasi yapilmistir.
Buna gore galismada L. sanfranciscensis, L. paralimentarius, L. plantarum ve L.
pontis tiirlerinin Belgika eksi hamur 6rneklerinde baskin tiirler oldugu saptanmustir.
Ayrica DGGE  yontemi ile baz1  oOrneklerde  Acetobacter spp. ve

Erwinia/Enterobacter/Pantoea gruplarmin bir {iyesinin varlig1 tespit edilmistir.

Palomba vd. (2011) tarafindan Giiney Italya’daki Campania bdlgesinden 9 farkli eksi
hamurun mikrobiyal karakteristigi polifazik bir yaklasim ile belirlenmistir. Bu
calismada arastirmacilar 9 farkli eksi hamur 6rneginin hem laktik asit bakteri (LAB)
hem de maya populasyonunu, kiiltiire bagimli (ITS-RFLP, 16S ve 26S rDNA dizi
analizi) ve kiiltirden bagimsiz (PZR-DGGE) teknikler kullanarak ortaya
koymuslardir. Maya suslarinin gruplandirilmasi i¢in dncelikle mayalarin ITS bolgesi
(ITS1-5,8S rDNA-ITS2), ITS1 velTS4 primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Daha
sonra elde edilen ITS-PZR drinleri, Haelll ve Cfol rekstriksiyon endoniikleaz
enzimleri kullanilarak ITS-RFLP analizi gergeklestirilmistir. Kesilen DNA’lar
%2’lik agoroz-TBE jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilenmis ve maya suslari
gruplandirilmistir. Sentetik oligoniikleotit primerleri (fD1 ve rD1) ile bakterilerin
16S rDNA geni c¢ogaltilarak 16S rDNA dizi analizi gerceklestirilmistir. Mayalarin
26S rDNA da bulunan D1-D2 bolgesi NL1 ve NL4 oligonikleotit primerleri
kullanilarak c¢ogaltilmistir. Bakteri ve mayalar i¢in elde edilen PZR iiriinleri
%1,5’luk agaroz-TBE jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve PZR tiriinleri saflagtirma
kiti ile saflastirildiktan sonra dizi analizine gonderilerek laktobasil ve maya tiirleri
tanimlanmistir. PZR-DGGE analizi igin bakterilerde 16S rDNA geninin V3 bdlgesi,
V3f+GC klamp ve V3r primerleri ile mayalarin da 26S rDNA bolgesi NL1+GC
Klamp ve LS2 primerleri ile gogaltilarak PZR-DGGE analizi gergeklestirilmistir.
Calisma sonucu LAB tiirleri, fakiiltatif heterofermantatif olan Lactobacillus spp.,

Leuconostoc spp., and Lactococcus spp. olarak belirlenmistir. PZR-DGGE analizi ile
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LAB turleri arasindan S. thermophilus, L. sakei, W. groceries ve L. sanfranciscensis
tanimlanirken; mayalar arasindan S. cerevisiae ve M. pulcherrima (sadece bir sus)

tanimlanmustir.

Gida kaynakli mayalarin tanimlanmasinda PZR temelli molekiiler yontemlerin, yeni
suslarin tanimlanmasinda ve yakin akraba olan tiirlerin ayiriminda etkili oldugu
bir¢ok ¢alismayla gosterilmistir. Bu yonde yiiriitiilen bir ¢calismada Lo pez vd. (2006)
tarafindan aerobik ve anaerobik ortamda islenen siyah zeytin ile konserve edilmis
yesil zeytinden maya izolasyonalar1 yapilmis ve hem 5,8S rRNA geni hem de ITS1
ve ITS2 DNA bolgeleri ¢ogaltilarak mayalar tanimlanmigtir. Bu yontem ile islenmis
siyah zeytin ve konserve edilmis yesil zeytinde baskin floranin S. cerevisiae ve C.
boidinii maya turlerinden olustugu tespit edilmistir. Ayrica, sofralik zeytinlerde daha
once tamimlanmayan |. occidentalis, G. candidum ve H. guilliermondii tirleri de bu

yontemler ile tanimlanmustir.

Senses-Ergiil vd. (2006), baz1 gidalardan izole ettikleri 22 maya susunu geleneksel ve
molekiiler yontemler kullanarak tanimlamistir. Bu calismada s6z konusu maya
suslarmin 11 cinse ait 12 tiirden olustugu tespit edilmistir. Bu tiirler; C. parapsilosis,
R. mucilaginosa, D. hansenii, C. humicolus, C. albidus, Aureobasidium spp., H.
valbyensis, M. pulcherrima, L. thermotolerans, P. anomala, G. candidum ve Y.
lipolytica’dir. Ayrica calismada birden fazla M. pulcherrima tiirlerinin ayrimi
RAPD-PZR ile saglanmistir.

Jeyaram vd. (2008) Kuzeydogu Hindistan’in Manipur bolgesinde, geleneksel starter
kullanilarak sekerli piringten elde edilen ve “Hamei” olarak adlandirilan sarabin
maya mikroflorasini arastirmistir. Calismada 54 farkli Hamei 6rneginden 163 maya
izole edilmis ve molekiiler tanimlamasinda ITS-RFLP yontemine bagvurulmustur.
Bu amacla 5,8 rRNA geni ve ITS DNA bolgeleri (ITS1-5,8S-1TS2) PZR ile
amplifiye edilerek, 3 farkli endoniikleaz (Hae IllI, Cfo | and Hinf I) enzimi ile
kesilmistir. Sonug olarak, tim maya izolatlar1 17 farkli grup altinda toplanmustir.
Bunlarin 9’unun S.cerevisiae, P. anomala, Trichosporon spp., C. tropicalis, P.
guilliermondi, C. parapsilosis, T. delbrueckii, P. fabianii ve C. montan oldugu,

diger 8 grup iyelerinin ITS-RFLP profili bilinen yaygin sarap maya tiirleri ile
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eslestirilememistir. Buna gore Hamei {riinlindaki baskin maya tiirlerinin S.
cerevisiae (%32,5), P. anomala (%41,7) ve Trichosporon spp. (%8) oldugu
belirtilmistir.

Valmorri vd. (2010) tarafindan Italya’nin Abruzzo bolgesinde geleneksel olarak
yapilan bugday ekmeklerinin iiretiminde kullanilan 20 adet eksi hamurun kabarma
stirecinde etkili maya mikroflorasini tanimlamak ve kimyasal 6zelliklere dayanarak
eksi hamuru karakterize etmek iizere gergeklestirilen ¢alismada geleneksel kiiltiire
bagl yontemler (spor olusturma ve fizyolojik testler), kimyasal yontemler (toplam
asitlik, asitler ve seker icerigi) ve molekiiler metotlar (PZR-RFLP, RAPD-PZR ve
PZR-DGGE) birlikte kullanilarak polifazik bir yaklagim saglanmistir. ITS1 ve ITS4
primerleri kullanilarak 5.8S ITS rRNA bélgesi ¢ogaltilmistir. PZR f{iriinleri, Cfol,
Haelll ve Hinfl restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak PZR-RFLP analizi
yapilmistir. 26S rDNA’nin D1-D2 bolgesi de NL1 ve NL2 primerleri ile gogaltilarak
PZR iiriinleri elde edilmis ve bunlar da saflastirilarak tanimlanmistir. RAPD-PZR
analizi igin de yaygin olarak kullanilan M13 ve LAl primerleri kullanilarak analiz
yapilmistir. PZR-DGGE yonteminde mayalarin 26S bolgesini ¢ogaltmak i¢in LIEV-
f+GC ve LIEV-r primerleri kullanilarak 94 °C 5 dk 0n denattirasyon, 35 cevrim 94
°C 20 sn, 51 °C 30 sn, 72 °C 40 sn ve son olarak 72 °C 7 dk ¢ogaltma programi
uygulanmistir. PZR friinleri de %30-60 poliakrilamid jel elektroforezde 5 saat-
3,5V/em vyiiriitilmistiir. PZR-RFLP yontemi ile izolatlarin %85°1 S. cerevisiae
olarak belirlenmistir. Diger yaygin tiirler ise C. milleri (%11), C. krusei (%2,5) ve
T. delbrueckii (%1) olarak tanimlanmistir. M13 ve LAl primerleri kullanilarak
gergeklestirilen RAPD-PZR analizi ile de S. cerevisiae suslar1 arasindaki
intraspesifik polimorfizim de aydinlatilmistir. Calismada Abruzzo bdlgesinden
toplanan eksi hamurlarin  kimyasal kompozisyonu, maya tiirleri ve sus

polimorfizimindeki ¢esitlik gosterilmistir.

Zhang vd. (2011) tarafindan yapilan caligmada 28 adet geleneksel eksi hamur 6rnegi
Cin’in Bati1 bolgesinde bulunan Mongolia’dan toplanmistir. Eksi hamurlarin pH

degerleri 2,78-5,13 arasinda tespit edilirken; asit sayisinin 8,3-15,5 arasinda degistigi
belirlenmistir. LAB sayis1 6,56-8,72 log cfu/g; maya sayis1 da 4,13-6,37 log cfu/g
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arasinda degigmistir. 16S rRNA gen dizisi kullanilarak 108 LAB izolat1 ve 26S
rRNA gen dizisi kullanilarak da 17 adet maya izolat1 PZR ile tanimlanmistir. LAB
izolatlar1 17 tiir olarak gruplandirilirken; maya izolatlar1 11 tiir olarak tanimlanmustir.
LAB ve maya ¢esitliligi DGGE ile analiz edilmistir. Hem identifikasyon sonucu hem
de DGGE profillerine gore LAB’leri iginde L. plantarum, mayalar iginde
Saccharomyces cerevisiae biitiin 6rneklerin mikroflorasinda baskin tiirler olarak
belirlenmistir. ilging olarak, L. guizhouensis, L. rossiae, R. mucilaginosa ve P.
farinosa tiirleri DGGE ile belirlenememis ama kiiltiire bagli metot tarafindan izole

edilmistir. Bununla birlikte L. zeae tiirii ise sadece DGGE profilinde saptanmastir.

Yukarida verilen literatiirlerde ¢esitli fermente tahil {irlinlerinin bakteri, maya veya
hem bakteri hem de maya populasyon dinamigi ¢esitli molekiiler yontemler
kullanilarak belirlenmistir. Bu yontemlerin degerlendirilmesi sonucu tarhana hamuru
orneklerinin farkli fermantasyon giinlerinde degisen LAB ve maya populasyon
dinamigini polifazik yaklagimla ortaya koymanin uygun olacagina, bunun i¢in de
kiiltiire bagh yontemlerden (GTG)s ve M13 Parmak-izi Analizi, 16S rDNA Dizi
Analizi, pheS DNA Dizi Analizi, 5,85 rDNA Dizi Analizi, ve 28S rDNA dizi
Analizinin, kiiltirden bagimsiz yontem olarak PZR-DGGE Analizinin segilmesinin

uygun olacagina karar verilmistir.

LAB icin (GTG)s ve mayalar icin M13 Parmak-izi Analizi’nin tercih edilmesinin
nedeni; bakterilerde (GTG)s ve mayalarda M13 tekrar serilerinin farkli bakteri ve
maya tarlerinin gen dizilimlerinde farkl tekrar sayilarinda olmasi, bunu da tiirlerinde
gruplandirilmasinda oldukga kolaylik saglamasidir. Bu yontemde elde edilen PZR
urtnleri agaroz jel elektroforezi sonucunda farkl tiirler i¢in farkli sayida bantlar
vermektedir. Bu farkliliktan hareketle tiirler kendi i¢inde gruplandirilabilmektedir.
Ayrica, parmak-izi analizi ile ¢ok sayida izolatla galisilabilme ve analizin oldukga
hizli olmast da O6nemli bir avantaj saglamaktadir. Bazi c¢alismalarda izolatlarin
gruplandirilmasinda yararlanilan PZR-RFLP yonteminde her tir igin 2 veya daha
fazla farkli enzimin kombine kullanilmasi gerekmektedir. Her izolat i¢in ¢ok sayida

enzim kullanilmasi ¢alismaninda hem maliyetini, hem de zamanin1 oldukga artiracagi
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icin az sayida izolat ile calisilmasi durumunda segilebilecek bir yontem olarak

degerlendirilmistir.

Literatiirlerde de LAB tiirlerinin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan
yontemler 16S rDNA Dizi Analizi ve pheS DNA Dizi Analizi; maya turlerinin
tanimlanmasinda kullanilan yontemler de 5,8S rDNA ve 28S rDNA Dizi Analizi
olarak belirlenmistir. Cogu literatiirde tanimlamada daha giivenilir sonuclar elde
etmek icin bahsedilen yontemler birlikte kullanilmistir. Caligmalar arasindaki
farklillk  biiyiik oranda kullanmilan farkli  primer oligoniikleotitlerinden

kaynaklanmaktadir.

LAB tiirlerinin tanimlanmasinda giivenilir yontem olarak kullanilan 16S rDNA yakin
iliskili tiirlerin tanimlanmasina izin vermedigi, 16S rDNA dizi analizinin baz1 tiirlerin
alt tiirlerinin ayriminda kanisikliklara neden oldugu ve bu sorunu engellemede
housekeeing genlerin (bakteriyal fenil alanin sentazin a- alt Gnitesi(pheS) ve RNA
polimerazin o- alt Gnitesi(rpoA)’ nin kodlarini igeren genler kullaniminin oldukga
etkili bir yontem oldugu Naser vd. (2007) tarafindan yapilan c¢alismada

belirlenmistir.

Literatirlerde LAB ve maya florasinin tespitinde direk 6rnekten c¢alisma imkani
veren kiiltiirden bagimsiz PZR-DGGE yonteminin diger kiiltiire bagimli yontemler
ile paralel yiiriitiildiigii ve sonuglarin beraber degerlendirildigi saptanmistir. Boylece
ekosistemde mevcut olan ancak daha az yarismaci olmasi nedeni ile sayis1 diisiik
kalan LAB veya maya tiirlerinin izolasyonununda yasanabilen eksiklikler nedeniyle
kiiltiire bagli yontemlerin floranin tam olarak ortaya konulmasindaki dezavantaji
giderilmek istenmistir. Ileride tek basmna da kullanilabilecek olan bu yontem kisa

siirede gerceklestirilmesi ile de biiylik avantaja sahip goriilmiistiir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

Tarhana ornekleri, Usak yoresinde geleneksel iiretim yapan evlerden ve ticari
Olgekteki farkli isletmelerden, fermentasyonun 5 farkli zamaninda (0., 1., 3., 5. ve 10.
giin) ve son driinden(15. giin) temin edilmistir. Ornekler steril kavanozlara aseptik
kosullarda alinmis ve 5 °C’de tasinarak aym giin icerisinde analiz edilmistir. Tarhana
ornekleri mikrobiyolojik ekimler yapildiktan sonra diger analizler i¢in -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Bu ¢caligmada kullanilan 9 farkli tarhana numunesinden 5 tanesi
(A, B, C, D ve E) Usak yoresinde geleneksel iiretim yapan evlerden; 4t de (F, G, H
ve K) Usak yoresinde ticari Olgekte iiretim yapan farkli isletmelerden temin
edilmistir. izole edilen bakteri ve maya izolatlar1 %30 steril gliserol ilaveli besiyeri

ortaminda -70 °C’de muhafazaya alinmistir.

Tarhana Orneklerinden izole edilen bakteri ve maya suslart nihai tanimlamalari
yapilincaya kadar %30 gliserol iceren uygun besiyerlerinde -70 °C’de saklanmistir.
Calisma sonucu tanimlanan bakteri ve maya izolatlar1 da %30 steril gliserol ilaveli
besiyeri ortaminda Pamukkale Universitesi Gida Miihendisligi Kiiltiir Koleksiyonuna

(PUFECC) eklenmis ve -70 °C’de muhafazaya alinmistir.

2.2 Metot

2.2.1 Mikrobiyolojik analizler

Orneklerdeki mikrobiyolojik sayimlarm yapilmasi amaciyla fermantasyonun 0, 1, 3,
5, 10 ve 15. giinlerinde (asitlik artisinin durdugu giin) alinan 10 g tarhana hamuru
ornegi 90 ml peptonlu fizyolojik su ile stomacherde (Seward Medical, London, UK)

1,5 dakika homojenize edilerek dilusyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra bu
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diliisyonlardan %0,01 siklohekzimid ilaveli MRS-5 agar (10 g Tripton, 5 g Et Oziiti,
5 g Maya o0zuti, 10 g Maltoz, 5 g Fruktoz, 5 g Glukoz, 5 g C,H3NaO,, 3 ¢
Amonyum Klortr, 2,6 g KoHPO4, 4 g KH,PO4, 0,1 g MgSOy, 0,05 g MnSQy4, 0,5 g
Cystein-HCI, 1 ml Tween 80, pH 5,8) (MRS-5C) petrilerinde LAB sayim1 (Meroth
vd., 2003), Plate Count Agar (PCA) ortaminda da Toplam Aerofilik Mezofilik
Bakteri (TAMB) sayimi1 30 °C’de 48 saat inkiibasyon sonunda tespit edilmistir (Con,
1995). Tarhana hamurundaki maya ve kiif sayimi1 (Erbas vd., 2005) ise Dichloran
Rose Bengal Chlortetracycline Agarda (DRBC agar) 28-30 °C’de 48 saat inklibasyon
sonunda belirlenmistir. Koliform bakteri sayim1 (Pirkul ve Temiz, 1990)Violet Red
Bile agar (VRB agar) ve S. aureus sayimi da Baird Parker Agar (BPA agar)

ortaminda 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda tespit edilmistir.

2.2.2 Kimyasal analizler

Tarhana hamurlarinin asitlik derecesi tayini hazirlandigi giin ve fermentasyon
periyodu boyunca Tiirk Tarhana Standardi’na (TSE 2282) gore yapilmig ve 10 g
tarhanadaki serbest asitleri nétralize etmek i¢in kullanilan 0.1 N NaOH’1n hacmi (ml)
“asitlik sayis1” olarak ifade edilmistir. pH tayini Ibanoglu vd. (1999) tarafindan
verildigi sekilde yapilmistir. Tarhana 6rneklerinde kuru madde analizi de Anonim

(1990)’da verildigi sekilde (AACC 44-12) gerceklestirilmistir.

2.2.3 Kiiltiire bagimh yontemlerle tarhana hamurunda mikrobiyal floranin

belirlenmesi

2.2.3.1 LAB ve maya suslarmn izolasyonu

Calismada LAB’lerinin izolasyonu MRS-5C besiyerinde 30-300 koloni diigmiis
petrilerden 40 farkli koloni segilerek yapilmistir. Bu besiyeri ortaminda mayalarin
gelisiminin  engellenmesi amaciyla ortama 0,1 g/ oraninda siklohekzimid
katilmistir. Secilen kolonilere gram boyama yapilarak tipik LAB 6zelliklerine sahip

suslar sonraki ¢caligmalar i¢in muhafaza edilmistir.

Mayalarin izolasyonu i¢in ise DRBC agar i¢eren 30-300 koloni diismiis petrilerden

farkli gériintime sahip 40 adet koloni izole edilmistir. Takiben secilen maya izolatlar
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%1 seker iceren Nutrient Broth ortaminda gelistirildikten sonra saflik kontrolii

yapilmis ve ¢alisma kiiltiirleri hazirlanarak saklanmigtir.

Calismada tarhananin mikrobiyal cesitliligini belirlemek icin 9 farkli 6rnekten 6
farkli fermantasyon giinlinde toplam 2000 adet tipik laktik asit bakteri kolonisi ile
2000 adet tipik maya kolonisi secilerek MRS-5 ve DRBC agar Uzerine noktalama

ekim yapilmaistir.

2.2.3.2 Genomik DNA izolasyonu

Secilen bakteri ve maya suslariin genomik DNA’simnin elde edilmesi icin asagida

siralanan manuel protokoller uygulanmastir.

Bakteri izolatlarinin genomik DNA’s1, hiicrelerin sonikasyonla par¢alanmasi ve
takiben hiicre lizatinin ayirilmasi1 prensibi ile eclde edilmistir. Buna gore
santrifiigasyonla toplanan hiicreler steril saf su igerisinde siispanse edilmis daha
sonra ultrasonikatorde maksimum kuvvette 2 kez 20 dk uygulamalarla (Bandelin
Sonopuls HD 2200) hiicre duvari par¢alanmistir. Bu islemleri takiben 7500 rpm’de

hiicre lizat1 toplanmais iist kisim ise PZR reaksiyonlar1 i¢in saklanmaistir.

Maya izolatlarinin genomik DNA’s1 ise alkali ortamda fiziksel islemlerle elde
edilmistir. Buna gore toplanan hiicreler 0,02 N NaOH igerisinde ¢oziindiiriilmiis
takiben 3 defa 15 dk’lik kaynatma (100 °C’de) ve dondurma (-70 °C’de) islemleri
uygulanmistir. Son asamada 7500 rpm’de hiicre lizatlar1 ayirilarak iist faz ileri

calismalar i¢in saklanmistir.

Yapilan PZR ¢alisma sonuglarina gore gruplandirilan izolatlardan grubu temsilen
secilen izolatlar MRS-5 (LAB’lar) veya %1 sekerli Nutrient Broth’ta (mayalar)
cogaltilmis ve Genomik DNA Izolasyon Kiti (Fermentas) kullanilarak genomik

DNA’lan elde edilmistir.

2.2.3.3 izolatlarin (GTG)s ve M13 parmak-izi analizi

Calismada segilen 2000 adet bakteri ve 2000 adet maya izolatlarinin arasinda benzer

suslarin ayrilmasi igin bakterilerin (GTG)s (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3) ve
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mayalarin M13 (5-GAGGGTGGCGGTTCT-3) tekrar serileri ¢ogaltilarak parmak-izi
profilleri olusturulmustur (Groenewald vd., 2008; Scheirlinck vd., 2008).

Bu tekrar serilerinin ¢ogaltilmasinda her bir sus i¢cin 20 pl’lik PZR karisimi
kullanilmistir. Bu karisimin hazirlanmasinda 4 pl master mix (S*FIREPOIR Master
Mix/ SOLIS Bio Dyne), 0,75 ul primer, 2 pl DNA ve toplam hacim 20 pl olacak
sekilde steril ultra saf su kullanilmistir. PZR islemi LAB’leri i¢in 95 °C 3 dk 6n
denatuirasyon, 30 cevrim 95 °C 1 dk, 45 °C 30 sn, 72 °C 5 dk ve 72 °C 10 dk olarak;
mayalarin i¢in 95 °C 3 dk 6n denatiirasyon, 30 ¢evrim 95 °C 40 sn, 47 °C 30 sn, 72
°C 4 dk ve 72 °C 10 dk siire kombinasyonlar1 ile uygulanmistir. PZR {iriinleri
%0,8’lik agaroz jelde yurhtulerek jel gorintileme sisteminde (Vilber Lourmat)
olusan bant profilleri izlenmistir. Farkli oldugu diisiiniilen bantlar kendi iginde

gruplandirilarak 44 adet bakteri ve 46 adet maya grubu elde edilmistir.

2.2.3.4 LAB'inde 16S rDNA dizi analizi

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi i¢in 16S rDNA geninin V3 bolgesinin DNA
dizisi kullanilmistir. S6z konusu bu bolge pA (5S-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’) ve pH (5>-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) primer giftleri kullanilarak PZR
ile cogaltilmigtir. PZR karigimi 5 pl tampon, 2 ul ANTP karisimi (Fermentas), 1'er pl
pA ve pH primerleri, 1pl Hi-Fi Tag DNA polimeraz (Fermentas) ve 5 ul genomik
DNA'dan olusturulmus ve toplam hacim 50 pl'ye tamamlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan tiiplere Techne (UK) cihazinda 95 °C 5 dk baglangi¢c denatiirasyonunu
takiben 30 ¢evrim 95 °C 30 sn, 53 °C 30 sn, 72 °C 1 dk ve son asamada ise 72 °C’de
10 dk igeren bir program uygulanmistir (de Vuyst vd., 2002).

2.2.3.5 LAB'inde pheS DNA dizi analizi

Laktik asit bakterilerinin pheS DNA dizi analizi icin fenil alanil tRNA sentetaz alfa

alt unitesini kodlayan gen kullanilmistir. Bunun i¢in hedef bolge pheS21-F ve

pheS22-R (5’-CAYCCNGCHCGYGAYATGC-3’ ve 5’-

CCWARVCCRAARGCAAARCC-3’) primer ¢ifti ile ¢ogaltilmistir. PZR karigimi

icin master mix’den 8 pl, primerlerden 1 pl, DNA’dan 2 ul eklenerek toplam hacim

40 ul olacak sekilde steril ultra saf su ile tamamlanmistir. Calismada touchdown-
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PZR programui i¢in 95 °C 5 dk 6n denaturasyonu, 10 g¢evrim 95 °C 1 dk, First: 52 °C
45 sn, Last: 42 °C 45sn, 72 °C 1 dk, 20 ¢evrim 95 °C 30 sn, 46 °C 45 sn, 72 °C 1 dk
ve son asamada 72 °C’de 10 dk sicaklik-siire kombinasyonu uygulanmistir (Naser

vd., 2005; Naser vd., 2007).

2.2.3.6 Maya suslarinda 5,8S rDNA dizi analizi

Maya izolatlar, ilk asamada 5,8S rDNA alt {initesinin iki yaninda bulunan ITS1 ve
ITS4 bolgelerini de kapsayan DNA dizisinin analizi ile tanimlanmistir. Dolayisiyla
s0z konusu bolge ITS1 ve ITS4 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ ve 5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") primerleri ile ¢ogaltilmistir. PZR igin
olusturulan 40 pl’lik karisima; 8 ul master mix, 1’er ul ITS1 ve ITS4 primerleri, 2 pl
DNA ceklenerek toplam hacim steril ultra saf su ile tamamlanmistir. Maya
suslarindan hedef bdlgenin ¢ogaltilmasi amaciyla, 95 °C 5 dk 6n denatiirasyonu, 35
cevrim 95 °C 30 sn, 56 °C 30 sn, 72 °C 1,5 dk’lik program ve son asamada 72 °C’de
10 dk olan PZR kosullar1 uygulanmistir (White vd., 1990; Daniel vd., 2009).

2.2.3.7 Mayalarda 28S rDNA dizi analizi

Maya suslarmin ilk asamdaki tanimlama sonuglarini desteklemek amaciyla, 28S
rDNA bolgesi i¢cinde bulunan LROR ve LR6 arasinda kalan DNA dizisi analiz
edilmistir. Bunun i¢in s6z konusu DNA dizisi LROR ve LR6 (5°-
ACCCGCTGAACTTAAGC-3’ ve 5’-CGCCAGTTCTGCTTACC-3’) primer ciftleri
ile cogaltilmistir. PZR i¢in hazirlanan 50 pl’lik PZR karisiminda; 10 pul PZR
tamponu, 1 ul ANTP karigimi (10 mM, Fermentas), 1 ul LROR ve LR6 primerleri, 1
ul pfu Taqg DNA polimeraz (Fermentas) konulmustur. 95 °C 5 dk 6n denatiirasyonu,
35 ¢evrim 95 °C 30 sn, 50 °C 30 sn, 72 °C 1,5 dk, ve son asamada 72 °C’de 10 dk
olan PZR kosullar1 uygulanmistir (White vd., 1990; Daniel vd., 2009).

Kiiltire bagimli yontemler kullanilarak elde edilen fragmentler, % 1 agaroz jelde
yiriitillerek izlenmistir. Takiben tim fragmentlerin DNA dizi analizi Refgen Gen
Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Teknokent, Ankara firmasi tarafindan yapilmistir.

Calismada hem bakterilerden hem de mayalardan elde edilen fragmentlerin DNA
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dizileri BioNumerics 6.1 ve EMBL (www.ebi.ac.uk/EMBL; Hinxton, UK) veri

tabaninda taranarak nihai tanimlamalar1 yapilmaistir.

2.2.4 Kiiltiirden bagimsiz yontemle tarhana hamurunun mikrobiyal flora ve

dinamiginin belirlenmesi

Tarhana hamurunda laktik asit bakteri ve maya suslarinin fermantasyon siirecindeki
degisiminin izlenmesi amaciyla PZR-DGGE ydnteminden faydalaniimigtir (Miambi
vd., 2003; Van der Meulen vd., 2007; Lacumin vd., 2009; Oguntoyinbo ve Dodd,
2010; Tu vd., 2010). Bu yontemde fermentasyonun 0, 1, 3, 5, 10 ve sonuncu

gunlerde toplanan hamurlardan kazanilan genomik DNA kullanilmistir.

2.2.4.1 Tarhana hamurundan mikrobiyal genomik DNA izolasyonu

Hamurdan bakteri ve maya genomik DNA izolasyonu Picther vd. (1989) tarafindan
belirtilen yontem modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Yonteme gore 10 g tarhana
ornegi 90 ml peptonlu fizyolojik suda iyice homojenize edilmis, takiben bu
homjenizattan 50 ml alinarak 1000 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Olusan siipernatant
bagka bir tlipe alinmis ve 5000 g’de 15 dakika santrifiij islemi uygulanarak st faz
uzaklastirilmistir. Geriye kalan hiicre pelletleri yikanarak ileri ¢aligmalar i¢in -20
°C’de muhafaza edilmistir. DNA ekstraksiyonunda LAB’lerinin hiicre duvarinin
pargalanmasi i¢in 50 mg lizozim (Sigma) ve mayalarin hiicre duvarinin par¢alanmast
icin ise 0,08 mg litikaz (Sigma) kullanilmistir. Bakteri ve mayalarin genomik DNA

ekstrasyonu i¢in DNA izolasyon kiti (sirayla Invitrogen ve Norgen) kullanilmistir.

2.2.4.2 PZR-DGGE analizi

PZR-DGGE analizinde, laktik asit bakterileri i¢in %25-50; mayalar igin ise %30-60
oranlarinda Ure-formamid iceren gradient poliakrilamid jel kullanmilmistir. Bu
oranlardaki poliakrilamid jellerin hazirlanmasinda kullanilan temel bilesenlerin 100

ml’si i¢in kullanilan miktarlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1: PZR-DGGE analizinde %25, %30, %50 ve %60’lik denatiire ¢6zeltinin
hazirlanmasinda kullanilan temel bilesenler ve oranlar1 (Fischer ve Lerman, 1983).

Denatiire Cozeltinin Bilesimi

Materyal %25 %30 %50 %60
%40 Akrilamid/Bis (37.5:1) (ml) 20 20 20 20
50*TAE Tampon (ml) 2 2 2 2
Formadid (ml) 10 12 20 24
Ure (g) 10,5 12,6 21 25,2
Steril Saf Su (ml) 57,5 53,4 37 28,8
Toplam Hacim (ml) 100 100 100 100

Tablo 2.1°de belirtilen bilesenler kullanilarak 100ml olarak hazirlanan ¢ozeltinin
jellesmesi igin ¢ozeltiye 0,1g/mI’lik Amonyum Persiilfat’dan (APS) 815 ul ve diger
jellesme ajan1 olan TEMED’den de 63 pl ilave edilmis ve hizla karisim gradient
poliakrilamid jel hazirlanma sisteminin (Gradient Former Bio Rad) haznesine
konulmustur. Polimerlesen jeller +4°C’de bir gece bekletildikten sonra sicaklik

kontrollii dikey elektroforez (Thermo) sisteminde kullanilmistir.

PZR-DGGE analizinde laktik asit bakterilerinde ribozomunun V3 Dbdlgesi,
mayalarda 28S bolgeleri ¢oglatilmis ve niikleotit farkliliklar1 jelde incelenmistir. Bu
amacla bakteri hucrelerin ribozomal bélgesine homolog olan F338 6én primeri (5-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) 3’ terminal ucuna GC DNA kiskac1 (5°-
CGCCCGCCGCGLCGLCGGLGGGLGGGGLGGEEGEE CACGGGGE-37) takilarak ve
518R geri yondeki primer (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) ile birlikte
kullanilmistir (Van der Meulen vd., 2007; Tu vd., 2010). Benzer sekilde mayalarda
ise 28S  Dbolgesinin  ¢ogaltilmasinda; Ul ve U2 (5’-GTGAAATT
GTTGAAAGGGAA-3’+GC  kiskact  ve 5-GACTCCTTGGTCCGTGTT-3’)
primerlerinden faydalanilmistir  (Sandhu vd., 1995; Meroth vd., 2003; Vogelman
vd., 2009).

PZR karigimimnin hazirlanmasinda master mix’den (5*FIREPoI® Master Mix/ SOLIS
Bio Dyne) 8 pl, primerlerden 1 pl, DNA’dan 2ul kullanilarak toplam hacim 40 pl
olacak sekilde steril ultra su ile tamamlanmistir. Bakteriler i¢in uygulanan PZR
programinda; 95 °C 5 dk 6n denatlrasyon, 30 ¢evrim 95 °C 30 sn, 55 °C 45 sn, 72
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°C 1 dk ve son olarak 72 °C 10 dk; mayalar icin ise 94 °C 5 dk 0n denatiirasyon, 35
gevrim 94 °C 30 sn, 56 °C 45 sn, 72 °C 1 dk ve son olarak 72 °C 7 dk sicaklik ve
slire kombinasyonlar1 uygulanmistir. 16S rDNA ve 28S rDNA PZR (riinleri sirasiyla
%25-50 ve %30-60 denaturant (7M lre ve %40 formadit) iceren % 8’lik
poliakrilamid jel de 15 dk 50 V ve 4 saat 150 V akimda 60°C sicaklikta
yiriitilmiistiir. Jeller son asamada Ethidium Bromide (50 ul/1000 ml) ile boyanarak
UV altinda goriintiilenmistir. Jel tizerindeki bantlarin degerlendirilmesi ayni jel
tizerindeki referans suslarin bantlarindan farkli yiirimiis bantlar, jelden ekstrakte
edilerek dizi analizine gonderilmistir (Miambi vd., 2003; Van der Meulen vd., 2007;
Lacumin vd., 2009; Oguntoyinbo ve Dodd, 2010; Tu vd., 2010). Elde edilen
niikleotit dizileri NCBI Blast programindan analiz edilerek iliskili bantlarin hangi

tiirlere ait olduklar1 belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari

Isletme ve ev tipi tarhana hamur 6rneklerinde 6 farkli fermantasyon giiniinde elde

edilen mikrobiyolojik analiz sonuglar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Ev ve igletme tipi tarhana hamurlarinin farkli fermantasyon gunlerindeki
mikrobiyolojik analiz sonuglari.

Mikrobiyolojik Sonuclar (log kob/g)

ORNEK GUN
LAB TAMB M-K  S.aureus Koliform E.coli
A 0.giin 8,23 8,20 5,90 3,66 5,48 1,81
_ B 0.glin 8,01 6,48 5,02 3,08 4,04 <1
= C 0.giin 7,61 8,014 5,9 3,31 5,48 <1
3 D 0.glin 8,66 6,43 5,57 3,53 4,53 <1
E 0.glin 5,76 5,94 6,28 3,44 5,47 1,00
Ortalama 0.giln 7,65 7,12 5,75 3,40 5,00 -
_ F 0.glin 8,06 8,36 6,81 5,57 5,28 <1
= G 0.giin 7,68 8,13 5,74 <2 1,30 <1
2 H 0.glin 7,09 7,18 5,28 <2 3,13 <1
kot K 0.giin 8,60 8,59 6,88 5,42 3,77 1,78
' Ortalama 0gin 7,86 806 6,18 ; 3,37 ;
A 1.giin 7,54 6,88 6,10 3,40 5,05 <1
B 1.giin 7,91 6,85 5,30 3,65 2,44 <1
IEL C 1.giin 7,92 7,99 6,15 3,38 5,20 <1
> D 1.giin 8,33 6,90 5,00 2,30 2,33 <1
E 1.giin 7,88 7,89 6,68 3,49 4,56 <1
Ortalama 1.gdn 7,92 7,30 5,84 3,24 3,91 -
_ F 1.giin 10,73 11,08 8,49 4,98 4,65 <1
= G 1.giin 8,74 9,48 5,92 <2 <1 <1
2 H 1.giin 8,35 8,016 5,50 <2 2,79 <1
5 K 1.giin 9,11 8,88 7,94 5,23 2,77 2,08
' Ortalama  1gin 923 950 6,08 ; ; ;
LAB: Laktik asit bakterisi, TAMB: Toplam aerobik mezofilik bakteri (Devam)

Tablo 3.1: (Devam)
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Mikrobiyolojik Sonuglar (log kob/g)

ORNEK GUN LAB TAMB M-K  S.aureus Koliform E.coli
A 3.gin 6,93 7,45 5,27 2,70 <1 <1
= B 3.g0n 7,34 7,38 4,98 <2 <1 <1
= C 3.gin 9,41 9,44 5,95 <2 <1 <1
3 D 3.g0n 8,56 9,49 6,74 <2 <1 <1
E 3.g0n 10,12 9,48 6,97 <2 <1 <1
Ortalama 3.gin 8,47 8,65 5,98 - - -
3 F 3.gin 9,85 8,43 8,43 4,58 <1 <1
= G 3.gin 8,64 8,42 7,54 <2 <1 <1
ﬂé H 3.gun 8,76 8,39 6,05 <2 <1 <1
> K 3.gin 9,14 8,80 5,81 2,78 1,00 <1
Z  Ortalama  3.giin 9,10 8,51 6,96 - - -
A 5.gln 7,20 6,70 3,30 2,65 <1 <1
5 B 5.g0n 7,89 7,38 4,35 <2 <1 <1
= C 5.gln 9,80 9,83 591 <2 <1 <1
3 D 5.g0n 7,44 6,30 5,22 <2 <1 <1
E 5.g0n 9,25 8,68 7,00 <2 <1 <1
Ortalama 5.gin 8,32 7,78 5,16 - - -
— F 5.gin 9,42 9,58 8,34 2,70 <1 <1
= G sgin 9,71 8,45 737 <2 <1 <1
ﬂé H 5.g0n 8,01 8,06 531 <2 <1 <1
> K 5.gln 8,71 8,99 3,30 2,30 <1 <1
Z  Ortalama  5.giin 8,96 8,77 6,08 - - -
A 10.gun 6,22 5,48 5,29 <2 <1 <1
B 10.gun 6,48 4,85 4,30 <2 <1 <1
= C 10.gln 9,13 8,56 7,42 <2 <1 <1
N D 10.gin 6,53 5,30 4,98 <2 <1 <1
w E 10.gin 8,57 8,13 6,51 <2 <1 <1
Ortalama 10.giin 7,38 6,46 5,70 - - -
— F 10.gln 8,61 10,04 8,31 <2 <1 <1
= G 10.gin 8,24 6,51 6,01 <2 <1 <1
@ H 10.gln 7,37 8,07 5,42 <2 <1 <1
E K 10.gin 8,36 849 7,00 <2 <1 <1
= Ortalama 10.gln 8,14 8,28 6,69 - - -
A 15.gun 5,50 5,80 5,70 <2 <1 <1
B 15.gln 6,06 5,00 4,84 <2 <1 <1
=1 C 15.gin 8,55 5,00 6,00 <2 <1 <1
. D 15.gin 5,04 5,04 4,98 <2 <1 <1
w E 15.gln 7,44 6,46 5,92 <2 <1 <1
Ortalama 15.gln 6,52 5,46 5,49 - - -
— F 15.gin 7,44 7,66 5,84 <2 <1 <1
= G 15.9in 7,60 6,07 6,25 <2 <1 <1
o H 15.gun 7,42 7,11 6,19 <2 <1 <1
E K 15gin 857 774 625 <2 <1 <1
= Ortalama  15.gin 7,76 7,14 6,13 - - -

LAB sayis1 ev tipi tarhana hamurlarinda 0. gln 5,8x10° -1,7x10° kob/g arasinda
ortalama; 4,5x10’ kob/g; 1. giin 3,5x10’— 2,2x10° kob/g arasinda ortalama 8,4x10’

33



kob/g; 3. giin 8,6x10° -1,3x10" kob/g arasinda ortalama 3,0x10° kob/g; 5. giin
1,6x10"- 6,4x10° kob/g arasinda ortalama 2,1X108 kob/g; 10. giin 1,6x10° -1,4x10°
kob/g arasinda ortalama 2,4x10’ kob/g ve 15. giin 1,1x10° — 3,6x10® kob/g arasinda
ortalama 3,3x10° kob/ g bulunmustur. Isletme tipi tarhana hamurlarindaki LAB sayis1
da; 0. giin 1,2x10" -4,0x10° kob/g arasinda ortalama 7,3x10" kob/g; 1. giin 2,3x10° -
5,4 x10™ kob/g arasinda ortalama 1,7x10° kob/g; 3. giin 4,4x10° -1,4x10° kob/g
arasinda ortalama 1,3X109 kob/g; 5. gun 1,1x108-5,2x10° kob/g arasinda ortalama
9,2x108 kob/g; 10. giin 2,4x10" — 4,1x10% kob/g arasinda ortalama 1,4x10°® kob/g; ve
15. giin 2,6x10"-3,8x10° kob/g arasinda ortalama 5,8x10” kob/g bulunmustur. Tim
fermantasyon zamanlarinda LAB sayis1 isletme tipi Orneklerde ev tipi 6rneklerden
daha disik bulunmustur (Sekil 3.1). LAB sayisit isletme tipi Orneklerde
fermantasyonun 1. giiniine; ev tipi 0rneklerde de 3. giinline kadar artmis ve takip
eden giinlerde diismiistiir. Soyyigit ve Ozgelik (2004) tarafindan Isparta ve yoresinde
tiretilen ev yapimi tarhanalarin mikrobiyolojik ve teknolojik kalitesini belirlemek
amaciyla yapilan ¢calismada LAB sayisi <10-1,0x10’ kob/g olarak bulunmustur. Bu
calisma sonucglarmin bizim degerlerimizden diisiik olmasi yapilan c¢alismada
kullanilan tarhana 6rneginin kurutulmus olmasma baglanmistir. Erbas vd. (2005)
tarafindan yapilan ¢aligmada da yas ve kuru tarhananin fermantasyon sirasinda
Lactobacillus spp. sayismin 6,47 log kob/g’dan 5,44 log kob/g’a distigi
bildirilmistir. Bu degerler ¢alismada fermantasyonun sonunda hem ev tipi hem de

isletme tipi tarhana hamurlarinda elde edilenden daha diisiiktiir.

Sengiin vd. (2009) tarafindan tarhana hamuru 6rneklerindeki en yiiksek LAB sayist
fermantasyon 0. ve 1. gunlerinde; Settanni vd. (2011) tarafindan da en yiksek laktik
bakteri sayis1 fermantasyonun 4. giininde belirlenmistir. Bu verilere benzer sekilde
bizim ¢alisgmamizda da en yiiksek LAB sayis1 isletme tipi orneklerde 1. giinde; ev

tipi 6rneklerde de 3. giinde elde edilmistir..
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Fermantasyon Giinleri

Sekil 3.1: Tarhana hamurlarinin LAB sayisinin fermantasyon giinlerine gére
degisimi.
Toplam aerobik mezofilik mikroorganizma (TAMB) sayis1 ev tipi tarhana
hamurlarinda 0. giin 8,8x10° - 3,1x108 kob/g arasinda ortalama 1,3X107k0b/g; 1. giin
7,2x10° — 9,9%10" kob/g arasinda ortalama 2,2x10° kob/g; 3. giin 2,4x10" — 3,1x10°
kob/g arasinda ortalama 4,5x10° kob/g; 5. giin 2,0x10° — 6,9x10° kob/g arasinda
ortalama 6,1x10’ kob/g; 10. giin 7,1x10* — 3,7x10% kob/g arasinda ortalama 2,9x10°
kob/g ve 15. gin 1,0x10° — 2,9x10° kob/g arasinda ortalama 2,9x10° kob/g
bulunmustur. Isletme tipi tarhana hamurlarinda ise TAMB sayis1 0. giin 1,5%x10" -
3,9x10° kob/g arasinda ortalama 1,1x10°® kob/g; 1. giin 4,6x10° — 1,2x10™ kob/g
arasinda ortalama 3,2x10° kob/g; 3. giin 2,5%x10° — 6,4x10° kob/g arasinda ortalama
3,3x10° kob/g; 5. giin 1,2x10° — 9,9x10° kob/g arasinda ortalama 5,9x10° kob/g; 10.
gun 3,3x10° -1,1x10% kob/g arasinda ortalama 1,9x10° kob/g; ve 15. giin 1,2x10° -
5,5%x10’ kob/g arasinda arasinda ortalama 1,4x10’ kob/g bulunmustur. Isletme tipi
orneklerin TAMB sayis1 da LAB sayisinda oldugu gibi ev tipi 0rneklerden daha
yiiksek bulunmustur (Sekil 3.2). Bu beklenen bir sonuctur. TAMB sayis1 isletme tipi
orneklerde fermantasyonun 1. giiniinde; ev tipi drneklerde de 3. glinlinde en yliksek
degerine ulagsmistir. Takip eden giinlerde diisiis olmustur. Fermantasyonun 15. giinii
elde edilen deger baslangic sayisindan daha diisiik belirlenmistir. Soyyigit ve Ozcelik
(2004) tarafindan da Isparta ve yoresinde iiretilen 27 adet ev tarhanasinda belirlenen
toplam mikroorganizma sayismim (1,4x10%-2,1x10" kob/g) bizim degerlerimizden
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diisiik bulunmasi, kurutma asamasini gecirmis olmalarina baglanmistir. Erbas vd.
(2005) tarafindan yapilan ¢alismada fermantasyon sirasinda, tarhana hamurunun
artan asit icerigi ile toplam mikroorganizma sayisin 6,43 log kob/g’dan 5,95 log
kob/g’a diistiigii belirtilmistir. Bu degerler ¢alismada ev tipi tarhanalarda elde edilen
degerler ile benzer, isletme tipi 6rneklerde elde edilen degerlerden ise daha diistiktiir.
Coskun (1996) Trakya ve yoresinden topladigi 51 adet ev yapimi tarhanada en
yiiksek toplam mikroorganizma sayisini 6,0 10 adet/ g olarak buldugunu; 9 adedinde

ise canli mikroorganizmaya rastlamadigini bildirmistir.
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Earmantacunn Ginlari
Sekil 3.2: Tarhana hamurlarinin TAMB sayisinin fermantasyon giinlerine gore
degisimi.

Maya-kiif sayisi ev tipi tarhana hamurlarinda, 0. gin 1,0x10° -1,9x10° kob/g
arasinda ortalama 5,6X105 kob/g; 1. gun 1,0x10° -4,8x10° kob/g arasinda ortalama
6,7x10° kob/g; 3. giin 9,6x10* — 9,5x10° kob/g arasinda ortalama 9,6x10° kob/g; 5.
giin 2,0 x10° — 1,2x10" kob/g arasinda ortalama 1,4x10* kob/g; 10. giin 2,010 -
2,6x10" kob/g arasinda ortalama 5,0x10° kob/g ve 15. giin 1,0x10° -2,9x10° kob/g
arasinda ortalama 3,1x10° kob/ g bulunmustur. Isletme tipi tarhana hamurlarinda ise
maya-kiif sayist 0. gin 1,9x10°-7,7x10° kob/g arasinda ortalama 1,5X106 kob/g; 1.
gun 3,2x10° — 3,1x108 kob/g arasinda ortalama 9,6X106 kob/g; 3. gin 6,6x10° -
2,7x10° kob/g arasinda ortalama 9,1x10° kob/g; 5. giin 2,0x10% 2,2x10® kob/g
arasinda ortalama 1,2X106 kob/g; 10. gin 2,7x10° -2,1x108 kob/g arasinda ortalama
4,8x10° kob/g ve 15. giin 6,9x10° -1,8x10° kob/g arasinda ortalama 1,4x10° kob/g

bulunmustur. Maya-kiif sayist da isletme tipi Orneklerde ev tipi Orneklere gore
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fermantasyon siresi boyunca daha yiiksek bulunmaktadir (Sekil 3.3). Maya-kuf
sayist hem isletme hem de ev tipi 6rneklerde fermantasyonun 3. guni en yuksek
degerde belirlenmistir. Takip eden ginlerde say1 daha diisiik olmakla birlikte degisim
diizensiz olmustur. Fermantasyonun 15. giinii elde edilen deger her iki grupta da
baslangi¢ sayisindan daha diisiik olmustur. Temiz ve Pirkul (1990) tarafindan yapilan
calismada da maya-kiif sayilar1 fermantasyonun 1. ve 2. giinlerinde artig gosterirken;
3. giiniinde hizli bir azalma gosterdigi ve fermantasyonun sonunda maya-Kif
sayisinin 0. giinline gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu sonug¢ calisma ile
benzerlik gostermektedir. Soyyigit ve Ozgelik (2004) tarafindan Isparta ve yoresinde
iiretilen ev yapimi tarhanalarda maya-kiif sayisinda (<10-3,3x10" kob/g) belirlenen
cok buyuk farklilik kurutma islemine baglanmis, elde edilen iist sinirin bizim analiz

sonuglarimizi dogruladig: goriilmiustiir.
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Sekil 3.3: Tarhana hamurlarinin maya-kiif sayisinin fermantasyon giinlerine gore
degisimi.

S. aureus sayisi ev tipi tarhana hamuru 6rneklerinde 0. giin 4,0x10? - 5,0x10° kob/g
arasinda ortalama 2,8)(103 kob/g; 1. gun 2,0x10? -8,0x10° kob/g arasinda ortalama
2,5x10° kob/g; 3. giin <1,0x10% - 7,0x10% kob/g arasinda; 5. giin <I,0x10%-6,0x10
kob/g arasmnda bulunurken takip eden fermantasyon giinlerinde <1,0x10% kob/g
saptanmustir. Isletme tipi tarhana hamurunda da 0. giin <1,0x10? - 4,9x10° kob/g
arasinda; 1. giin <1,0x10% -1,9x10° kob/g arasinda; 3. giin <1,0x10% - 6,0x10* kob/g

arasinda; 5. giin <1,0x10%5,0x10° kob/g arasinda ve takip eden fermantasyon
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giinlerinde <1x10? kob/g olarak bulunmustur. Fermentasyonun devamu ile S. aureus
sayisinin azalmasi (Sekil 3.4) ve iki tip tarhana hamurunda da 10. giinde tespit
edilebilir diizeyin altina diismesi, ayni siirecte pH degerindeki hizli diisiise ve
fermantasyon florasi ile yaris zorunda olmasina baglanmistir. Ciinkii laktik asit
bakterileri ile mayalarin gorev aldigi fermantasyonlarda laktik asit, etanol,
karbondioksit ve diger bazi organik bilesenlerin iiretimi meydana gelmektedir.
Fermantasyon sonucu pH 3,4-4,2 degerine kadar diismektedir. Diisiik pH degeri ve
diisik nem igerigi (%6-10 kuru tarhana da) ile tarhana patojen ve sporlu
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun olmayan bir ortam olusturmaktadir
(Daglioglu, 2000). Diisiik pH ve diisiik nem igeriginin (%6-9) patojenler ve bozulma
etkeni mikroorganizmalar iizerinde bakteriyostatik etki yapmasi Ibanoglu ve
Ibanoglu (1999) ve Daglioglu (2000) tarafindan da bildirilmistir. Soyyigit ve Ozcelik
(2004) tarafindan Isparta ve yoresinde iretilen ev yapimi tarhana Orneklerinde
Staphylococcus aureus sayis1 <10 kob/g olarak belirlenmistir. Bu literatur verisi de

calisma sonuclarini desteklemektedir.
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Fermantasyon Gunleri

Sekil 3.4: Tarhana hamurlarinin S. aureus sayisinin fermantasyon giinlerine gore
degisimi (Ev tipi tarhana hamurlarinda 3. glin ve sonrasi, isletme tipi tarhana
hamurlarinda ise higbir giin S.aureus’a rastlaniimamustir).

Koliform bakteri sayis1 ev tipi tarhana hamuru 6rneklerinde 0. gun 1,1x10%3,0x10°
kob/g arasinda ortalama 1,9x10° kob/g; 1. giin 1,3x10? — 1,6x10° kob/g arasinda
ortalama 6,1x10* kob/g; isletme tipi tarhana hamuru Srneklerinde 0.giin 2,0x10%
1,9%x10° kob/g arasinda ortalama 5,0x10* kob/g; 1. giin <1,0x10"* — 4,5x10* kob/g
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arasinda bulunurken; her iki grupta da diger fermentasyon giinlerinde <1,0x10"
kob/g bulunmustur. Fermantasyonun basinda 10*-10° civarinda olan koliform bakteri
sayisinin 3. giinden sonra saptanamamasi (K 6rnegi hari¢) (Sekil 3.5) yine tarhananin
asidik ve fermente bir gida olmasina baglanmistir. Nitekim bu ¢alismada oldugu gibi
Soyyigit ve Ozgelik (2004) tarafindan Isparta ve yodresi ev yapmmi tarhanalarin
koliform bakteri sayisin1 <3,0 kob/g olarak bulunmus, Settanni vd. (2011) tarafindan
da tarhana Orneklerinde koliform mikroorganizmaya rastlanilmadigi belirtilmistir.
Calismada hem ev tipi hem de isletme tipi 6rneklerde fermantasyonun ilk glinlerinde
koliform mikroorganizmaya rastlanmasi iiretimde kullanilan sebzelerin pastorize

edilmemesine baglanabilir.
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Fermantasyon Gunleri

Sekil 3.5: Tarhana hamurlarinin koliform grubu mikroorganizma sayisinin
fermantasyon ginlerine gore degisimi (Ev tipi ve igletme tipi tarhana hamurlarinda 3.
giin ve sonrasi koliform gruba rastlanilmamustir.)

Incelenen ev ve isletme tipi tarhana hamurlarindaki E.coli sayis1 fermantasyon
giinlerine gore dnemli dlglide degismistir (Sekil 3.6). E.coli sayisi ev tipinde 0. gin
<1,0x10" -1,0x10° kob/g arasinda, takip eden giinlerde <1,0x10" kob/g; isletme
tipinde ise 0. giin <1,0x10" -1,0x10% kob/g arasinda, 1. giin <1,0x10" -2,0x10 kob/g
arasinda, 3. giinden itibaren de <1,0x10* kob/g bulunmustur. Bu sonuglar koliform
bakteri sayisi ile uyumludur ve ayni sekilde tarhananin asidik ve fermente bir gida

olmasina baglanmaistir.
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Sekil 3.6: Tarhana hamurlarinin E. coli sayisinin fermantasyon gunlerine gore
degisimi (Ev tipi tarhana hamurlarinda 1. giin, isletme tipi tarhana hamurlarinda ise
3. glin ve sonrasi E. coli ‘ye rastlanilmamistir.)

Ev ve isletme tipi tarhana hamurlarinda mikrobiyal floranin genel degisimini topluca
gorebilmek igin degisimler Sekil 3.7°de verilmistir. Fermantasyon siiresince LAB ve
TAMB sayis1 benzer bir seyir takip etmistir. LAB sayisinin artist ile koliform grup
sayisinda ise azalig belirlenmis ve istatistiki olarak da 6nemli bulunmustur (P<0,05).
Benzer sekilde E.coli sayis1 da azalmistir. Yine S. aureus sayisi da ev tipi tarhana
hamuru oOrneklerinde LAB sayisinin artis1 ile azalmistir. Bu azalma da istatiksel
acidan 6nemli bulunmustur (P<0,05). Isletme tipi orneklerde ise S. aureus’a
fermantasyon boyunca rastlanilmamistir. Fermantasyon siiresince LAB sayisinin
artig1 ile koliform, E.coli ve S. aureus sayisinda goriilen bu azalmalarda LAB
tarafindan tretilen organik asitler dolayisi ile pH degerindeki diisiisin, Uretilen
antimikrobiyal metabolitlerin ve hiicreler arasi yarismanin etkili olabilecegi

distiniilmistiir.
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Sekil 3.7: Ev (A) ve isletme (B) tipi tarhana hamurlarinda mikrobiyal floranin genel

degisimi.
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3.2 Kimyasal Analiz Sonuclar:

Incelenen ev ve isletme tipi tarhana hamurlarinda fermantasyon giinlerine gore
kimyasal parametrelerde énemli 6l¢iide degisimler belirlenmistir. Isletme ve ev tipi
tarhana hamur 6rneklerinde 6 farkli fermantasyon giiniinde elde edilen kimyasal

analiz sonuglar1 Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Ev ve isletme tipi tarhana hamurlarinin farkli fermantasyon gunlerindeki
kimyasal analiz sonuglari.

Kimyasal Sonuglar

ORNEK GUN

pH AS KM (%)

A 0.gin 4,42 10,45 55,62

= B 0.gin 4,50 9,98 49,38

= C 0.gin 4,31 8,31 52,82

T D 0.gin 4,25 10,69 53,75

E 0.gin 4,54 4,51 53,83

Ortalama 0.gin 4,40 8,79 53,08

2 F 0.gin 4,48 4,49 55,74

= G 0.giin 4,32 4,75 55,79

g H 0.giin 4,78 4,50 55,32

s K 0.giin 4,30 6,65 55,52

—_ Ortalama 0.giin 4,47 5,10 55,59

A 1.gln 3,69 14,96 55,51

= B 1.glin 3,65 8,79 50,95

'; C 1.gln 3,44 6,89 56,20

L D 1.gln 3,81 8,79 52,41

E 1.giin 4,22 6,65 54,38

Ortalama 1.gln 3,76 9,22 53,89

= F 1.gln 3,99 6,50 56,27

= G 1.giin 417 7,00 55,49

g H 1.gun 4,23 6,00 56,78

3 K 1.giin 3,93 10,93 54,29

= Ortalama 1.gun 4,08 7,61 55,70

A 3.gin 3,39 13,54 56,82

5 B 3.gln 3,29 11,88 51,41

= C 3.gln 3,47 11,64 54,99

3 D 3.gin 3,30 11,88 51,58

E 3.gln 3,26 12,83 54,31

Ortalama 3.gln 3,34 12,35 56,82

= F 3.gin 3,92 9,75 55,52

= G 3.glin 3,78 10,25 55,02

g H 3.giin 3,70 10,75 55,98

5 K 3.glin 3,52 14,25 55,02

= Ortalama 3.gun 3,73 11,25 55,02
AS: Asitlik sayisi, KM: Kurumadde (Devam)
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Tablo 3.2 (Devam)

Kimyasal Sonuglar

ORNEK GUN

pH AS KM (%)
A 5.gin 3,33 14,50 55,67
_ B 5.gin 3,25 14,25 51,01
= C 5.giin 3,28 16,00 55,18
2 D 5.gin 3,33 15,50 52,17
E 5.gin 3,21 14,75 55,23
Ortalama 5.gln 3,28 15,00 53,85
- F 5.gin 3,40 15,25 55,25
= G 5.giin 3,47 14,25 56,86
g H 5.glin 3,64 14,75 57,80
k] K 5.gin 3,47 14,73 54,42
"~ Ortalama 5.gin 3,49 14,74 54,42
A 10.guin 3,39 14,75 55,62
_ B 10.guin 3,17 15,25 52,18
= C 10.gtn 3,11 16,25 55,3
2 D 10.g0in 3,09 15,25 52,63
E 10.guin 3,17 17,00 55,42
Ortalama 10.gln 3,18 15,70 54,23
2 F 10.g0in 3,74 15,75 55,86
= G 10.guin 3,56 13,25 59,15
2 H 10.guin 3,68 16,75 59,17
] K 10.giin 3,80 18,00 55,36
B Ortalama 10.giin 3,69 15,94 55,36
A 15.g0in 3,82 17,75 57,13
a B 15.giin 3,70 17,75 52,08
. C 15.gin 3,67 18,75 55,88
w D 15.g0in 3,68 19,00 54,19
E 15.g0in 3,66 19,00 59,71
Ortalama 15.gin 3,70 18,45 55,79
= F 15.g0in 4,03 21,50 54,22
= G 15.giin 3,50 11,25 57,59
g H 15.giin 3,67 17,25 60,05
] K 15.giin 3,67 17,75 58,03
B Ortalama 15.gln 3,72 16,94 58,03

AS: Asitlik sayisi, KM: Kuru madde

pH degeri ev tipi tarhana hamurlarinda, 0. giin; 4,25-4,54 arasinda ortalama 4,40; 1.

gun 3,42-4,22 arasinda ortalama 3,76; 3. giin 3,26-3,47 arasinda ortalama 3,33; 5.

gun 3,20-3,33 arasinda ortalama 3,23; 10. giin 3,09-3,38 arasinda ortalama 3,20 ve

15. giin 3,66-3,82 arasinda ortalama 3,60 bulunmustur. Isletme tipi tarhana
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hamurlarinin pH degerleri de 0.giin 4,30-4,77 arasinda ortalama 4,47; 1. giin 3,93-
4,23 arasinda ortalama 4,08; 3. giin 3,52-3,92 arasinda ortalama 3,73; 5. giin 3,39-
3,64 arasinda ortalama 3,49; 10. giin 3,55-3,80 arasinda ortalama 3,69 ve 15. giin
3,50-4,03 arasinda ortalama 3,72 bulunmustur. Tarhana hamurunun ilk pH degerinin
diisiik olmasi domates ve yogurt gibi diisiik pH’l1 katki maddelerine; takip eden
giinlerde meydana gelen diislis ise fermantasyona baglanmistir. Fermantasyon
siiresince ev tipi tarhana Orneklerinin pH degeri isletme tipinden daha diisiik
bulunmustur. Ev tipi tarhana hamuru 6rneklerinin daha diisiik pH degerlerine sahip
olmasi evlerde tarhana hamurlarina yogurt veya domates gibi bilesenlerin daha fazla

katilmis olabilecegini diisiindiirmiistiir

Ev ve isletme tipi tarhana hamurlarinda fermantasyon giinlerine gore pH degerinde
belirlenen diisiis istatistiki olarak da 6nemli bulunmustur (P<0,05). Beklenildigi gibi
pH degeri 3’ilin altina diismemis ve pH degeri isletme tipi tarhana 6rneklerinde 5.

giinden, ev tipinde ise 10. giinden sonra hafifce yiikselmistir (Sekil 3.8).

Soyyigit ve Ozgcelik (2004) tarafindan Isparta ve ydresinde iiretilen ev yapimi
tarhanalarin kimyasal analiz sonuclarina gore; pH 3,61-4,86 degerleri arasinda
bulunmustur. Settanni vd. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada da pH degeri A (30
°C fermantasyon) ve B (40 °C fermantasyon) orneklerinde 5 farkli fermantasyon
giinlinde incelenmistir. A ve B 6rnegi i¢in pH degerleri sirasiyla 0. guin 4,49 ve 4,49;
2. gun 3,73 ve 4,29; 4. gun 3,63 ve 4,02; 6. gun 3,61 ve 4,07; 8. gln 3,62 ve 4,05
olarak tespit edilmistir. Bu degerler ¢alismamizda elde edilen pH degerlerinden daha
yuksektir. Bu durum tarhana florasindaki LAB tur\sus farkliligina baglanabilir.
Ancak, Settanni vd. (2011) tarfindan elde edilen verilerde gozlenen 6. giinden sonra

pH degerindeki yiikselme seyri ¢alisma sonucu ile benzerlik gostermektedir.
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Sekil 3.8: Tarhana hamurlarinin pH degerinin fermantasyon giinlerine gore degisimi.

Ev tipi tarhana hamurlarinin asitlik sayilar1 0.giin 4,75-10,45 arasinda ortalama 8,79;
1. gin 6,18-15,20 arasinda ortalama 9,21; 3. giin 11,40-13,78 arasinda ortalama
12,35; 5. gun14,0-16,0 arasinda ortalama 15,0; 10.giin 14,50-17,0 arasinda ortalama
15,5 ve 15.giin 17,50-19,0 arasinda ortalama 17,95 bulunmustur. Isletme tipi tarhana
hamurlarinda ise 0. glin 4,23-6,65 arasinda ortalama 5,10; 1. giin 6,0-10,93 arasinda
ortalama 7,60; 3. giin 9,50-14,25 arasinda ortalama 11,25; 5. giin14,0-15,50 arasinda
ortalama 14,74; 10. gin 13,0-18,0 arasinda ortalama 15,94 ve 15. giin 11,0-21,50
arasinda ortalama 16,94 bulunmustur. Fermantasyon glinlerine gore ev ve isletme tipi

tarhana hamurlar1 arasindaki farklilik Sekil 3.9°da verilmistir.

20 -
e BV Tipi

18 isletme Tipi /\

16 \ |
14

12
10

Asitlik Sayisi

&
6
4

0.gln l.gln 3.gln 5.gln 10.gun 15.gun
Fermantasyon Gunleri

Sekil 3.9: Tarhana hamurlarinin asitlik sayisinin fermantasyon giinlerine gore
degisimi.
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Sekil 3.9’da goriilen ev ve isletme tipi tarhana hamurlarinin asitlik sayisinda
fermantasyon ginlerine gore diizenli artis istatistiki olarak Onemli bulunmustur
(P<0,05). Isletme tipi tarhana hamuru &rneklerine ait asitlik sayisinin ev tipinden
daha diisiik olmas1 durumu pH degeri ile paralellik gostermektedir. Hem ev tipi hem
de isletme tipi tarhana hamuru Orneklerinin pH ve asitlik sayis1 arasindaki iligki

istatiksel agidan da 6nemli bulunmustur(P<0,05).

Tarhana Standardi’na gore, tarhananin %67’lik etil alkole gegen asitlik derecesi
(asitlik sayis1) en az 15, en ¢ok 40 olmalidir. Tarhana 6rneklerinin 10. guinde ev tipi
A ve isletme tipi G 6rnegi harig; 15. glinde de sadece isletme tipi G Ornegi harig

digerlerinin asitlik sayilar1 Standard da verilen degerler icerisindedir.

Soyyigit ve Ozgelik (2004) tarafindan Isparta yoresinde iiretilen ev yapimi
tarhanalarinda belirlenen asitlik degerlerindeki degisim (4,91-36,62), bu ¢alismada
hem ev tipi hem de isletme tipi 6rneklerden oldukca yiiksektir. Bu durumun yapilan
tarhanalarin bilesiminden fermantasyon siiresinden kaynaklandigi sdylenebilir.
Settanni vd. (2011) tarafindan A (30 °C fermantasyon) ve B (40 °C fermantasyon)
tarhana Orneklerinde 5 farkli fermantasyon giiniinde yapilan calismada, A ve B
Ornegi icin asitlik degerleri sirasiyla 0. giin 4,54 ve 4,55; 2. gun 7,59 ve 6,07; 4. gun
10,61 ve 10,23; 6. gun 13,64 ve 11,37; 8. gun 12,88 ve 10,23 olarak bulunmustur. Bu
literatiirde verilen degerler bizim ¢alismamizdaki ev ve isletme tipi 6rneklere gore
daha disiiktiir. Ancak, 8. giindeki degerler ile bizim ¢alismamizdaki 3. giin degerleri
birbirine yakindir. Bu durum da tarhana florasindaki LAB tiir\sus farkliligina
baglanabilir.

Incelenen ev ve isletme tipi tarhana hamurlarindaki % kuru madde miktart
fermantasyon giinlerine gore dnemli dl¢iide degismistir (Sekil 3.10). Ev tipi tarhana
orneklerinin 15 giinlik fermantasyon siiresi boyunca kuru madde degerleri %49,31-
%60,43 arasinda; isletme tipi tarhana Orneklerinde de %53,38-%60,37 arasinda
bulunmustur. Isletme tipi 6rneklerin ev tipi drneklere gore daha yiiksek kuru madde
degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Erbas vd. (2005) tarafindan yapilan

calismada %61,05 olarak bulunan fermantasyon sonundaki yas tarhananin kuru
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madde oranmi ¢alismamizda elde edilen ortalama % kuru madde degerlerinden biraz
yiiksek olmakla birlikte yakin sayilabilecek diizeydedir.
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Sekil 3.10: Tarhana hamurlarinin % kuru maddenin fermantasyon giinlerine gore
degisimi.
Sekil 3.10°da verilen ev ve isletme tipi tarhana hamurlarinin % kuru madde degerleri
fermantasyon giinlerine gore diizensiz bir artig-azalis gostermis ve bu durum
istatiksel agidan onemli bulunmustur (P<0,05). Ev tipi tarhana hamuru 6rneklerinin
pH ve % kuru madde arasindaki iliski istatistiki olarak onemli olurken (P<0,05);
isletme tipi tarhana hamuru Ornekleri i¢in bu iliski istatistiki olarak Onemsiz

bulunmustur.

3.3 Tarhana Hamuru Fermantasyonunun Mikrobiyal Cesitliligi ve Degisimi

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, tarhana hamurunun fermentasyonunda rol alan laktik
asit bakteri ve maya tiirlerinin ¢esitliliginin ve degisiminin belirlenmesi amaciyla
uygulanan temel strateji; kiiltiire bagimli ve kiiltiirden bagimsiz yontemlerin birlikte
ele alimmasidir. Bu kapsamda kiiltire bagimli yaklasimda Oncelikle tarhana
hamurunun 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. giinlerinde alinan hamur drneklerinden laktik asit
bakteri izolasyonu yapilmis, takiben secilen bakteri izolatlart 16S rDNA, pheS ve
maya izolatlar1 5,8S ve 28S rDNA analizine tabi tutularak tanimlanmistir. Kiiltiirden

bagimsiz yaklasimda ise ilgili fermentasyon glnlerinde toplanan hamur

47



orneklerinden genomik DNA izolasyonu yapilmis ve PZR-DGGE analizi ile

floradaki degisim izlenmistir.
3.3.1. Tarhana hamuru fermantasyonunun LAB tir cesitliligi ve degisimi

3.3.1.1 LAB izolatlarimin (GTG)s parmak-izi analizi

Tarhana hamuru fermantasyonunda yer alan LAB tiirlerinin belirlenmesi amaciyla
farkl1 fermantasyon giinlerinden toplam 2000 izolat secilmis ve farkli suslart
belirleyerek tanimlama testlerine alabilmek igin (GTG)s (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3) primeri ile LAB izolatlarinin (GTG)s parmak-izi profili
cikartilmigtir. Ayni suslarin ileri tanimlama analizlerinde tekerriirlii kullaniminin
engellenmesi ve yiiksek ¢esitlilige ulagsmak amaciyla (GTG)s parmak-izi profili
benzerlikliklerine gore izolatlar kendi igerisinde gruplandirilmis ve farkli bant veren
suslar ileri analizler i¢in se¢ilmistir. Buna gore tarhana orneklerinden izole edilen
farkli (GTG)s parmak-izi profillerine sahip suslarin birlikte yuritildigi jel

goriintlisti Sekil 3.11°de verilmistir.

Tarhana 6rneklerinin herbirisinde 3 ila 6 arasinda farkli sus bulundugu belirlenmistir.
En fazla sus cesitliligine C, E, F, H ve K hamurlarinda rastlanirken, en az gesitligin
ise A hamurunda oldugu goriilmiistiir. Sus ¢esitliligi bakimindan ev ve isletme tipi
ornekler arasinda onemli bir farklilik bulunmadigi sonucuna varilmistir. Tarhana
hamurlar1 arasindaki benzer sus profilleri de dikkate alinarak farkli izolatlar ileri

tanimlanmalar1 yapilmak iizere -70 °C’de %30 gliserol ortaminda saklanmistir.
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Sekil 3.11: Ev ve igletme tipi tarhana 6rneklerine ait izolatlarin (GTG)s parmak-izi
profili.
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3.3.1.2 LAB izolatlarinin 16S rDNA dizi analizi

Tarhana orneklerinden izole edilen farkli (GTG)s parmak-izine sahip suslara ait 16S
rDNA geninin 23 ile 1556"nc1 bazlar arasinda kalan bolge PZR ile ¢cogaltilmis daha
sonra NCBI veri tabanina kayitl suslarin DNA serileri ile karsilastirilmigtir. PZR
reaksiyonunda sonug¢ alinamayan 10 LAB izolati i¢in ise 27 ile 780'inci bazlar
arasinda kalan DNA boélgesi ¢oglatilmistir. Bu bolgelerin ¢agaltilmasi amaciyla 16S-
RWI/16S-FW ve 16S-27F/16S-780R primer giftleri kullanilmistir. Ev tipi ve isletme
tipi Orneklerde ayr1 ayri belirlenen toplam 47 farkli LAB izolatindan PZR ile
cogaltilan, 16S rDNA bdlgesine ait DNA bantlar1 Sekil 3.12'de gosterilmistir.

Sekil 3.12'den izlendigi gibi 37 adet LAB izolatinda 1200 bg¢'lik bolgede, diger 10
adet LAB izolatinda ise 750 bg'lik bolgede birer DNA bant izlenmistir. Bu durum
suglardan hedeflenen bolgelerin primerler esliginde dogru olarak g¢ogaltildigin

gostermistir. Jel tizerinde goriilen DNA bantlarinin dizileri ¢ikartilmistir.

NCBI veri tabani kullanilarak yapilan karsilagtirma analizinde suslarin tanimlanmasi
icin %97 benzerlik esik deger olarak kullanilmistir. Buna gore ev tipi tarhana
hamurlarindan izole edilen suslarin; 11 adedi L. plantarum (BL1, BL3, BL4, BL5,
CL2, CL4, CL6, DL2, DL3, EL3, EL5), 3 adedi L. lactis (CL3, CL5, DL1), 2 adedi
L. namurensis (AL2, AL3), 2 adedi L. farciminis (BL2, EL4), 1'er adedi L. brevis
(EL1), L. mesenteriodes (CL1), P. acidilactici (AL1) olarak tanimlanmustir. isletme
tipi hamurlardan izole edilen suslarin ise; 9 adedi L. plantarum (FL1, FL2, FL3, FL4,
FL5, GL4, GL5, HL4, KL2), 3 adedi L. brevis (GL3, HL6, KL5), 1'er adedi L. casei
(GL1), L. fobifermentas (HL1), L. mindensis (HL2), L. paralimentarius (HL3), L.
namurensis (HL5), L. citreum (KL1), L. pseudomesenteriodes (KL3), L.
mesenteriodes (KL6) olarak belirlenmistir. Isletme tipi tarhana &rnekleriden izole
edilen suslardan birisi ise %85 tanimlama oraniyla L. alimentarius oldugu tespit
edilmistir (Tablo 3.3).
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Sekil 3.12: Ev ve isletme tipi tarhana érneklerine ait izolatlarin 16S rDNA bantlari.
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Tablo 3.3: Tarhana hamurlarindan izole edilen LAB suslarinin 16S rDNA dizi

analizine gére tanimlama sonuglari.

Izolat Hamur Tanmmlama Sonucu Tanimlama
Adi Kaynagi YUzdesi
ALl Ev tipi Pediococcus acidilactici 98
AL2 Ev tipi Lactobacillus namurensis 99
AL3 Ev tipi Lactobacillus namurensis 99
BL1 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
BL2 Ev tipi Lactobacillus farciminis 98
BL3 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
BL4 Ev tipi Lactobacillus plantarum 100
BL5 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
CL1 Ev tipi Leuconostoc mesenteriodes 97
CL2 Ev tipi Lactobacillus plantarum 97
CL3 Ev tipi Lactococcus lactis 99
CL4 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
CL5 Ev tipi Lactococcus lactis 99
CL6 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
DL1 Ev tipi Lactococcus lactis 99
DL2 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
DL3 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
EL1 Ev tipi Lactobacillus brevis 99
EL3 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
EL4 Ev tipi Lactobacillus farciminis 99
ELS5 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
FL1 Isletme tipi Lactobacillus plantarum 99
FI2 Isletme tipi Lactobacillus plantarum 99
FL3 Isletme tipi Lactobacillus pentosus 100
FL4 Isletme tipi Lactobacillus plantarum 99
FL5 Isletme tipi Lactobacillus plantarum 99
GL1 Isletme tipi Lactobacillus casei 98
GL2 Isletme tipi Lactobacillus alimentarius 85
GL3 Isletme tipi Lactobacillus brevis 100
GL4 Isletme tipi Lactobacillus plantarum 98
GL5 Isletme tipi Lactobacillus plantarum 98
HL1 Isletme tipi Lactobacillus fabifermentas 99
HL2 Isletme tipi Lactobacillus mindensis 99
HL3 Isletme tipi Lactobacillus paralimentarius 99
HL4 Isletme tipi Lactobacillus plantarum 99
HLS Isletme tipi Lactobacillus namurensis 97
HL6 Isletme tipi Lactobacillus brevis 99
KL1 Isletme tipi Leuconostoc citreum 98
KL2 Isletme tipi Lactobacillus plantarum 100
KL3 Isletme tipi Leuconostoc pseudomesenteriodes 100
KL4 Isletme tipi Leuconostoc mesenteriodes 99
KL5 Isletme tipi Lactobacillus brevis 99
KL6 Isletme tipi Lactobacillus farciminis 98
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3.3.1.3 LAB izolatlarimin pheS DNA dizi analizi

Calismada 16S tanimlama sonuglarinin desteklenmesi amaciyla LAB izolatlarin fenil
alanil tRNA sentetaz alfa alt Unitesini kodlayan genin DNA dizisi NCBI
koleksiyonunda bulunan suglarin DNA dizisi ile karsilagtirilmistir. Bu amag
dogrultusunda c¢ogaltilan 500 bg¢ uzunlugundaki DNA bantlart Sekil 3.13’te
gorilmektedir.
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Sekil 3.13: Ev ve igletme tipi tarhana 6rneklerine ait izolatlarin pheS DNA
bantlari.

Sekil 3.13’ten de izlendigi gibi toplam 43 sustan 7 tanesinde pheS primer ciftleri ile
ilgili bolgenin ¢ogaltilmasi yapilamamistir. Diger tim suslarda 500 b¢’lik bolgede
birer bantin elde edildigi izlenmistir. Bu bantlarin tanimlama sonuglar1 da Tablo

3.4’te sunulmustur.
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Tablo 3.4: Tarhana hamurlarindan izole edilen LAB suslarinin pheS DNA dizi
analizine gore tanimlama sonuglart.

Izolat Hamur Tanimlama Sonucu Tammlama
Adi Kaynagi Y Uzdesi
ALl Ev tipi Pediococcus acidilactici 96
AL2 Ev tipi Lactobacillus arizonensis 82
AL3 Ev tipi Tanimsiz -
BL1 Ev tipi Lactobacillus brevis 100
BL2 Ev tipi Lactobacillus vini 77
BL3 Ev tipi Lactobacillus plantarum 98
BL4 Ev tipi Lactobacillus plantarum 100
BL5 Ev tipi Lactobacillus plantarum 100
CL1 Ev tipi Lactobacillus plantarum 75
CL2 Ev tipi Lactobacillus brevis 98
CL3 Ev tipi Tammsiz -
CL4 Ev tipi Lactobacillus plantarum 98
CL5 Ev tipi Lactococcus lactis 99
CL6 Ev tipi Lactobacillus plantarum 100
DL1 Ev tipi Tammsiz -
DL2 Ev tipi Lactobacillus plantarum 100
DL3 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
EL1 Ev tipi Lactobacillus brevis 99
EL3 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
EL4 Ev tipi Lactobacillus farciminis 100
ELS5 Ev tipi Lactobacillus plantarum 99
FL1  Isletme tipi Lactobacillus plantarum 98
FL2  Isletme tipi Lactobacillus plantarum 98
FL3  Isletme tipi Lactobacillus pentosus 85
FL4  Isletme tipi Lactobacillus plantarum 96
FL5  Isletme tipi Lactobacillus brevis 100
GL1  Isletme tipi Lactobacillus casei 100
GL2  Isletme tipi Tanimsiz -
GL3  Isletme tipi Lactobacillus brevis 99
GL4  Isletme tipi Lactobacillus plantarum 99
GL5  Isletme tipi Lactobacillus pentosus 96
HL1  Isletme tipi Lactobacillus fabifermentas 98
HL2  isletme tipi Tanimsiz -
HL3  isletme tipi Lactobacillus paralimentarius 99
HL4  Isletme tipi Lactobacillus plantarum 100
HL5  Isletme tipi Tanimsiz -
HL6  Isletme tipi Lactobacillus brevis 99
KL1  Isletme tipi Lactobacillus plantarum 92
KL2  Isletme tipi Lactobacillus plantarum 100
KL3  isletme tipi Leuconostoc pseudomesenteriodes 92
KL4  Isletme tipi Tanimsiz -
KL5  Isletme tipi Lactobacillus plantarum 84
KL6  Isletme tipi Lactobacillus vini 77
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S6z konusu bantlarin DNA dizilerine gore sirasiyla; L. plantarum (9 adet: BL3, BL4,
BL5, CL1, CL4, CL6, DL2, DL3, EL3, ELS5, FL1, FL2, FL4, GL4, HL4, KL1, KL2,
KL5), L. brevis (6 adet: BL1, CL2, EL1, FL5, GL3, HL6), L. pentosus (2 adet: FL3,
GL5), L. vini (2 adet: BL2, KL6), P. acidilactici (AL1), L. lactis (CL5), L. farciminis
(EL4), L. casei (GL1), L. fobifermentas (HL1), L. paralimentarius (HL3), L.
pseudomesenteriodes (KL3) ve L. arizonensis (AL2) suslari ile ortalama %98
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Buna gore 9 sus hari¢ (AL2, BL1, BL2, CLI1,
CL2, FLS, KL1, KL5, KL6) diger tiimiintin 16S rDNA ile uyumlu olduklar1 tespit
edilmistir. Ancak pheS DNA dizisi ile tanimlanan AL2, BL2, CL1, FL3, KL1, KL3,
KL5 ve KL6 suslarinin benzerlik yiizdeleri esik degerin altinda kalmistir. Bu nedenle

bu suslarin nihai tanimlanmasi igin ilave testlerin kullanilmas1 uygun olacaktir.

3.3.1.4 Tarhana hamurlarimin LAB tiir ¢esitliligi

Tarhana hamurlarinin farkli asamalarindan izole edilen LAB izolatlarinin 16S rDNA
ve pheS geninin DNA analiziyle yapilan tanimlama sonuglar1 kiyaslanarak nihai
tanimlamaya ulasilmistir. Buna gore BL3, BL4, BL5, CL4, CL6, DL2, DL3, EL3,
ELS, FL1, FL2, FL4, GL4, HL4, KL2 suslarinin L. plantarum; BL1, CL2, EL1, GL3,
FL5, HL6, KL5 suslarmin L. brevis; CL3, CL5, DL1 suslarmin L. lactis; AL2, AL3,
HLS5 suslarinin L. namurensis; BL2, EL4, KL6 suslarinin L. farciminis; FL3, GL5
suslarmin L. pentosus; CL1, KL4 suslarmin L. mesenteriodes, KL3 susunun L
.pseudomesenteriodes; AL1 susunun P. acidilactici; HL1 susunun L. fabifermentas;
KL3 susunun L. paralimentarius; GL2 susunun L. alimentarius; GL1 susunun L.
casei; KL1 susunun L. citreum; HL2 susunun L. mindensis oldugu tespit edilmistir.
Bu sonuglar tarhana hamurunun florasinda, L. plantarum ve L. brevis tirlerinin

hakim oldugunu gostermistir.

Tarhana hamur 6rneklerinde LAB turlerinin dagilimi incelendiginde (Tablo 3.5), P.
acidilactici, L. pentosus, L. casei, L. alimentarius, L. fabifermentas, L. mindensis,
L. paralimentarius, L. citreum ve L. pseudomesenteriodes tirlerinin sadece bir
hamurdan izole edildigi; L. plantarum tlrln{n ise toplam 9 tarhana hamurundan 8

adedinden izole edilen en yaygin tiir oldugu belirlenmistir.
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Tablo 3.5: izole edilen LAB tiirlerinin tarhana hamur 6rneklerindeki dagilima.

Kaynak Kod Suslar izolat Sayisi

Pediococcus acidilactici

5 A Lactobacillus namurensis
s Lactobacillus plantarum
% B Lactobacillus brevis

I Lactobacillus farciminis
z Lactobacillus plantarum
3 c Lactococcus lactis

) Lactobacillus brevis

E_ Leuconostoc mesenteriodes
= D Lactobacillus plantarum
2 Lactococcus lactis

Lactobacillus plantarum
E Lactobacillus brevis
Lactobacillus farciminis
Lactobacillus plantarum
F Lactobacillus pentosus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus caseli
Lactobacillus alimentarius
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus fabifermentas
Lactobacillus mindensis
Lactobacillus paralimentarius
Lactobacillus namurensis
Lactobacillus plantarum
Leuconostoc mesenteriodes
Leuconostoc citreum
Leuconostoc pseudomesenteriodes
Lactobacillus brevis
Lactobacillus farciminis
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Isletme Tipi Tarhana Hamuru

PR R R R

Isletme ve ev tipi tarhana hamurlarmin LAB florasi arasinda énemli farkliliklar
bulundugu ve isletme tipi LAB florasinin daha zengin (13 farkli tiir) oldugu
anlasilmaktadir. Isletme tipi tarhana hamurlarinda belirlenen LAB florasindaki

cesitliligin daha yiiksek olmasi, hammaddelerin daha farkli bolgelerden temin
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edilmesine baglanabilir. Ev tipi iretimlerde daha az miktarda hammadde
kullanilmast nedeni ile temin edilen bdlge de daha dar olmaktadir. Bu da tir
cesitliligini sinirlandiran bir faktor olarak diisiiniilebilir. Nitekim mikrobiyolojik
sayim sonuglar1 dikkate alindiginda; isletme tipi tarhana hamurlarinin toplam LAB

say1st agisindan daha yliksek degere sahip olmasi bu savimizi desteklemektedir.

Bu tez calismasinin bulgulari Tarhana hamurunda meta-genomiks temelli sinirh
sayidaki ¢aligmalarin sonuglari ile temelde uyumlu olmakla birlikte bazi farkliliklar
da tespit edilmistir. Bu yonde yapilmis olan ilk ¢alismada, Sengiin vd. (2009)
Turkiye’nin farkli bolgesinden topladiklari numunelerin florasinin tir bazinda
dagilimini; %27 P. acidilactici, %19 S. thermophilus, %19 L. fermentum, %12 E.
faecium, %7 P. pentosaceus, %5 L. pseudomesenteriodes, %4 W. cibaria, %2 L.
plantarum, %2 L. delbrueckii spp. bulgaricus, %2 L. citreum, %1 L. paraplantarum
ve %0,5 L. casei olarak bildirmistir. Buna karsm Settanni vd. (2011) 40 °C’de
fermente edilen 6rneklerde daha gok P. acidilactici bulunurken, 30 °C’de fermente
edilenlerde ise L. plantarum ve L. brevis tdrlerinin daha baskin bulundugunu
saptamistir. Bu tez calismasinin bulgular1 da L. plantarum'un baskin florayi
olusturduguna ve P. acidilactici tiiriiniin yaygin olmadigina isaret etmistir. Ayrica bu
tez calismasinin sonuglari tarhana mikroflorasinda literattirlerde bildirilenlerden daha
fazla LAB tiir ¢esitliginin bulundugunu gostermistir. S6z konusu bu farkliliklarin
olusmasindaki temel neden izolasyonda kullanilan besiyeri kompozisyonu ile
iligkilendirilmistir. Ciinkii bu tez ¢alismasinin 6ncii ¢alismalardan temel farklig
izolasyonda kullanilan MRS besiyerinin farkli seker ve vitamin ilavesi ile modifiye
edilmesidir. Bu savi destekler sekilde Meroth vd. (2003) tarafindan eksi hamur
florasindan yapilan izolasyonlarda modifiye MRS (MRS-5C) kullanilmasinin
izolasyon g¢esitliligini artirdign gozlenmistir. Dolayisiyla L. sanfranciscensis, L.
mindensis, L. crispatus, L. pontis gibi miskiilpesent suslarin izolasyonu miimkiin

olmustur.

Calismada elde edilen bulgular, tarhana bilesiminde agirlikli olarak unun bulunmasi
ve fermantasyonunda LAB ve mayalarin gorev almasi agisindan benzer iiriin olan ve

benzer floraya sahip olmasi beklenen eksihamur florasi ile de karsilastirilmigtir. Eksi
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hamur florasinda bulunan LAB tiirleri iilkelere ve hamurun iiretim kosullarina gore
Onemli farkliliklar gosterebilmektedir. Ancak bu Urtinlerden izole edilen LAB
tirlerinin agirlikli olarak L. sanfranciscensis ve L. plantarum’dan olustugu; L.
alimentarius, L. brevis, L. citreum, L. lactis, L. fermentum, L. acidophilus, W.
confusa, L. mindensis, L. crispatus, L. pontis, L. pentosus, L. mesenteriodes tirlerinin
de farkli oranlarda bulunabildigi bildirilmistir (Corsetti vd. 2001; Meroth vd. 2003;
Catzeddu vd. 2006; Ferchichi vd. 2007; Scheirlinck vd. 2008). Bu c¢alismalarin
1s18inda bulgularimiz degerlendirildiginde L. plantarum, L. alimentarius, L. brevis,
L. citreum, L. lactis, L. fermentum, L. mindensis, L. pentosus ve L. mesenteriodes
tirlerin ortak oldugu izlenmistir. Ancak farkli olarak yapilan g¢aligmalarda
eksihamurdan bugiine kadar izole edilemeyen L. fabifermentas’a tarhana érneklerin

bir kisminda rastlanmistir.

3.3.1.5 Tarhana hamuru fermantasyonunda LAB turlerindeki degisim

Tarhana fermentasyonunun 0., 3., 5., 10., ve 15. giinlerinde LAB tiir degisiminin
izlenmesi amaciyla Denatiire Gradient Jel Elektroforezi (DGGE) tekniginden
faydalanilmistir. Buna goére belirtilen gunlerde alinan hamur 6rneklerinde bulunan
bakterilerin genomik DNA'lar1 izole edilmistir. Daha sonra bu DNA'lar kullanilarak
bakterilerin 16S rDNA V3 bdlgeleri PZR yardimiyla ¢ogaltilmis ve iirtinler %25-50
araliginda denaturant iceren %8’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.
Calismada tanimlamalarin yapilabilmesi i¢in bir dnceki bdliimde anlatildigr sekilde
tarhana hamurlardan izole edilerek tanimlanan LAB suslarinin da 16S rDNA
fragmentleri ¢ogaltilarak markerlar hazirlanmis ve eszamanli olarak denatiire

gradient jel Gzerinde yiirtitilmistiir.

Markerlar hazirlanirken, s6z konusu bu suslarin {ist liste cakigsmasinin engellenmesi
amaciyla suslardan izole edilen 16S rDNA V3 bolgesi jel tzerinde oncelikle tek tek
yiritilmistir (Sekil 3.14). Takiben elde edilen bant goriintiileri degerlendirilerek
izolatlar gog¢ uzakliklarina gore ¢akigsmayacak sekilde gruplandirilmis ve 3 farkli

karisimda marker hazirlanmistir.
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ALl  AL2 AL3 BL1 BL2 BL3 BL4 BLS CL1 CL2 CL3 CL4 CL5 CL6

GL1 GL2 GL3 GL4 GL5 HL1 HL2 HL3 HL4 HL5 HL6 KL1 KL2 KL3 KL4 KL5 KL6

Sekil 3.14: Tarhana drneklerinden toplanan LAB izolatlarindan ¢ogaltilan 16S rDNA
fragmentlerinin DGGE profili.

MARKER1 (M1): AL1-AL2-BL1-BL2-BL3-CL1-GL1 (1. L. plantarum, 2. L.
mesenteriodes, 3. L. brevis, 4. L. farciminis, 5. P. acidilactici, 6. L. namurensis, 7. L.

casei)

MARKER2 (M2): BL5-CL3-CL5-EL4-GL2-HL2-HL5-KL1 (8. L. plantarum, 9. L.
citreum, 10. L. alimentarius, 11. L. lactis, 12. L. mindensis, 13. L. farciminis, 14. L.

namurensis, 15. L. lactis)
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MARKER3 (M3): EL1-HL1-HL3-KL2-KL3-KL4-KL5-KL6 (16. L. fabifermentas,
17. L. plantarum, 18. L. brevis, 19. L. brevis, 20. L. mesenteriodes, 21. L.

paralimentarius, 22. L. pseumesenteriodes, 23. L. farciminis)

Ev tipi tarhana hamurlarindan farkli fermentasyon giinlerinde (0., 1., 3., 5., 10. ve 15.
giin) alman hamur 6rneklerinde bulunan bakterilerin genomik DNA'lar1 ile marker
olarak kullanilan LAB suslarinin 16S rDNA V3 bolgesi PZR Grinlerinin gradient jel
Uzerindeki gog yerleri ve bakteriyal floradaki degisim A ve B 6rneklerinde Sekil 3.15
ve Tablo 3.6’da; C ve D orneklerinde Sekil 3.16 ve Tablo 3.7°de; E 6rneginde de
Sekil 3.17 ve Tablo 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.15: A ve B tarhana hamuru 6rneklerinin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. giinlerdeki
bakteriyal florasi.

Tablo 3.6: A ve B tarhana hamuru 6rneklerinin 6 farkli fermantasyon giiniindeki
bakteriyal florasi.

Fermantasyon Gilinleri/Laktik Asit Bakterileri

Ornek 0. gun 1. glin 3. gun 5. gun 10. gin 15. gin
L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
L. namurensis L. namurensis L. namurensis L. namurensis L. namurensis L. mindensis
P. acilactici P. acilactici P. acilactici P. acilactici P. acilactici S. thermophilus
A L. mindensis L. mindensis L. mindensis L. mindensis L. mindensis
S. thermophilus S. thermophilus S. thermophilus S. thermophilus S. thermophilus
L. crispatus L. farciminis L. farciminis L. farciminis L. farciminis L. farciminis
L. delbrueckii L. crispatus L. crispatus L. crispatus L. crispatus L. crispatus
B subsp. S. thermophilus L.plantarum L.brevis S. thermophilus S. thermophilus
bulgaricus S. thermophilus S. thermophilus

S. thermophilus

A tarhana hamurunda fermantasyonun ilk giiniinden 10. glnine kadar L. plantarum,

L. namurensis, P. acilactici, L. mindensis ve S. thermophilus suslarinin yer aldigi

son gun ise sadece L. plantarum, L. mindensis ve S. thermophilus bulundugu DGGE

profilinden izlenmektedir. Fermantasyon siresi boyunca L. plantarum’un baskin tiir

oldugu da belirlenmistir. B tarhana hamurunda ise fermantasyon siiresince L.

crispatus ve S. thermophilus’un bulundugu goriilmektedir.
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orneginde de fermantasyon siiresince farkli tiirlerin varligint devam ettirdigi

belirlenmis ve diger tarhana hamurlarinda goriilmeyen L. crispatus tirl tespit
edilmistir (Tablo 3.6).
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Sekil 3.16: C ve D tarhana hamuru 6rneklerinin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. giinlerdeki
bakteriyal florasi.

Tablo 3.7: C ve D tarhana hamuru drneklerinin 6 farkli fermantasyon giiniindeki
bakteriyal florasi.

Fermantasyon Guinleri /Laktik Asit Bakterileri

Ornek 0. 9ln 1. glin 3.gun 5. gun 10. gun 15. gun

L. lactis L. lactis L. L. L. L.
L. L. sanfranciscensis sanfranciscensis sanfranciscensis sanfranciscensis
mesenteriodes mesenteriodes L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
L. delbrueckii L. delbrueckii L. alimentarius L. alimentarius L. alimentarius L. alimentarius
subsp. subsp. L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis

c bulgaricus bulgaricus L. lactis L. lactis L. lactis L. lactis
S. S. L. mesenteriodes L. mesenteriodes L. mesenteriodes L. mesenteriodes
thermophilus ~ thermophilus L. delbrueckii L. delbrueckii L. delbrueckii L. delbrueckii
L.casei L. casei subsp. subsp.bulgaricus  subsp.bulgaricus  subsp.

bulgaricus S. thermophilus S. thermophilus bulgaricus
S. thermophilus S. thermophilus

L.plantarum L. delbrueckii L. delbrueckii L. delbrueckii L. lactis L. lactis
L. delbrueckii subsp. subsp. subsp. L. casei L. casei
subsp. bulgaricus, bulgaricus bulgaricus S. thermophilus S. thermophilus
bulgaricus L. lactis L .lactis L. lactis

D L. lactis L. casei L.casei L. casei
L. casei S. thermophilus S. thermophilus S. thermophilus
S. thermpohilus P. P. acidilactici/ P. acidilactici/
P. acidilactici/ L. namurensis L. namurensis
acidilactici/ L. namurensis

L. namurensis
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Sekil 3.16°da verilen C tarhana hamurunda fermantasyon siresi boyunca L. lactis, L.
mesenteriodes, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus suslarinin
bulundugu DGGE profilinden izlenmektedir. Ayrica fermantasyonun 3. giliniinden
itibaren de L. plantarum, L. alimentarius, L. brevis, L. sanfrancincensis suslarinin
floraya katildigi belirlenmistir. D tarhana hamurunda ise fermantasyonun tim
giinlerinde L. lactis, L. casei, S. thermophilus suslarini bulundugu; ilerleyen
fermantasyon glnlerinde ise L. plantarum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve
P.acidilacitici/L.  namurensis  suslarimin ~ kayboldugu = DGGE  profilinde
izlenebilmektedir (Tablo 3.7).
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Sekil 3.17: E tarhana hamuru érneklerinin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. gunlerdeki
bakteriyal florasi.

Tablo 3.8: E tarhana hamuru drneklerinin 6 farkli fermantasyon giiniindeki bakteriyal
florasi.

Fermantasyon Gunleri/ Laktik Asit Bakterileri

Ornek 0. gin 1. glin 3. gun 5. gin 10. gun 15. gin
L.plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis
L. L. farciminis L. farciminis L. farciminis L. farciminis L. farciminis
delbrueckii L. L. delbrueckii S. thermophilus S. thermophilus S. thermophilus

E subsp. delbrueckii subsp.

bulgaricus subsp. bulgaricus
S bulgaricus S. thermophilus

thermophilus  S.
thermophilus

Sekil 3. 17° de verilen E tarhana hamurunun 6 farkli fermantasyon giiniinde L.

plantarum, L. brevis, S. thermophilus suslarinin yer aldigi DGGE profili ile
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belirlenmistir. Fermantasyonun 0. ve 1. giliniinde goriilen L. delbrueckii subsp.
bulgaricus ilerleyen giinlerde kaybolmustur. 1. giinden itibaren L. farciminis florada

baskin olarak yer almistir (Tablo 3.8).

Isletme tipi tarhana hamurlarindan farkli fermentasyon giinlerinde (0., 1., 3., 5., 10.
ve 15. giin) alinan hamur 6rneklerinde bulunan bakterilerin genomik DNA'lar1 ile
marker olarak kullanilan LAB suslariin 16S rDNA V3 bolgesi PZR urunlerinin
gradient jel lzerindeki goc yerleri ve bakteriyal florasindaki degisim de F ve G
orneklerinde Sekil 3.18 ve Tablo 3.9°da; H ve K 6rneklerinde de Sekil 3.19 ve Tablo
3.10’da verilmistir.
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Sekil 3.18: F ve G tarhana hamuru 6rneklerinin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. gunlerdeki
bakteriyal florasi.

Tablo 3.9: F ve G tarhana hamuru 6rneklerinin 6 farkli fermantasyon giiniindeki
bakteriyal florasi.

Fermantasyon Gunleri / Laktik Asit Bakterileri

Ornek 0. gin 1. gln 3.gun 5. gun 10. gun 15. gun
L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
L. pentosus L. pentosus L. pentosus L. pentosus L. pentosus L. pentosus
L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis
L. casei L. casei L. casei L. casei L. casei L. casei

F L. alimentarius L. pentosus L. alimentarius L. alimentarius L. alimentarius L. alimentarius

L. L. L. L. mesenteriodes L. L.
mesenteriodes  mesenteriodes mesenteriodes 5/14/22 mesenteriodes mesenteriodes
5/14/22 5/14/22 5/14/22 5/14/22 5/14/22
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Tablo 3.9 (Devam)

L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
L. alimentarius L. alimentarius L. alimentarius L. alimentarius L. alimentarius L. alimentarius
L.casei L.casei L.casei L.casei L.casei L.casei
L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis

G L. mindensis L. mindensis L. mindensis L. mindensis L. mindensis L. mindensis
L. delbrueckii L. delbrueckii 5/14/22 5/14/22 5/14/22 5/14/22
subsp. subsp. 6/15/23 6/15/23 6/15/23 6/15/23
Bulgaricus Bulgaricus
5/14/22 5/14/22
6/15/23 6/15/23

Sekil 3. 18°de verilen F ve G tarhana hamurlarinin fermantasyon siiresi boyunca
bakteriyal degisimi DGGE profilinde belirlenmistir. Her iki tarhana hamurunun
fermantasyon siiresince olduk¢a zengin bir bakteriyal floraya sahip oldugu
goriilmektedir. F orneginde 0. giinden son giine kadar L. plantarum, L. brevis, L.
casei, L. alimentarius, L. mesenteriodes, 5/14/22 (P. acidilactici/L. namurensis/L.
pseumesenteriodes) bulundugu ve son fermantasyon giiniine kadar da kaybolmadigi
belirlenmistir. G tarhana hamurunda ise fermantasyon suresince L. plantarum, L.
brevis, L. casei, L. alimentarius, L. mindensis, 5/14/22 (P. acidilactici/L.
namurensis/L. pseumesenteriodes), 6/15/23 (L. namurensis/L. lactis/L. farciminis)

suslarinin bulundugu saptanmistir (Tablo 3.9).
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Sekil 3.19: H ve K tarhana hamuru 6rneklerinin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. gunlerdeki
bakteriyal florasi.

Tablo 3.10: H ve K tarhana hamuru 6rneklerinin 6 farkli fermantasyon giiniindeki
bakteriyal florasi.

Fermantasyon Gunleri/ Laktik Asit Bakterileri

Ornek 0. gun 1. glin 3. gun 5. gin 10. gun 15. gun
L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
L. fabifermnetas L. fabifermnetas L. fabifermnetas L. fabifermnetas L. L.
L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis fabifermnetas fabifermnetas
L. namurensis L. namurensis L. namurensis L. namurensis L. brevis L. brevis

S. thermophilus
L. delbrueckii

L.
paraalimentarius

L.
paraalimentarius

L.
paraalimentarius

L.namurensis
S. thermophilus

L.namurensis
S.

subsp. bulgaricus  S. thermophilus L. mindensis S. thermophilus L. delbrueckii thermophilus

L. delbrueckii S. thermophilus L. delbrueckii subsp.

subsp. L. delbrueckii subsp. bulgaricus

bulgaricus subsp. bulgaricus

bulgaricus

L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum L. plantarum
L. farciminis L. farciminis L. farciminis L. farciminis L. farciminis L. farciminis
L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis
L. citreum L. citreum L. citreum L. citreum L. citreum L. citreum

P. pentosaceus
L. mesenteriodes
L. delbrueckii
subsp. bulgaricus
L.
pseumesenteriodes

P. pentosaceus
L.
mesenteriodes
L.
sanfranciscensis
L. delbrueckii
subsp.
bulgaricus

P. pentosaceus
L.
mesenteriodes
L.
sanfranciscensis
L. delbrueckii
subsp.
bulgaricus

P. pentosaceus
L.
mesenteriodes
L.
sanfranciscensis
L. delbrueckii
subsp.
bulgaricus

P. pentosaceus
L.
mesenteriodes
L.
sanfranciscensis

P. pentosaceus
L.
mesenteriodes
L.
sanfranciscensis

Sekil 3.19°da verilen H ve K tarhana hamurlarinin fermantasyon periyodu boyunca

meydana gelen bakteriyal degisimi DGGE profilinde belirlenmistir. H ve K tarhana

hamurunun 6 farkli fermantasyon giinlerinde oldukc¢a zengin bir bakteriyal floraya

sahip oldugu gortilmektedir. H tarhana hamurunda L. plantarum, L. fabifermnetas, L.
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brevis, L. namurensis, S. thermophilus suslariin fermantasyonun son giiniine kadar
bulundugu ve 15. ginde L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. paralimentarius
suslarinin kayboldugu belirlenmistir. Ayrica simdiye kadar eksi hamurlardan hig
izole edilemeyen L. fabifermentas susu de H tarhana hamurunda tespit edilmistir. K
tarhana hamurunda da fermantasyon periyodu boyunca oldukca zengin bir bakteriyal
flora belirlenmistir. Fermantasyon siiresince L. plantarum, L. farciminis, L. brevis, L.
citreum, L. mesenteriodes, P. pentosaceus, S. thermophilus tiirlerinin yer aldigs;
ilerleyen fermantasyon gunlerinde ise L. delbrueckii subsp. bulgaricus susunun
kayboldugu belirlenmistir. Fermantasyonun 0. giininden itibaren yer alan P.
pentosaceus tirl sadece bu hamurda PZR-DGGE ile belirlenmistir. Ayrica 1. glinden

itibaren L. sanfranciscensis tlrindn de bulundugu gériilmiistiir (Tablo 3.10).

Farkli fermentasyon giinlerinde (0., 1., 3., 5., 10., ve 15. giin) alinan hamur
orneklerinde bulunan bakterilerin genomik DNA'larindan ¢ogaltilan rDNA  bantlari
marker olarak kullanilan LAB suslarmin ilgili bantlar1 ile eslestirilerek nihai
tanimlamalar yapilmistir. Markerlardaki referans suslarin bantlarindan daha farkl
mesafelere go¢ eden bantlar jelden kesilerek ekstrakte edilmis ve V3 primerleri ile
cogaltilarak, dizi analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar BLAST veri tabanina gore

degerlendirilerek tanimlanan LAB izolatlar Tablo 3.11°de verilmistir.
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Tablo 3.11: Poliakrilamid jelden kesilen 16S rDNA bantlarini temsil eden LAB

tarleri.
Kaynak Ornek Kodu Tammlama sonucu
Ev Tipi Hamurlar A JOL1 Tanimlanamadi
JiL1 Tanimlanamadi
J3L1 Lactobacillus sanfranciscensis
B JoL1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
JoL2 Lactobacillus gasseri
JoL3 Lactobacillus crispatus
JoL4 Streptococcus thermophilus
C JiL1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
J3L1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
D JoL1 Lactobacillus sanfranciscensis
JoL1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
E JoL2 Streptococcus thermophilus
JoL3 Kdiltlire edilemeyen bakteri
isletme Tipi G JoL1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Hamurlar
K JOL1 Tanimlanamadi
JiL1 Lactobacillus parabrevis
JiL2 Lactobacillus sanfranciscensis
J3L1 Leuconostoc pseudomesenteriodes
J5L1 Tanimlanamadi
JioLl Pediococcus pentosaceus

Calisma sonuglar1 dikkate alindiginda ev tipi tarhana hamuru 6rneklerinde PZR-
DGGE goruntulerine goére tarhana hamurlarinda 4 tirin (L. plantarum, L.
sanfranciscensis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus) ilk ginden
baslayarak tiim fermantasyon siresince baskin oldugu belirlenmistir. Diger tiirler de
fermantasyon suresi boyunca diisiik sayilarda yer almislardir. PZR-DGGE
yonteminde ev tipi tarhana orneklerinde varligi belirlenen baskin 3 tiir ile daha az
rastlanan 2 tiir kiiltiire bagli yontemler ile izole edilememistir. Bu izolatlardan elde
edilen sonucglarmn BLAST veri tabanina gore degerlendirilmesi sonucu %92
benzerlikte L. sanfranciscensis, %92 benzerlikte L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
%91 benzerlikte L. gasseri, %84 benzerlikte L. acidophilus, %97 benzerlikte S.

thermophilus tiirleri olduklar tespit edilmistir.
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Isletme tipi tarhana hamuru orneklerinde ise PZR-DGGE goriintilerine gore
hamurlarda fermantasyon siiresi boyunca bes tiriin baskin (L. plantarum, L.
alimentarius, L. namurensis, L. farciminis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus); diger
tirlerin ise zayif olarak var oldugu belirlenmistir. Isletme tipi tarhana &rneklerinde de
1 baskin tiir ile daha az goriilen 2 tiir kiiltiire bagh yontemler ile belirlenememesine
ragmen, kiiltiirden bagimsiz bir yontem olan PZR-DGGE yo6ntemi ile belirlenmistir.
Markirlardan farkli bant veren bu tiirlerin de DNA’lar jelden ekstrakte edilmis ve
V3 primerleri ile ¢ogaltilarak dizi analizi yapilmistir. Elde edilen sonuclar BLAST
veri tabanina gore %100 benzerlikte L. sanfranciscensis, %100 benzerlikte L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, %96 benzerlikte P. pentosaceus, %88 benzerlikte L.

plantarum, %87 benzerlikte L. pseudomesenteriodes olarak tespit edilmistir.

Hem ev, hem de isletme tipi tarhana hamurlarinda kiiltiire baglh yontemler ile tespit
edilemeyen yogurt bakterileri ile Ozellikle eksi hamur florasinda yaygin olarak
bulunan L. sanfranciscensis turiinin PZR-DGGE ile tespit edilmesi ilgi cekici bir

sonu¢ olmustur.

Tarhana hamurunun LAB florasinin PZR-DGGE yontemi ile tespit edilmesi Uzerine
literatlir olmamasi nedeni ile benzer iiriin olarak eksi hamurlardan izole edilen bazi
arastirma sonuglar1 degerlenmistir. Gatto ve Torriani (2001) italya da geleneksel
olarak yapilan bir eksi hamurun mikrobiyal populasyon dinamigini belirlemek
amaciyla geleneksel kiiltiire bagimli yontemler ve PZR-DGGE yontemi birlikte
kullanmigtir. Hizl1 bir protokol kullanilarak fermantasyonun 24. saatinde érneklerden
toplam DNA elde edilmistir. Bakteriler i¢cin 16S rDNA bdlgesinin spesifik bir
kismini ¢ogaltacak 2 yeni primer ¢ifti kullanilmig ve PZR firiinleri, DGGE ile ayirt
edilmistir. DGGE profilleri ile laktik asit bakterilerinin (LAB) populasyon
yapisindaki degisimler belirlenmistir. Fermantasyon boyunca L. sanfranciscensis, L.
brevis, L. arizonensis-L. plantarum grubu ve L. kimchii-L. paralimentarius turleri
saptanmistir. Geleneksel kiiltiire bagimli yontemler ile elde edilen sonuglarin PZR-

DGGE sonuglarin1 kismen yansittigi belirlenmistir.

Meroth vd. (2003) 3 farkl ticari starter kiltiir karisimi kullanarak A, B, C ve D

olmak tizere 4 farkli eksi hamur iiretmislerdir. Laktik asit bakteri sayis1 sabit diizeye

69



gelene kadar fermente ettikleri eksi hamurun mikroflorasini PZR-DGGE ve RAPD-
PZR yo6ntemleri kullanarak belirlemiglerdir. Eksi hamur A’da (cavdar ile geleneksel
uretim) L. sanfranciscensis ve yeni bir tiir olan L. mindensis belirlenmistir. Cavdar
unu ile yapilan B ve C oOrneklerinden (islem sicakliklar1 farkli) B 6rneginde L.
crispatus ve L. pontis; C orneginde de L. crispatus, L. panis ve L. frumenti tlrleri
baskin olarak saptanmistir. D 6rneginde ise L. johnsonii ve L. reuteri tiirleri baskin
tiir olarak bulunmustur. B eksi hamur Ornegi haric, DGGE ve RAPD-PZR

yontemlerinin sonuclari birbiri ile uyum gostermistir.

Settanni vd. (2006) Italya’nin Abruzzo bdlgesinde yapilan 4 eksi hamur drnegindeki
(A, B,C ve D) Laktobasil tiirlerini belirlemek amaciyla multiplex PZR ve PZR-
DGGE yéntemlerini birlikte kullanmislardir. Orneklerin hepsinde L. plantarum and
L. sanfranciscensis tiirleri yaygmn bulunmustur. Ustelik A ve C &rneklerinde L.
rossiae (eskiden L. rossii olarak adlandirilan) ve L. paralimentarius da farkli bir

DNA ekstraksiyon metodu kullanilarak belirlenmistir.

Scheirlinck vd. (2008) Belgika da bulunan 11 firindan topladiklar1 39 adet geleneksel
eksi hamur Orneginde bakteriyal floranin stabilitesini ve taksonomik yapisini
kiiltirden bagimsiz ve kiiltlire bagimli yontemler ile arastirmislardir. Calismada
kiiltirden bagimsiz V3- 16S rDNA fragmentinin DGGE teknigi ile kiiltiire bagimli
analizler paralelli olarak yapilmistir. Hem kiiltiire bagimli yontemler hem de DGGE
teknigi sonucu elde edilen veriler 1s181inda L. sanfranciscensis, L. paralimentarius, L.
plantarum ve L. pontis tiirlerinin Belgika eksi hamur 6rneklerinde baskin tiirler
oldugu saptanmistir. Ayrica DGGE ydntemi ile bazi 6rneklerde Acetobacter spp. ve

Erwinia/Enterobacter/Pantoea gruplarinin bir iiyesinin varligi da tespit edilmistir.

Palomba vd. (2011) tarafindan Giiney Italya’daki Campania bolgesinden 9 farkli eksi
hamur 6rneginin LAB florasini kiiltiire bagimli 16S ve 26S rDNA dizi analizi ve
kiiltirden bagimsiz PZR-DGGE teknikleri kullanilarak ortaya konulmustur. LAB
turleri, fakiltatif heterofermantatif olan Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., ve
Lactococcus spp. olarak belirlenmistir. PZR-DGGE analizi ile LAB tiirleri arasindan

S. thermophilus, L. sakei, W. groceries ve L. sanfranciscensis tanimlanmustir.
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Oguntoyinbo ve Dodd (2010) tarafindan Bati Afrika bolgesinde manyok unundan
yapilan geleneksel fermente bir iiriin olan garinin iiretimi incelenmistir. Manyogun
fermantasyonunda etkili LAB populasyonunu belirlemek i¢in farkli besiyeri
ortamlar1 kullanilarak izole edilen izolatlar1 Vurgulu Elektrik Alan Jel Elektroforezi
(PFGE) ve kiiltiirden bagimsiz bir yontem olan PZR-DGGE arastirmiglardir. 16S
rDNA’nin V3 bdlgesini ¢ogaltan spesifik primerler kullandiklar1 PZR-DGGE analizi
sonucu L. plantarum, L. fermentum, L. pentosus, L. acidophilus ve L. casei

fermantasyonda etkili tiirler olarak tanimlanmistir.

Zhang vd. (2011) tarafindan Cin’in Bat1 bolgesinde bulunan Mongolia’dan toplanan
28 adet geleneksel eksi hamur 6rneginin LAB floras: kiiltiire bagimli metotlar ve
kiiltiirden bagimsiz metot olan DGGE ile analiz edilmistir. Hem identifikasyon
sonucu hem de DGGE profillerine gore LAB’leri icinde L. plantarum bitin
orneklerin mikroflorasinda baskin tiir olarak belirlenmistir. ilging olarak, L.
guizhouensis, L. rossiae, R. mucilaginosa ve P. farinosa turleri DGGE ile
belirlenememis ama kiiltiire bagli metot tarafindan izole edilmistir. Bununla birlikte

L. zeae tlrl ise sadece DGGE profilinde saptanmustir.

Literatiirde eksi hamurlardan LAB populasyonun belirlenmesinde PZR-DGGE
yonteminin kiiltiire bagimli analizlere paralel olarak yapildigi goriilmektedir. Bizim
calismamizda da PZR-DGGE yontemi kiiltiire bagimli metotlara paralel olarak
yapilmistir. Literatiirlerde de belirtildigi gibi PZR-DGGE yontemi ile kiiltiire baglh
yapilan yontemler ile belirlenemeyen bazi LAB tiirleri PZR-DGGE ile
tanimlanmistir. Literatiirde belirtilen LAB tiirleri ile ¢alismamizda tespit edilen tiirler
benzer olmakla birlikte, daha fazla tiir tespit edilmistir. Bu durum tarhana hamuru

yapiminda kullanilan hammaddenin ¢esitliligine baglanabilir.
3.3.2 Tarhana hamuru fermantasyonunun maya tiir cesitliligi ve degisimi

3.3.2.1 Maya izolatlarimin M13 parmak-izi analizi

Ev ve isletme tipi tarhana hamurlarinin farkli fermantasyon giinlerinde izole edilen

toplam 2000 maya izolat1 igerisinde benzer suslarin ayirilmasi igin M13 primeri

kullanilarak izolatlarin parmak-izi profilleri ¢ikartilmistir. Izolatlar M13-PZR
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urunlerinin agaroz jel Gzerindeki bant profillerine gore gruplandirilmistir. Her bir
hamurda bu gruplar temsil eden izolatlarin jel goriintiisii Sekil 3.20°de verilmistir.
S6z konusu bu izolatlar -70 °C’de %30 gliserol ortaminda sonraki analizler icin

saklanmuistir.

A B C D

M1 M2 MS- M1 M2 M3 M4-Ml M2 M3 M4 M5 M6 =M1 M2 M3
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I.M1M2 M3 M4 M5 M6 M7 — M1 M2 M3 M4 = M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
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Sekil 3.20: Ev ve isletme tipi tarhana drneklerine ait izolatlarin M13 —PZR profili.

M13-PZR analizi sonucu 2000 maya izolati farkli bant profiline sahip 45 gruba
ayrilmigtir.  Tarhana hamurlar1 kaynagina gore degerlendirildiginde; ev tipi
orneklerde (5 farkli numunede) 23 farkls; isletme tipi 6rneklerde (4 farkli numunede)
ise 22 farkli profile sahip izolat tespit edilmistir. Ev ve isletme tipi hamurlarinda

farkli profile sahip sus sayisi olduk¢a yakin bulunmaktadir. En yiiksek sayida farkli
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profile sahip sus ev tipi hamurlarda C 6rneginde, isletme tipi hamurlarda ise K

orneginde belirlenmistir.

3.3.2.2 Maya izolatlarinda 28S rDNA dizi analizi

Tarhana hamuru Orneklerinden izole edilen farkli bant profiline sahip maya
izolatlarinin birinci basamak tanimlanmasi i¢in 28S rDNA'nin D1/D2 LSU bdlgeleri
PZR ile ¢ogaltilmistir. Sekil 3.21’de maya izolatlarinin PZR ile ¢ogaltilmis D1/D2-

LSU bdlgelerine ait DNA fragmentlerinin bantlar1 verilmistir.

A B C D
I ] ——
M1 M2 M3 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M1 M2 M3

S — e — — -

F G

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

-—— P — e — — i

H

M1 M2 M3 M4 ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

- - - Eae — —

Sekil 3.21: Ev ve isletme tipi tarhana drneklerine ait izolatlarin 28S rDNA bantlari.

Sekilden 3.21°den de izlendigi gibi tiim maya izolatlarindan PZR sonucunda sadece
bir tane ve beklenen biyuklukte (1000 b¢) DNA banti elde edilmistir. Bu durum
kullanilan primerlerin hedef bélgeye spesifik oldugunu gostermistir ve hedef

bolgenin sorunsuz ¢ogaltilabildigine isaret sayilmistir.
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Calismada PZR sonucunda aliman DNA bantlart saflagtirllarak DNA dizileri
cikartilmigtir. Her bir izolatin 28S D1/D2-LSU bdlgesinin niikleotit dizileri NCBI
veri tabanina kayith suslarin dizileri ile karsilastirilmistir. Bu analiz sonucunda
belirlenen maya tanimlamalar1 Tablo 3.12°de verilmistir. Toplam 45 izolatin 10
farkli maya tiiriine ait olduklar1 belirlenmistir. Buna gére AM1, AM2, BM1, CM2,
DM2, DM3, HM1 izolatlarinin S. cerevisiae; AM3, BM2, CM4, CM5, GM1, KM1,
KM2, KM3 izolatlariin C. humilis; EM2, EM6, EM7, GM2, GM3, GM4, GM5,
KM4, KMS5 izolatlarinin C. glabrata; EM1, EM5, FM2, FM3, FM4, GM7, HM2,
HM3, KMS8 izolatlarmin |. orientalis, KM7, CM6, FM1, KM7 izolatlarinin S.
barnetti; CM1, DM1, EM3 izolatlarmin K. marxianus; BM4, CM3 izolatlarinin S.
exiguus; BM3 izolatinin S. servazzi; EM4 izolatinin P. kudriavzevii; KM6 izolatinin
T. delbrueckii tiirlerine %95'in lizerinde benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Sadece
CMS5, DM1, EM4, GMI1 suslart bu esik tanimlama degerinin altinda benzerlik

gostermistir.

Calismada NCBI veri tabaninda yapilan taramada farklt maya tiirlerinin yiiksek
benzerlik oraniyla onerilmesi, mayalarda tizerinde ¢alisilan D1/D2-LSU bdlgesinin
tanimlamada yiiksek ayirma giiciine sahip olmadigimin bir isareti olarak kabul
edilmistir. Bu durumun rDNA bolgelerinin korunmus bdlgeler olmasi dolayisiyla
mutasyon birikiminin oldukga siirli diizeylerde kalmasi ve farklilasmanin oldukca

az seviye bulunmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.
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Tablo 3.12: Tarhana hamurlarindan izole edilen maya suslarinin 28S rDNA dizi
analizine gore tanimlama sonuglart.

Izolat Hamur Tanimlama Sonucu Tammlama
Adi Kaynagi YUzdesi
AM1 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 98
AM2 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 99
AM3 Ev tipi Candida humilis 100
BM1 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 97
BM2 Ev tipi Candida humilis 99
BM3 Ev tipi Saccharomyces servazzi 95
BM4 Ev tipi Saccharomyces exiguus 91
CMm1 Ev tipi Kluyveromyces marxiamus 99
CM2 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 97
CM3 Ev tipi Saccharomyces exiguus 98
CM4 Ev tipi Candida humilis 99
CM5 Ev tipi Candida humilis 83
CM6 Ev tipi Saccharomyces barnetti 97
DM1 Ev tipi Kluyveromyces marxianus 93
DM2 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 100
DM3 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 100
EM1 Ev tipi Issantechenkia orientalis 100
EM2 Ev tipi Candida glabrata 99
EM3 Ev tipi Kluyveromyces marxiamus 100
EM4 Ev tipi Pichia kudriavzevii 92
EMS Ev tipi Issantechenkia orientalis 99
EM6 Ev tipi Candida glabrata 99
EM7 Ev tipi Candida glabrata 95
FM1 Isletme tipi Saccharomyces barnetti 97
FM2 Isletme tipi Issantechenkia orientalis 100
FM3 Isletme tipi Issantechenkia orientalis 99
FM4 Isletme tipi Issantechenkia orientalis 100
GM1  Isletme tipi Candida humilis 91
GM2  Isletme tipi Candida glabrata 99
GM3  Isletme tipi Candida glabrata 99
GM4  Isletme tipi Candida glabrata 99
GM5  Isletme tipi Candida glabrata 99
GM7 Isletme tipi Issantechenkia orientalis 100
HM1 Isletme tipi Saccharomyces cerevisiae 100
HM2 Isletme tipi Issatchenkia orientalis 100
HM4 Isletme tipi Candida humilis 98
KM1 Isletme tipi Candida humilis 100
KM2  Isletme tipi Candida humilis 100
KM3 Isletme tipi Candida humilis 100
KM4  Isletme tipi Candida glabrata 99
KM5  Isletme tipi Candida glabrata 97
KM6 Isletme tipi Torulaspora delbrueckii 99
KM7 Isletme tipi Saccharomyces barnetti 96
KM8 Isletme tipi Issatchenkia orientalis 99
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3.3.2.3 Maya izolatlarinda 5,8S rDNA dizi analizi

Birinci basamak tanimlamada elde edilen sonuglarin desteklenmesi amaciyla, izole

edilen suslarin rDNA'sinin 5,8S alt iiniitesi ile birlikte alt ve tist akis bolgelerin DNA

dizisi belirlenerek NCBI veri tabanina kayith dizilerle kiyaslanarak tanimlanmasi

yapilmistir. Bu ¢alismada s6z konusu bdlgeyi tarayan bir¢ok ¢aligmada kullanilan

ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilmigtir. Sekil 3.22'de ev ve isletme tipi tarhana

hamurundan toplanan

fragmentleri izlenmektedir.
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Sekil 3.22: Ev ve isletme tipi tarhana érneklerine ait izolatlarin 5,8S rDNA bantlari.
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Sekilden 3.22°den de izlendigi gibi tiim maya izolatlarindan PZR sonucunda
beklendigi gibi DNA bant biiyiikliikleri suslara 6zgiil olarak 450-700 bg¢ araliginda
farklilik gdsteren birer bant elde edilmistir. izolatlarn herbirinden tek bant alinmasi
kullanilan primerlerin hedef bolgeye spesifik oldugunu ve hedef bdlgenin sorunsuz

cogaltilabildigini gostermistir.

Calismada PZR ile c¢ogaltilan DNA bantlar1 saflastirillarak DNA dizi analizi
gerceklestirilmis ve her bir izolatin ITS1-1TS4 bolgesinin nukleotit dizileri NCBI
veri tabanina kayith suslarin dizileri ile karsilastirnlmistir. Bu analiz sonucunda

belirlenenen maya tanimlamalar1 Tablo 3.13'de verilmistir.

Toplam 45 izolatin 8 farkli maya tiirline ait olduklar1 belirlenmistir. Geri kalan 3
izolatin (BM2, EM3 ve HM4) tanimlamalar1 yapilamamistir. Buna gére AM1, AM2,
BMI1, CM2, DM2, DM3, HMI1 izolatlarinin S. cerevisiae; AM3, CM5, GM1, KM1,
KM2, KM3, FM1, FM2 izolatlarinin C. humilis; EM2, EM6, EM7, GM2, GM3,
GM4, GM5, KM4, KM5, KM7 izolatlarinin C. glabrata; CM3, EM1, EM5, FM3,
FM4, GM7, HM2, HM3, KMS izolatlarinin I. orientalis, CM1, DM1, CM4, CM6
izolatlariin K. marxianus; BM3 izolatmin S. servazzi; EM4, BM4 izolatinin P.
kudriavzevii; KM6 izolatmin T. delbrueckii turlerine %95'in Ulzerinde benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Sadece AM2 ve BM1 suslar1 bu esik tanimlama degerinin

altinda benzerlik gostermistir.
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Tablo 3.13: Tarhana hamurlarindan izole edilen maya suslarinin 5,8S rDNA dizi
analizine gore tanimlama sonuglart.

izolat Adx Hamur Kaynag Tammlama Sonucu Tammlama Yiizdesi

AM1 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 92
AM?2 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 77
AM3 Ev tipi Candida humilis 98
BM1 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 92
BM2 Ev tipi Tanimlanamadi -

BM3 Ev tipi Saccharomyces servazzi 99
BM4 Ev tipi Pichia kudriavzevii 99
CM1 Ev tipi Kluyveromyces marxiamus 99
CM2 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 100
CM3 Ev tipi Issatchenkia orientalis 99
CM4 Ev tipi Kluyveromyces marxianus 95
CM5 Ev tipi Candida humilis 97
CM6 Ev tipi Kluyveromyces marxianus 99
DM1 Ev tipi Kluyveromyces marxianus 98
DM2 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 95
DM3 Ev tipi Saccharomyces cerevisiae 95
EM1 Ev tipi Issantechenkia orientalis 95
EM2 Ev tipi Candida glabrata 99
EM3 Ev tipi Tanimlanamadi -

EM4 Ev tipi Pichia kudriavzevii 99
EM5 Ev tipi Issantechenkia orientalis 98
EM6 Ev tipi Candida glabrata 100
EM7 Ev tipi Candida glabrata 99
FM1 Isletme tipi Candida humilis 98
FM2 Isletme tipi Candida humilis 97
FM3 Isletme tipi Issantechenkia orientalis 96
FM4 Isletme tipi Issantechenkia orientalis 96
GM1 Isletme tipi Candida humilis 98
GM2 Isletme tipi Candida glabrata 99
GM3 Isletme tipi Candida glabrata 99
GM4 Isletme tipi Candida glabrata 99
GM5 Isletme tipi Candida glabrata 99
GM7 Isletme tipi Issantechenkia orientalis 100
HM1 Isletme tipi Saccharomyces cerevisiae 98
HM2 Isletme tipi Issatchenkia orientalis 97
HM3 Isletme tipi Issatchenkia orientalis 100
HM4 Isletme tipi Tanimlanamadi1 -

KM1 Isletme tipi Candida humilis 98
KM2 Isletme tipi Candida humilis 98
KM3 Isletme tipi Candida humilis 98
KM4 Isletme tipi Candida glabrata 100
KM5 Isletme tipi Candida glabrata 100
KM6 Isletme tipi Torulaspora delbrueckii 99
KM7 Isletme tipi Candida glabrata 100
KM8 Isletme tipi Issatchenkia orientalis 95
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3.3.2.4 Tarhana hamurunun maya tur cesitliligi

Tarhana hamurunda bulunan maya turleri 28S ve 5,85 rDNA bolgelerinin DNA
dizilerinin kullanilmasi neticesinde elde edilen tanimlama sonuclar1 karsilastirilarak
belirlenmistir. Calismada BM4, CM3, CM4, CM6, FM1, FM2 ve KM7 izolatlar
disindaki diger tiimiinlin uygulanan her iki tanimlama analizinde uyumlu olduklari
goriilmiistiir. Her ne kadar 28S rDNA dizileri maya tirlerini etkili bir ayirim giicline
sahip bulunmasa da, 5,8S DNA dizileri de kullanilarak nihai tanimlama sonucuna
ulagilabilmistir. Buna gore ¢alismada toplanan AM1, AM2, BM1, CM2, DM2, DM3,
HM1 izolatlar1 S. cerevisiae; AM3, CM4, CM5, FM1, FM2, GM1, HM1, KM1,
KM2, KM3 izolatlar1 C. humilis; BM2, EM2, EM6, EM7, GM2, GM3, GM4, GM5,
KM4, KM5, KM7 izolatlar1 C. glabrata; EM1, CM3, EM5, FM3, FM4, GM7, HM2,
HM3, KMS izolatlar1 I. orientalis; CM1, CM6, DM1, EM3 izolatlar1 K.marxianus;
BM4, EM4 izolatlar1 P. kudriavzevii; BM3 izolat1 S. servazzi ve KM6 izolat1 T.
delbrueckii olarak tanimlanmistir. Bu sonuglar tarhana hamurunda en fazla bulunan
maya tlrlerinin S. cerevisiae, C. humilis, C. glabrata, I. orientalis oldugunu

gostermistir.

Tanimlanan maya turlerinin tarhana hamur 6rneklerindeki dagilimi Tablo 3.14’de

gosterilmistir.

S0z konusu tablodan goriildiigii gibi tarhana hamurlarinin kaynagina goére maya
florasinda énemli farkliliklar bulunmaktadir. Baz tiirler yalnizca bir hamurdan izole
edilmistir (S.servazzi, T. delbrueckii). C. humilis ise toplam 9 tarhana hamurundan 6
adedinde rastlanan en yaygin tiir olmustur. Ev tipi tarhana hamurlarda en fazla (4/5)
S. cerevisiae tiiriine rastlanirken, isletme tipi hamurlarda C. humilis ve I. orientalis

tiirleri en yaygin izole edilen tiirler olmustur (4/4).

Settanni vd. (2011) tarafindan 2 farkli fermantasyon sicakliginda, 5 farkh
fermantasyon giiniinde analiz edilen tarhana 6rneklerinin maya florasini S. cerevisiae
tiirtiniin temsil ettigi bildirilmistir. Calismamizda da ev tipi 6rneklerde S. cerevisiae

siklikla izole edilmistir. Bu agidan sonuglar literatir verisiyle uyum igindedir.
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Tablo 3.14: izole edilen maya tiirlerinin tarhana hamur 6rneklerindeki dagilima.

Kaynak Kod Suslar Izolat Sayis1
Ev Tipi A Saccharomyces cerevisiae

Tarhana Candida humilis

Hamuru B Saccharomyces cerevisiae

Candida glabrata
Pichia kudriavzevii
Saccharomyces servazzi
C Kluyveromyces marxianus
Candida humilis
Saccharomyces cerevisiae
Issatchenkia orientalis

D Saccharomyces cerevisiae
Kluyveromyces marxianus
E Candida glabrata

Issatchenkia orientalis
Kluyveromyces marxianus
Pichia kudriavzevii

Isletme F Candida humilis
Tipi Issatchenkia orientalis

Tarhana G Candida glabrata
Hamuru Issatchenkia orientalis

Candida humilis
Issatchenkia orientalis

H Candida humilis
Saccharomyces cerevisiae
K Candida glabrata

Candida humilis
Issatchenkia orientalis
Torulaspora delbrueckii

PR WWRRNNRRPRANONRPRDORNEREPRONRRRRRN

Calismada elde edilen bulgulara gore tarhana hamurunda C. humulis, l.orientalis ve
C. glabrata en fazla bulunan trlerdir. Literatiir verilerine gore bu suslar benzer rlin
olarak yorumladigimiz eksihamur mikflorasindan da en fazla izole edilen tdrler
arasindadir (Vrancken vd. 2010; Moroni vd. 2011; Lacumin vd. 2009; Pulvirenti vd.
2004; Meroth vd. 2003; Gullo vd. 2003).
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3.3.2.5 Tarhana hamurlarimin fermentasyonunda maya tirlerindeki degisim

Ev ve isletme tipi tarhana hamurundan 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. giinlerde izole edilerek
kiiltiire bagl yontemler ile tanimlanan 45 adet maya izolatinin 28S bdlgesinin Ul ve
U2 primerleri ile ¢ogaltilarak PZR iriinleri %30-60 denaturant igeren %8’lik
poliakrilamid jelde ydrutilmesi ile gerceklestirilen PZR-DGGE analizi sonucu
verdikleri bantlar saptanmistir (Sekil 3.23).

AM1 AM2 AM3 BMi1- BM2- BM3 BM4- CM1 €M2 CM3- CM4 CMb6-CM6

: — =
—

DM1 DM2 DM3 EM1 EM2 EM3 EM4 EM5 EM6 EM7 FM1 FM2 FM3 FM4

Sekil 3.23: Tarhana drneklerinden toplanan maya tirlerinin 28S rDNA fragmentlerinin
DGGE profili.
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PZR-DGGE sonucu elde edilen bant goriintiileri degerlendirilerek farkli bant
goriintlilerine gore gruplandirilan maya izolatlarindan 3 farkli marker karigimi

hazirlanmistir.

MARKER1 (M1): AM1-GM1-BM3-CM3 (1. S. cerevisiae, 2. S. servazzi, 3. C.
humilis, 4. 1. orientalis)

MARKER2 (M2): BM2-EM4-CM1 (5. C. glabrata, 6. K. marxianus, 7. P.

kudriavzevii)

MARKER3 (M3): EM2-KM6-KM8 (8. C. glabrata, 9. T. delbrueckii, 10. P.

kudriavzevii)

Ev ve isletme tipi tarhana hamurlarindan farkli fermantasyon glnlerinde bulunan
maya ¢esitliligini kiiltiirden bagimsiz yontemle belirlemek icin alinan 6rneklerden
maya DNA’lar ekstrakte edilmis ve ekstrakte edilen DNA’lar U1 ve U2 primerleri
ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri tarafimizdan hazirlanan markerlar ile
birlikte %30-60 denaturant iceren %8’lik poliakrilamid jelde yiriitilmis ve elde
edilen bantlar Sekil 3.24, 3.25, 3.26, 3.27 ve 3.28’de verilmistir.

Ev tipi tarhana hamurlarinin PZR tiriinlerinin gradient jel Uzerindeki go¢ yerleri ve
maya florasindaki degisim A ve B orneklerinde Sekil 3.24 ve Tablo 3.15°de; C ve D
orneklerinde Sekil 3.25 ve Tablo 3.16’da; E o6rneginde de Sekil 3.26 ve Tablo

3.17°de verilmistir.
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Sekil 3.24: A ve B tarhana hamuru 6rneklerinin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. giinlerdeki
maya florasi.

Tablo 3.15: A ve B tarhana hamuru 6rneklerinin 6 farkli fermantasyon giintindeki
maya florasi.

Fermantasyon Gunleri/ Maya

Ornek

0. gun 1. glin 3. gun 5. gun 10. gun 15. gun

A S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae

C. humilis C. humilis

B S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae C. glabrata C. glabrata
C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata P. P. kudriavzevii
P. P. P. P. kudriavzevii S barnettii
kudriavzevii kudriavzevii kudriavzevii kudriavzevii S barnettii
S. servazzi S barnettii S barnettii

Sekil 3.24’de verilen A tarhana hamurunun 0. gininde maya tirine hig
rastlanilmadigi, 1. glinden itibaren S. cerevisiae susuna ve 10 ve 15. gunlerde de S.
cerevisiae ile birlikte C. humilis susunun bulundugu DGGE profilinden
belirlenmistir. B tarhana hamurunda ise fermantasyon siiresince C. glabrata ve P.
kudriavzevii, 3. giinden itibaren de PZR-DGGE ile belirlenen S. barnetti susunun
bulundugu tespit edilmistir. S. servazzi susu sadece B tarhana hamurunun 0. gliniinde

bulunmustur. S. cerevisiae fermantasyonun ilk 5 giiniinde gortilmiistiir (Tablo3.15).
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Sekil 3.25: C ve D tarhana hamuru érneklerinin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. gunlerdeki
maya florasi.

Tablo 3.16: C ve D tarhana hamuru 6rneklerinin 6 farkli fermantasyon giintindeki
maya florasi.

Fermantasyon Gunleri/Maya

Ornek
0. gun 1. gln 3. gun 5. gun 10. gun 15. gin
C S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
K. marxianus K. marxianus K. marxianus K. marxianus K. marxianus K. marxianus
1. orientalis 1. orientalis
C. humilis
D S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
K. marxianus K. marxianus K. marxianus K. marxianus K. marxianus K. marxianus

Sekil 3.25’de C ve D tarhana hamurlarinin DGGE profili, oldukga birbirine
benzemektedir. C ve D tarhana hamurlarinda, fermantasyon siresince S. cerevisiae
ve K. marxianus tiirlerinin baskin olarak yer aldigi; ayrica C tarhana hamurunda, 10.
ginden itibaren I. orientalis susu, 15. giinde de C. humilis tiirii belirlenmistir (Tablo
3.16).

84



0EM 1EM 3EM 5EM 10EM 15EM M1 M2 M3

i —— — _E__s ]
=542 ==
E 4 7 10

Sekil 3.26: E tarhana hamuru 6rneginin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. gunlerdeki maya
florasi.

Tablo 3.17: E tarhana hamuru 6rneklerinin 6 farkli fermantasyon giiniindeki maya
florasi.

Fermantasyon Guinleri/Maya

Ornek
0. gun 1. glin 3.gun 5. gun 10. gun 15. gin
C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata
K. unispora K. unispora K. unispora K. unispora K. unispora K. unispora
E K. marxianus K. marxianus K. marxianus K. marxianus I. orientalis 1. orientalis
I. orientalis |. orientalis |. orientalis |. orientalis P. kudriavzevii P. kudriavzevii
P. kudriavzevii P. kudriavzevii

E tarhana hamurunda fermantasyon suresince 3 tiriin (C. glabrata, K. unispora, I.
orientalis) devamli var oldugu, bir tiirlinde (K. marxianus) fermantasyonun 5.
giiniinden sonra olmadig1 ve P. kudriavzevii’nin de 3. giinden itibaren var oldugu,
DGGE profilinde izlenmektedir. Bu turlerden K.unispora PZR-DGGE analizi ile
belirlenmistir (Tablo 3.17).

Isletme tipi tarhana hamurlarmin PZR iiriinlerinin gradient jel tizerindeki go¢ yerleri
ve maya florasindaki degisim ise F ve G orneklerinde Sekil 3.27 ve Tablo 3.18°de; H
ve K drneklerinde de Sekil 3.28 ve Tablo 3.19°da verilmistir.
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Sekil 3.27: F ve G tarhana hamuru 6rneklerinin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. gunlerdeki
maya florast.

Tablo 3.18: F ve G tarhana hamuru 6rneklerinin 6 farkli fermantasyon giintindeki
maya florast.

Fermantasyon Gunleri/Maya

Ornek
0. gun 1. gln 3. gun 5. gun 10. gun 15. gun
C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis
F 1. orientalis I. orientalis I. orientalis 1. orientalis I. orientalis I. orientalis
C. glabrata
C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis
G C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata
I. orientalis I. orientalis I. orientalis

Sekil 3.27°de verilen F ve G tarhana hamurlarin DGGE profili, birbirine
benzemektedir. Her iki tarhana hamurunda da C. humilis, fermantasyon stresince
baskin tiir olmustur. F tarhana hamurunda, 1. orientalis her giin yer almasina ragmen;
5. glinden itibaren daha baskin olarak gozlenmistir. G tarhana hamurunda ise C.
glabrata her giin zayif olarak bulunurken; I. orientalis, fermantasyonun 0., 1. ve 15.

giinlerinde gozlenmistir (Tablo 3.18).
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Sekil 3.28: H ve K tarhana hamuru 6rneklerinin 0., 1., 3., 5., 10. ve 15. gunlerdeki
maya florast.

Tablo 3.19: H ve K tarhana hamuru 6rneklerinin 6 farkli fermantasyon giintindeki
maya florast.

Fermantasyon Ginleri/Maya

Ornek

0. gun 1. gln 3. gun 5. gun 10. gun 15. gun

C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis

H I. orientalis S. cerevisiae S. cerevisiae 1. orientalis I. orientalis I. orientalis
S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae

C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis C. humilis

K C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata C. glabrata

I. orientalis I. orientalis I. orientalis

T. delbrueckii

Sekil 3.28’de verilen H ve K tarhana hamurlarinin DGGE profili birbiri ile benzerlik
gostermektedir. H ve K tarhana hamurlariin her ikisinde de C. humilis baskin tiir
olmustur. Bunun yanisira H tarhana hamurunda, S. cerevisiae her giin bulunurken; I.
orientalis, 1. giin hari¢ hergiin goriilmiistiir. K tarhana hamurunda ise C. glabrata
hergiin tespit edilmis ve I. orientalis, 0., 1. ve 15. giinlerde goriilmistiir. Ayrica
sadece K tarhana hamurunun 1. gliniinde T. delbrueckii tiriine rastlanilmistir (Tablo
3.19).

Ev ve igletme tipi tarhana hamuru 6rneklerinin maya ¢esitliligini belirlemek amaci ile
yapilan PZR-DGGE analizi sonucu denaturant iceren %8’lik poliakrilamid jelde
elde edilen bantlar, daha onceden izole edilerek tanimlanmis maya tiirlerini igeren

markerlar ile mukayese edilerek ayni boyutta bant verenler ayni tiir olarak
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degerlendirilmistir. BOylece elde edilen veriler ev ve isletme tipi tarhana

orneklerinde fermantasyon siiresince 6nemli farkliliklarin oldugunu gdstermistir.

Ev tipi tarhana hamuru 6rneklerinden A 6rneginde fermantasyonun ilk 5 giiniinde; B
orneginde ilk 3 giiniinde maya tiirlerinin ¢ok az olmas1 veya hi¢ belirlenememesi; C,
D ve E orneklerinde ise fermantasyon siiresi boyunca baskin ve zayif maya tiirlerinin
varliginin tespit edilmis olmast maya sayim sonuglart ile de paralellik

gOstermektedir.

Ev tipi tarhana hamur 6rneklerinde poliakrilamid jelde markerlarda elde edilenlerden
farkli mesafelere go¢ eden bantlar jelden kesilerek alinmistir. Kesilen bantlardan
DNA’nin ekstraksiyonu icin jel parcalar1 oda sicakliginda steril ultra saf su
ortaminda 1 gece bekletilmistir. Steril ultra saf su ortamina difiize olan DNA’lar, Ul
ve U2 primerleri ile ¢ogaltilmis ve takiben DNA dizi analizi gergeklestirilmistir.
DNA dizi analizi sonuglarinin NCBI veri tabanina gore degerlendirilmesi ile elde

edilen sonuclar Tablo 3.20°de verilmistir.

Tablo 3.20: Poliakrilamid jelden kesilen 28S rDNA bantlarini temsil eden maya

tarleri.
Kaynak Ornek Kod Tamimlama sonucu
Ev Tipi Hamur B J1SM1 Saccharomyces barnettii
E J10M1 Kazachstania unispora
J15M1 Kazachstania unispora

Kiltire bagh yontemlerle tespit edilemeyen, fakat B 6rneginde 5. giinden itibaren
baskin olan ve %92 benzerlikle S. barnettii olarak tanimlanan tiir (BLAST veri
tabanina gore) ile E 6rneginde ilk 5 giin zayif ve sonrasi giinlerde baskin olan ve
%96 benzerlikle K. unispora olarak tanimlanan (BLAST veri tabanina gore) maya

tirleri PZR-DGGE yontemi ile tespit edilmistir.

Isletme tipi tarhana hamuru &rneklerinde ise PZR-DGGE gorintilerine gore
hamurlarda fermantasyon siiresi boyunca 6zellikle bir maya tiiriiniin baskin oldugu
(C. humilis) diger tiirlerin ise fermantasyonun farkli gilinlerinde daha az olarak

bulundugu belirlenmistir. isletme tipi tarhana 6rneklerinde baskin tiirler ile diger
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tiirlerin tamami hazirlanan markerler ile eslesmis, farkli bant goriilmemistir. Bu
durum isletme tarhana hamuru Orneklerindeki maya florasinin tamaminin kiiltlire

bagli yontemler ile tanimlandig1 seklinde degerlendirilmistir.

Tarhana hamurunun maya g¢esitliliginin PZR-DGGE yontemi ile tespit edilmesi
izerine daha once yapilmig bir literatiir olmamasi nedeni ile tartigmalarda benzer

tirtin olaran eksi hamurlardan elde edilen arastirma sonuglari kullanilmistir.

Gatto ve Torriani (2001) tarafindan italyada geleneksel olarak iiretilen bir eksi
hamurun mikrobiyal populasyon dinamigi geleneksel kiiltiire bagimli yontemler ve
PZR-DGGE yontemi ile incelenmistir. 26S rDNA bdlgesinin 2 yeni primer c¢ifti ile
cogaltilan PZR iiriinlerinin DGGE profilleri maya populasyonunu sadece S.

cerevisiae tiiriiniin temsil ettigini ortaya koymustur.

Palomba vd. (2011) Giiney italya’daki Campania bdlgesinden toplanan 9 farkl1 eksi
hamur 6rneginin maya populasyonunu, kiiltiire bagimli 26S rDNA dizi analizi ve
kiiltiirden bagimsiz PZR-DGGE analizini kullanarak ortaya koymuslardir. PZR-
DGGE analizi ile mayalar arasindan S. cerevisiae ve M. pulcherrima (sadece bir sus)

tanimlanmustir.

Valmorri vd. (2010) tarafindan Italya’nin Abruzzo bélgesinde geleneksel olarak
yapilan bugday ekmeklerinin tiretiminde kullanilan 20 adet eksi hamurun kabarma
siirecinde etkili maya mikroflorasini tanimlamak iizere yapilan ¢calismada geleneksel
kiiltiire bagh yontemler (spor olusturma ve fizyolojik testler) ve molekiiler metotlar
(PZR-RFLP, RAPD-PZR ve PZR-DGGE) birlikte kullanilarak polifazik bir yaklagim
saglanmigtir. PZR-RFLP yontemi ile izolatlarin %85°1 S. cerevisiae olarak
belirlenmistir. Diger yaygin tiirler ise C. milleri (%11), C. krusei (%2,5) ve T.

delbrueckii (%1) olarak tanimlanmustir.

Literatiirlerde eksi hamur orneklerinden maya cesitliliginin tespit edilmesi igin
cogunlukla kiiltiire bagimli yontemlerle PZR-DGGE yonteminin birlikte yapildigt ve
polifazik bir yaklasim da bulunuldugu goriilmektedir. Tarhana hamuru ornekleri
lizerine yapmis oldugumuz calismada da PZR-DGGE yontemi kiiltiire bagimli

yontemlere paralel olarak yapilmistir. Calisma sonucu tarhana hamurlarindan,
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literatiirlerde de belirtildigi gibi, kiiltiire bagl yapilan yontemler ile belirlenemeyen
maya turleri PZR-DGGE ile belirlenerek identifiye edilmistir. Literatiirde belirtilen
maya tiirleri calismada elde edilenlere benzemekle birlikte, calismada tarhana
hamurlarindan daha fazla tiir tespit edilmistir. Bu durum tarhana hamuru yapiminda
kullanilan malzemelerin c¢esitliligine ve fermantasyon kosullarmin farkliligina

baglanmaistir.

4, SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda; ev ve isletmelerde iiretilen tarhana hamurunun LAB ve maya
tlr cesitliligi ile fermantasyon siireci boyunca degisimleri belirlenmistir. Bu
kapsamda farkli 5 ev ile 4 isletmeden alinan tarhana hamurlarinin genel mikroflorasi
klasik mikrobiyolojik yontemlerle, temel 0Ozellikleri de kimyasal analizler ile
belirlenmis ve sonucglar kendi i¢inde degerlendirilmisti. LAB ve maya
mikroflorasinin tiir bazinda tanimlanmasi ve fermantasyon giinlerindeki degisimi i¢in

ise molekiiler yontemlerden faydalanilmistir.

Ev tipi tarhana hamurlarinin isletme tipi tarhana hamurlarina gére LAB (sirasiyla ev
tipi ve isletme tipi tarhana hamurlar1 0. giin 4,5x10 kob/g, 1,5x10° kob/g; 1. giin
8,4x10" kob/g, 1,4x10° kob/g; 3. giin 3,0x10° kob/g, 3,3x10° kob/g; 5. giin 2,1x10°
kob/g, 2,1x10° kob/g; 10. giin 2,1x10® kob/g, 3,6x10° kob/g ve 15. giin 7,7x10’
kob/g, 1,2x10° kob/g) ve maya sayilariin (sirasiyla ev tipi ve isletme tipi tarhana
hamurlar 0. giin 5,6x10° kob/g, 1,5x10° kob/g; 1. giin 6,7x10° kob/g, 9,6x10° kob/g;
3. giin 9,6x10° kob/g, 9,1x10° kob/g; 5. giin 1,4x10* kob/g, 1,2x10° kob/g; 10. giin
5,0x10° kob/g, 4,8x10° kob/g ve 15. giin 3,1x10° kob/g, 1,4x10° kob/g) daha diisiik;
koliform (sirasiyla ev tipi ve isletme tipi tarhana hamurlar1 0. giin 1,9x10° kob/g,
5,0x10* kob/g; 1. giin 6,1x10* kob/g, <1x10' kob/g; 3. ve diger fermantasyon
giinlerinde <1x10* kob/g) ve S. aureus (sirasiyla ev tipi ve isletme tipi tarhana
hamurlar1 0. giin 2,8x10° kob/g, <1x10% kob/g; 1. giin 2,5x10° kob/g, <1x10? kob/g;
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3. ve diger fermantasyon giinlerinde <1x10° kob/g) sayilarmm ise daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Ev tipi tarhana hamurlarina goére isletme tipi tarhana
hamurlarinda belirlenen LAB ve maya sayisinin daha yiiksek olmasi fermantasyonun
daha kontrollii olarak yiiriitiilmesine baglanabilir. Koliform ve S. aureus sayilarinin
ise ev tipi tarhana hamuru 6rneklerinde daha yiiksek degerlere sahip olmasi; ev tipi
tarhana hamurlarinin LAB ve maya sayisinin daha diisiik olmasina, evlerde hijyen
kurallarinin uygulanmasindaki eksiklige, piyasadan kontrolsiiz alinan baharatlarin
mikrobiyal yiikliniin yiiksek olmasina ve isletmelerde tarhana hamurlarina katilan

sebzelerin pastorize edilerek kullanilabilmesine baglanabilir.

Ev tipi tarhana hamurlarinin isletme tipi tarhana hamurlarina gére pH degerleri daha
diisiik (sirastyla 0. giin 4,40, 4,47; 1. giin 3,76, 4,08; 3. giin 3,33, 3,73; 5. gun 3,23,
3,49; 10. giin 3,20, 3,69 ve 15. giin 3,60, 3,72); asitlik sayilar1 ise daha yuksektir
(swrastyla 0. gilin 8,79, 5,10; 1. giin 9,21, 7,60; 3. giin 12,35, 11,25; 5. giin 15,0,
14,74; 10. gun 15,5, 15,94 ve 15. giin 17,95, 16,94).

Hem ev hem de isletme tipi tarhana hamurlarinda fermantasyon giinii ilerledikge
asitlik sayis1 artmis; pH degeri ise diismistiir. Ev tipi tarhana hamuru 6rneklerinin
isletme tipi tarhana hamuru orneklerine gore pH degerlerinin daha diisiik, asitlik
sayilarinin ise daha yiiksek olmasinin tarhana hamurlarinda kullanilan malzeme
farkliligindan ve evlerde yogurt veya domates gibi bilesenlerin daha fazla oranda
katilmasindan kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir. Ev tipi tarhana hamurlarinin
isletme tipi tarhana hamurlarina goére daha yiiksek % kuru madde degerlerine
(%49,31-%60,43; %53,38-%60,37) sahip olmasi da asitlik degerini artirict bir
faktorddir.

LAB tiir ¢esitliligi ve degisiminin tespit edilmesi amaciyla kiiltiire bagli molekiiler
yontemlerden (GTG)s—PZR, 16S rDNA ve pheS dizi analizi uygulanmistir. Bu
analizlerin sonucunda farkli bant veren 43 LAB izolat1 belirlenerek tanimlanmustir.
Bunun sonucunda ev tipi tarhana hamurlarininda mevcut olan LAB tiirleri; L.
plantarum (9), L. brevis (3), L. lactis (3), L. namurensis (2), L. farciminis (2), P.
acidilactici (1), L. mesenterioides (1) olurken; isletme tipi tarhana hamurlarinda

bulunan LAB trleri ise; L. plantarum (7), L. brevis (4), L. farciminis (1), L. pentosus
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(1), L. fabifermentas (1), L. mindensis (1), Lactobacillus paralimentaris (1), L.
namurensis (1), L. casei (1), L. alimentarius (1), L. mesenterioides (1), L. citreum

(1), L. pseudomesenteriodes (1) olmustur.

Calismada daha Onceki literatiir verilerinden daha zengin bir LAB tiir ¢esitliliginin
belirlenmesi zengin besiyeri olan MRS-5C kullanilarak daha az rekabetci tiirlerin
identifiye edilebilecegi seklinde yorumlanmustir. Isletme tipi tarhana hamurlarinda
belirlenen LAB florasindaki cesitliligin daha ytliksek olmasi da, hammaddelerin daha
farkli bolgelerden temin edilmesine baglanabilir. Ev tipi iiretimlerde daha az
miktarda hammadde kullanilmasi nedeni ile temin edilen bolge de daha dar
olmaktadir. Bu da tiir gesitliligini sinirlandiran bir faktor olarak diisiiniilebilir. Yine
isletme tipi tarhana hamurlarinin toplam LAB sayis1 acisindan daha ytliksek degere

sahip olmasi da tiir ¢esitliligini artiran bir diger faktor olarak degerlendirilmistir.

Kiltirden bagimsiz bir yontem olan DGGE-PZR ile ev tipi tarhana hamuru
orneklerinde kiiltiire bagli yontemler ile identifiye edilemeyen bazi LAB tirleri; %92
benzerlikte L. sanfranciscensis, %92 benzerlikte L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
%91 benzerlikte L. gasseri, %84 benzerlikte L. acidophilus, %97 benzerlikte
Streptococcus thermophilus olarak; isletme tipi tarhana hamuru orneklerinde ise
%100 benzerlikte L. sanfranciscensis, %100 benzerlikte L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, %96 benzerlikte P. pentosaceus olarak saptanmistir. Kiiltiire bagh
yontemler ile tamimlanamayan bu tiirlerin DGGE-PZR ile tanimlanmasi; LAB
tdrlerinin izolasyonunda kullanilan zengin besiyeri olan MRS-5C’nin bunlar igin
diger LAB ile yarisma agisindan olumsuz bir ortam olmasi ve &zellikle yogurt
bakterileri i¢in fermantasyon sicakliliginin diisiik olmasi nedeniyle sayilariin diisiik

kalmasina baglanabilir.

Maya tiir ¢esitliligi ve degisiminin tespit edilmesi amaciyla kiiltiire bagli molekiler
yontemlerden M13-PZR, 5,8S-ITS ve D1-D2 LSU bdlgelerinin dizi analizi
uygulanmistir. Bu analizlerin sonucunda farkli bant veren 45 maya izolati
belirlenerek tanimlanmistir. Bunun sonucunda ev tipi tarhana hamurlarininda mevcut
olan maya tirleri S. cerevisiae (6), C. glabrata (4), K. marxianus (4), C. humilis (3),

I. orientalis (3), P. kudriavzevii (2), S. servazzi (1); isletme tipi tarhana hamurlarinda
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bulunan maya tirleri ise C. humilis (7), C. glabrata (7), I. orientalis (6), S. cerevisiae
(1), T. delbrueckii (1) dir.

Kiiltiirden bagimsiz bir yontem olan DGGE-PZR ile tanimlanan maya tiirleri ise B
orneginde 5. giinden itibaren baskin olan ve %92 benzerlikle S. barnettii olarak
tanimlanan tiir ile E 6rneginde ilk 5 giin baskin ve sonrasi giinlerde zayif olan ve
%96 benzerlikle K. unispora olarak tanimlanan tiirlerdir. Bu tiirlerin kiiltiire bagh
yontemlerde izole edilememesi de izolasyonda kullanilan besiyeri ortaminin yetersiz

olmas1 veya fermantasyon sicakligindan kaynaklanmis olabilir.

Calisma sonucu tarhana hamurlariin ¢ok zengin bir LAB ve maya florasina sahip
olduklari, izolasyonlarinda zenginlestirilmis ve birden fazla besiyeri kullaniminin
genel floray1 yansitmada daha basarili olacagi ve degisen ortam sartlarina (sicaklik
v.s.) bagh olarak degisen mikroflaradaki Ozellikle LAB tespiti i¢in Kkiiltiirden
bagimsiz yontemlerin de kullanilmasinin gerektigi saptanmistir. Bu tarz ¢aligmalarda
hem kiiltiire bagimli hem de kiiltiirden bagimsiz yontemleri bir arada kullanarak
polifazik bir yaklagimda bulunulmasinin daha iyi bir tiir tespiti saglayacagi ve bu

durumun bir gereklilik oldugu ulasilan sonuglar ile ortaya konulmustur.

Calisma sonucunda elde edilen veriler 1s18inda LAB’lerinden L. plantarum ve L.
brevis, maya tirlerinden ise C. humilis, S. cerevisiae ve |. orientalis tlrlerinin
tarhana hamurlarinda en yaygin tiir olmalar1 ve fermantasyon siiresince baskin

olmalar1 nedeniyle tarhana starter kiiltiir gelistirme i¢in ¢alismalarda kullanilabilir.
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EKLER
EK A.1 Tablolar

Tablo A.1: Tarhana hamurlarindan izole edilen LAB suslarinin 16S rDNA bolgesinin
cogaltilmasi sonucu elde edilen PZR iiriinlerinin jel Uizerinde gorilen DNA
bantlarinin dizileri.

izolat Tammlama DNA Dizisi
Ad1 Sonucu
ALl P. GTCGTACGAGCTTCCGTTAGTTGATTATGCCCTGCTTGCGCTGAATGAGATTTTAACTT

acidilactici  AAAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCAGAAGCAGGGGAT
AACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTCTTTT
AAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACA
ATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAA
AGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATT
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACATGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGT
GAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGA
AGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGACACC
AGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTA

L. ATGCAGTCGATCCAGTTCCCGTTGATTGACGTGGATCGACTGATTTCAACATTGGAACG
namurensis  AGTGGCGAACTGGTGACTAACACGTGGAAAACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACT
TGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAAACCGCATGGTTTTTGTTTGAAAGG
TGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGTTCCGCGGCGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAC
GGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGAC
GCAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCT
GTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCGTGACGGTATTCAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGA
CAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTGTCTAGTCTGCAACTGA

AL2
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Tablo A.1 (Devam)

AL3

BL1

BL2

BL3

L.
namurensis

L.
plantarum

L.
farciminis

L.
plantarum

GCCTATACATGCAGTCGACGAGTTCCCGTTGATTGACGTGCTTGCACTGTTATTTCAA
CATTGGAACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGAAAACCTGCCCAGAAGCAG
GGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAAACCGCATGGTT
TTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGTTCCGCGGCGCATTAGCTT
GTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTAA
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGG
TTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC
ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACT
GGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCG
TAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGCAACTGACGCT
GAGGCTCGAAAGCAT

GTCGACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCACTCATGATTTACATTTGAGTGAGTG
GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGG
AAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATG
GCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGAGGTAAC
GGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
GACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA
ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATT
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGACGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTG
CAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA

ACTGGCGTCTGACTATTCTGCAGTCGAGCGAACTCTGCTGATGATTGAAGCTTGCTTC
ATGAATTACATTTGAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCA
AAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGCATAACAACTACTTTCAC
ATGAGCGTAGGTTGGAAGATGGCTCTGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTAT
TATCTAGTTGGTGAGGTAATAGCTCACCAAGGGAATGATACGTAGCCGACCTGAGAG
GGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTACTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTG
TTCACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAG
GCGGTTTATTAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAA
ACTGGGT

TGCACGTCGAACCAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTCAATCATGATTTACATTTGAGT
GAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACA
CCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAA
AGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGG
GTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACA
TTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA
CAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTC
GTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACG
GTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTG
AGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATG
GAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGA
AAGTATGGGTAGCAA
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BL4

BL5

CL1

CL2

L.
plantarum

L.
plantarum

L.
mesenteriodes

L.
plantarum

GTCGTGCCTATACTGCACGTCGAACCAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTAATCATGATT
TACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGG
GGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCG
AGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGAT
GGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGC
CACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC

CACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCT

CGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACG
GTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT

GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTG

CAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGA

ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG

ATTGATTGGTGGTTGATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACAC
GTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCA
TAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGAT
GGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGT
AGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTG
AGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGC
GAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGC
ATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT

TTGTTACGACTTCCCCCAGTCCTCTGTCCTGCCTTAGGAGGCCTCTCTCTCTGAAGAGA

GAGAACCGACTTTGGGCATTACCAACTCCCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGAC
CCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATG
TAGGCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGACGGACTTTAAGAGATTAGCTCACCC
TCGCGGTCTGGCGACTCGTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAA
GGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGC
TAGAGTGCCCATCTGAATGCTGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACT
TAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCT
CCGAAGAGAACACTTCTCTCTCTAAAAGCTTCAAAGGATGTCAAGACCTGGAAAGGTT
CTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGCTCCCCGTCAATT

CCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTT
CGATACTAGAGGCGGAGATCTCCTAATACCTAACGTTCCTCGTATACGGTGTGCACTAC

CAGGGATATCTAATCCGTGTTTGCTA

CTACTAATGCAGTCGAGCCCACTCTGGTATTGATTGGTGCTTCGATCATGATTTACATT
TGAGTGAGTGGCGAACTGGTGACTGAAGGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATA
ACACCTGGAAACAGATGCTATTACCGCATAACATCTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTG
AAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGG
GGTAACGGCTCACCATGGTAATGATACGTACCCGACCTGAGAGGCTAATCGGCCACAT
TGGGACTGACACACGGCCCAAACTCCTACGCTACGCAGCAGTAGGAAATCTTCCACGA
TGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAATGTTTTCGGCTCGTAAA
ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCCCGTATTGACGGTATTTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCATGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAT
TGCCTTCGGCTCAACCGAAGACGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCACATGAG
GACAGTGGAACTCCATGTGTATCTGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGACACTCATGT
GGCTGAAGGCTGACTGTCTGGTCTGTAACTGA
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CL3

CL4

CL5

CL6

L.
lactis

L.
plantarum

L.
lactis

L.
plantarum

TATACTGCAGTTGAGCGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGAGCAGCGAACGGGT
GAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAAT
ACCGCATAAAAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAG
ATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGA
AAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGG
TTTATTAAGTCTGGTGTGAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAACTGGTAGA
CTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATG
GAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATAGATAC

TGCAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTCTCATCATGATTTACATTTGAGTGAGT
GGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAA
CAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGG
CTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATG
GCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACAT
ATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGC
GAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATC
GGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCT
GAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAA

CGTGCTATTACATGCAGTTGAGCGCTGAGGTTGGTACTTGTACCGCTCTGGATGAGCAGCG
AACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGGAAACGAA
TGCTAATACCGCATAAAAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCA
CTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATG
ATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCC
GCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTAGAGAAGAACGTTGGTGA
GAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGGTGGTTTATTAAGTCTGGTGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTATGCATTGGAAAC
TGGTAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCT
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT

GGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGAACAAGGCCCGGGAACGTATTCACC
GCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTAC
AATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGT
ACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAA
CTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCCCCGAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGC
ATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCG
GAATGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACA

106



Tablo A.1 (Devam)

DL1

DL2

DL3

EL1

L.
lactis

L.
plantarum

L.
plantarum

L.
brevis

CTGGCGGCGTGCTATACTGCAGTTGAGCGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCGACTGGATGA
GCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACATTTGG
AAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGATGCA
ATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCAC
CAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGA
CCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGGTAGAGA
AGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAAGGGACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTTATTAAGTCTGGTGTGAAAGGCAGTGGCTCAACC
ATTGTATGCATTGGAAACTGGTAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGG
CCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGG

ACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGG
GATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGC
TTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTG
GGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAAC
TCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCT
TCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAG
TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCT

CAGTCGAACCAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTCGATCATGATTTACATTTGAGTGAGTG
GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAA
ACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTT
CGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCAC
CATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGA
TGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGA
AGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGG
GCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGA
AGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACA

TTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAG
CAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGAT
TTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTT
GGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA
CAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTA
AAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGA
CAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATG

107



Tablo A.1 (Devam)

EL3

EL4

EL5

FL1

L.
plantarum

L.
farciminis

L.
plantarum

L.
plantarum

TTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGG
GGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGT
TTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGG
GGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTG
GGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGA
CGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTG
TTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
TTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTC
AACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTA

TCTTCATGATTCAGATCTTGGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCC
AAAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGCATAACAACTACTTTCGCAT
GATCGTAGTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAATAGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
ACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTCACGTACTGACGGTATTCA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTATTAAGTTTGAAGTGAAAGCC
CTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGT
GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAGCACCAGTGGCGAAGGC
GGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTTAGTCCATGCCGTCACGAT

ATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAA
GCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTC
CGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGAT
GGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCA
CATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACA
ATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAA
CTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGT
CCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTC
GGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGG
AACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTGTCTGGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGAT

TTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGG
GGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAG
TTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTG
GGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATT
GGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGG
ACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCT
GTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCT
CAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTC
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCT
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FL2

FL3

FL4

FL5

L.
plantarum

L.
plantarum

L.
plantarum

L.
plantarum

ATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCG
GGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGA
GTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGT
GGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
GACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTC
TGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGC
TCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGT
CTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATACCGTAAACGATGACTG

TTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATA
ACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAA
AGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAA
CGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAA
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTA
AAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGA
AGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ATACCGTAAACGATGACTGCTAAGTG

TCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTA
ACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGC
ATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATG
GTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCC
GACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGGTTTCGGCTCGTATAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTT
CAGGTATTGACGGTATTTAACAAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCACCCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTT
GATGTGCAGAACAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTATATATATGGA
AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTAT
GGGTATCAAACAGGAATAGATAC

GTCGACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCACTCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCG
AACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGA
TGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTAT
CACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAA
TGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTG
AGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG

CAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGACGTGCATCGGAAA
CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGGTCTGTAACTGACGCTGAGG

CTCGAAAGTATGGGTAGCAAAC
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GL1

GL2

GL3

GL4

casei

L.
alimentarius

L.
brevis

L.
plantarum

TACTGCACGTCGTACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCCCCGAGATTCTACATGGA

ACGAGTGGCGGACGGCTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACAT
TTGGAAACCGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGA

TGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTATCTAGTTGGTGAGGTAATG
GCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTG

AGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAA
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTT
GGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGCCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATT

TATTGTGCGTAAAGCGAGCGCACGCGGGTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTA
ACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGATGACAGTGTAACTCC
ATGTGTAGCGGCTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAGCACCAGTGTCGCAGGCGACTGT

CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGTC

GTCGACGATGTTCCTTTTGATTGATGCTTGTCCCATGAGTTACATCTAAGTGAGTGGCTG
ACGGCTGATTCACCCTTGAGTAACCTGCCCAGAATTGGGGGATAACATTTGCAAACTAGT
GCTAATACCGCATAACAACAATTTTGAATGTTTTTTGTTTAAAATATGGGTTTGCTATCTC
TTCTGGATGGACCCGCGTGGTATTAACTATCTGGCGAGCTAATATCTCACCCCGGGGATG
ATACGTATTCGACCTGGTGGGGTCCCCGACCCCATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACT
CCTACGCTCGCCAGCATTAGGGAATCTCTCACACTGGACGAGACTCTGATGGAGCAATG
CCGCGCGAATGAAGAAGCTCTTCGGATCGAAAAAATCTGTTGTTGAAGAAGAACATATG
TGAAAGTAACTGTTCACGCACTGACGGCATTGTCACAGAAAGGCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCCGTAATACGTACGGAGCAAGTGTTGTCCGGATTTACTGAGCGGAAAAA
GAAAGTCCGCGGTTCATTAAATTTGAAATGAAATCCCTCGCTTCAACCGATGAAATGCTT
CCCAAACGGGGGAACTTGAGTGCATAAAAGGAAAGCGGAGATCCGCGTGAATCGATGG
AATGCGTACATATATGGAAGAGCCTCTGTGGCCAAGGCGTTTTCTGAGCTGTGACTGACG
CTGAGATTCAAACCTTGGGTAGCCTAGCGGATCAAAA

CCTAATAATGCAAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCTCGATTTTAACAAT
GAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATA
ACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAA
AGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTA
AAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGA
CTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACG
AAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGT
TGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGG
CTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGA
ACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG

CACGTCGACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCCTCATGATTTACCTTTGAGTGAGTG

GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAA

ACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTT

CGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGAATTAACTAGATGGTGGGGTAACGGCTCAC
CATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAAACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGA
TGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGA

AGAACATATCTGAAAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGA
GCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACTTGA
AGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGATGTGCATAACAGGACAGTGGAACTCCATGT

GTACCGCTGAAATGCGTAGATATCTGTTACAGCACGGG
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GL5

HL1

HL2

HL3

HL4

L.
plantarum

L.
fabifermentas

L.
mindensis

L.
paralimentarius

L.
plantarum

CGGCGTGCTATTACTGCACGTCGACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCCTCATGATTT
ACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTACCACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGG
GATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGT
TTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTG
GGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAAC
TCTGTTGTTACAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTAATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGCTGGTTTTTTAACTCGGATGTGACAG
CCTTCGGCTCC

ATTACTGCACGTCGACGAACTCTGGTATTGATTGGTACTTGTCCTCATGATTTACATTTGA
GTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACTTGCCCAGAAGCGGGGGATAACA
CCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAG

ATGGTTTCGGCTATCACTTCTGGATAGTCCCGCGGCGCATTAGCTAGATGGTGAGGTAAC
GGCTCACCATGGCAATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACT

GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAA
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTG
TTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
TTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCT
CAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAAC

TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT

GTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA

GCGGCTGACTATAGATGCACTCGTACGAACCATCCTGAAGATTGAAGCTTGCTTCATGAT
TCAGACCTTGGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTAAAGTGG
GGGATAACATCTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAACAGTCTTCACATGATCACT
GTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGGGTATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACA
TTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAA
TGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAA
CTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTCACGTACTGACGGTATTCAAC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTATTAAGTTTGAAGTGAAAGC
CCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAA
GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAA

TGCAAGTCGAACGAACCATCCTGATGATTGAAGCTTGCTTCATGATTCAGATCTTGGTGA
GTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTGGGGGATAACATTTGG
AAACAAGTGCTAATACCGCATAACAACTTAGATCACATGATCTTTGTTTAAAAGATGGTT
TTGCTATCTCTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATAGCTCAC
CAAGGCGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGA
TGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGA
AGAACATATGTGAGAGTAACTGTTCACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGG
GCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTATTAAGTTTGAAGTGAAGCCCTCGGCTCAACCGAG
GAAGTGCTTCCAAACTGGGTAAACTTGAGTGCAGAAAAGGAAAGTGGAACTCCTGTGTA
CGGTGGAATGGCTAAATA

CTTCCCCTACTCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCTGGTTCCTAAAAGGTTACCCCACCGACT
TTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATT
CACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAG
CCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACT
CGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAAT
GCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCTCCGAAGGGAACGTCTAATCT
CTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCC
GTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTA
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HL5

HL6

KL1

KL2

L.
namurensis

L.
brevis

L.
citreum

L.
plantarum

GCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAAA
CCGCATGGTTTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGGTTCCGCGGCGC
ATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGACGCGCAGCCGACCTGAGAG
GGTAATCGGCCCCATTGGAACTGACACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCACCAGTAG
GGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGTTGAAGGGT
TTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAATAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCG
TGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCACGCGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGGAAACTGGGGAAACTTGA
GTGCAGAAGAGGATTGTGGGAACTCCATGTGTAGCGGGTGGTATGCGTAGATATATGGA
AGAACACCATCGGGCGAAGGGTGACTGTCTAGTCTGCACTGACGCTGAGGCTCAAAACC
CTGGGTATCG

CATTGCTACGACTTCCCCTAGTCATCTGTCCCACCTTAGACGGCTGACTCCCGAAGGTTA
TCTCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCC
GGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGTAG

GCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCAC
GACTTCGCAACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGC

ATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGT

GCCCAACTGAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA

ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGG
GAACGTCTTATCTCTAAGATTGGCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAG
CTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTC

AACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGG
GCGGAAACCCTCCAGACTTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGTATCTAATC

CTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGT

TCGTCGTGCTTGCTGCACGTCGAACGCGCAGCGAGAGGTGCTTGCACCTTTCCGCGAGTG
GCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTCCGGCTGGGGATAACATTTGGAAAC
AGATGCTAATACCGAATAAATCTTAGTATCGCATGATATATAGTTAAAAGGCGCTATGGC
GTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTTACCACG
ACGATGATGCATATCCGATTTGAGAGACTGACCGGCCACGTTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTTATACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGA
GCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAA
ATGCTAAAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAA
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT
AAAGCGAGCGCATACGGTTGATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAA
TGGCATTGGAAACTGGTTAACCTGAGTGTTGTAGAGGTATGTGGAGCTCCATGTGTAGCG
GTGGAATGCGTAGATATATGGCACAACACTGTTGCGAAGGCGGCTTACTGGACAACACT
GACGTTGATGCTCGAAGTGTGGGTAGCAAA

ATATTCACGTCGTACGAACTCTGGTATTGATTGCTGCTTGCCTATGATTTACATTTGAGTG
AGTGGGGAACTGGTGATTACCACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTG
GAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGG
CTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCT
CACCATGGTAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGCTAATCGGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTC
TGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAATGGTTTCGGCTCGTAAACTCTGTTGTTAAA
GAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCTTGCGTTGTCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACC
GAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAAAGAGGACCGTGGAACTCCTGTG
TCCGGTGAAATGCTATATATTGGAAAACCCCGTGGCGAAGCTGTTGTCTGGCTGGAACTG
ACG
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KL3

KL4

KL5

KL6

L.
pseudomesent
eriodes

L.
mesenteriodes

L.
brevis

L.
farciminis

CGTCGTGCTATACTGCAGTCGATCGCACAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTG
TGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAA
ACAGATGCTAATACCGAATAAAACTCAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTT
GGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACC
AAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGAT
GGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAA
GAACAGCTAGAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCT
AAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCG
GAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGT
AGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGCACT
GTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTG

ATACTGCAGTCGAACGCACAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGG
GTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCT
AATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGATACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACC
TAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACGATG
ATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACT
CCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACG
CCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTA
GAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG
AGCGCAGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATTGCATT
GGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAA
TGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACG
TTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATAGAATACC

AACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAG

GGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTT

GTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGG
TGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACA
ATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA
ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACA
GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGAT

TAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTA

TGACTATTCTGCAGTCGAGCGAACTCTGCTGATGATTGAAGCTTGCTTCATGAATTACAT
TTGAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAAAAGTGGGGGATA
ACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGCATAACAACTACTTTCACATGAGCGTAGGTTGG
AAGATGGCTCTGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTATCTAGTTGGTGAGGTA
ATAGCTCACCAAGGGAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGA
CTGAGACACGGCCCAAACTACTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCG
AAAGCCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGT
TGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTCACGTACTGACGGTATTCAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTATTAAGTTTGAAGTGAA
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Tablo A.2: Tarhana hamurlarindan izole edilen LAB suglarinin pheS DNA
bolgesinin gogaltilmasi sonucu elde edilen PZR {iriinlerinin jel Gzerinde gorilen
DNA bantlarinin dizileri.

izolat Tammlama DNA Dizisi
Adi Sonucu
ALl P. CGCAAACTTCTCCAGTTACAAGCCCCGGGACAATGCCACACGCATCGGCTTTAGTT
acidilactici AGGGACCGCTAAAACTGATTTCTCCAGGCGTGGTTTACCGGCGGGATACGGACGAT

GCAACTCATTCGCATCAATTCCACCAAATCGAAGGATTGGTAATTGATAAAAACAT
TACCATGGGTGATTTGAAGGGGACCTTGATTACGATGGCAAAGGAACTATTTGGCG
ATCGTTTTGAAGTTCGCTTGCGTCCTAGTTACTTCCCATTCACCGAACCATCGGTAG
AATCAGACGTAACGTGCTTTCACTGCATGGGCAAGGTTTGTTCAGTTTGCAAAAATA
CCGGTTGGTATTGCAGTGCTCGGTGCTGGACTGTTCATGCCTAACGTGCTTTATGAT
GACCTCGGCGTCGATGCTGAAGAGTACCGCTGCCTTTGCT

AL2 L GGAGACTAGAATATATGAATTGGGGAAAAACCCTTGTCCCTGTGATTTGGCAGGTT
arizonensis  TATTCGGCTTCGATGGGATGTTTCGTGGATGGAAAGAAAGTTGGACGGAACCCAAC
ATCCAAATTGTCCCCCAAACAAGTCTTGGGAACCCGAATTTATGGGCCCTTTCAATC
CAGCCTCGTAATATGCTTGTCCACGACTTACCCTTCCATTTGATTAAATTGATGGGA
ATGGGTTGCATCCTCCGTATCCCCGCCATTAACGCGGGCCGGGGAACAGAACTTCA
GCCGGCCCTTAAAAAAATCCGTGATTTCCAGTGAACGCCGCTGATCAGCAAACGTC
CGCGTGCGTAGTAACACGTCTTTGGGAATATAAACGTGTCCTGGATGTCCCGGG

AL3  Tamimsiz -

BL1 L. brevis GCAGACCTCACAATGCAGGCCCGGACGTTGCTCACAGCATGACTTTAGTCAGGGAC
CATTAAAGATGATCTCTCCAGGCGTTGTCTATCGGCGAGATACGGATGATCCGACC
CATTCACATCAATTCCATCAGGTCGAAGGCTTAGTGATTGATAAGCATATTACGATG
GCTGATTTAAAGGGAACGCTCCAGGTTTTGGCCCACGAACTATTTGGTGATAAGTTT
GACGTGCGGTTACGGCCAAGCTATTTCCCATTTACGGAGCCTTCTGTGGAAGCCGAT
ATTACCTGTTTTAATTGTGGTGGAAAGGGTTGTAACGTTTGCAAAAACACTGGTTGG
ATTGAAGTGTTAGGTGCTGGTATGGTGCACCCTAATGTCTTAAAGATGGCCGGCGTT
GATCCAGATGTATATGG

BL2 L. CGGAATGAAGCATTGCGAAATTTGCATTCGCGTGCGTCTCGCCGAACTATGGCGCT
vini AGCTGCCTGCGTTATGGGATCATCTCTCCGCCTACGCTAAGGGCGCGGCTTTGCCTT
CCGGGCTAGAGGGCGACTGCCTTCTTGTCAATTACATCGGATTGGAGGGGTAAGGG
CTTGTGCTATTGCCTTATTAACGATGGGATGATTTGAAGGGCACCTCTAAATTCTGG
TTGCCCAAAAGGTGGTTGGGGAGATCAATTCCATGACCAGGCTACTGCCAATCTTTC
TTTCCATTCACGGGAACCATTCGGGGAAAGCCAAAGTTACTTTGCTTTTAATGCGAA
GGAAAAGGGCCTGTGCCATTCTGTACACCAAACGGGTTTGGAATCGAATTCTTTGG
GTGCCCGGCATGGTTCCCCCCCCCAGGGTGTTAAAAAAATCCGGGGACATTGATCC
CCAAAAAAAAAGGGGGGCT

BL3 L. TGCTACTACGCACGCAGACGTCTGCTGATCAGCCGCGGTCACTTGACAATCACGATT
plantarum TTTCTAAAGGACCGCTGAAGGTCTTGTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGG
ATGATGCAACCCATTCCCATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAG
CATATTACGATGGCTGATTTGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTT
GGCGATCAATTCGATGTTCGGCTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCC
GTAGAAGCTGATGTAACTTGCTTTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAA
GCAAACGGGTTGGATCGAAGTACTGGGTGCCGGCATGGTTCACCCCCACGTGTTAG
AAATGTCTGGCATTGATCCAGAAGAATATGGT

BL4 L. CGTCTGCTGATCAGCCGCGGTCACTTGCAAATCACGATTTTTCTAAAGGACCGCTGA
plantarum AGGTCTTGTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGATGATGCAACCCATTCCC
ATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTACGATGGCTGATT
TGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGATGTTC
GGCTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACTT
GCTTTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAA
GTACTGGGTGCCGGCATGGTTCACCCCCACGTGTTAGAAATGTCTGGCATTGATCCA
GAAGAATATGGTGGCTTCCTTTCCGGCTTAGGA
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BL5

CL2

CL3
CL4

CL5

CL6

DL1
DL2

L.
plantarum

L.
brevis

Tanmmsiz
L.
plantarum

L.
lactis

L.
plantarum

Tanimsiz
L.
plantarum

ACGCACGCAGGACGTCTGCTGATCAGCCGCGGTCACTTGAAAATCACGATTTTTCTAAA
GGACCGCTGAAGGTCTTGTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGATGATGCAAC
CCATTCCCATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTACGATGG
CTGATTTGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGATG
TTCGGCTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACTT
GCTTTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAAGTA
CTGGGTGCCGGCATGAATCACCTCCCACGTGTTAGAAATGTCTGGGCATTGATCCAGAA
AAATATGGTGGCC

TACAAGGGAAATTTTTGATGCGGACGCAGACCTCACCAATGCAGGGCCCGGACGTTGTG
CACAGGCATGACTTTAGTCAGGGACCATTAAAGATGATCTCTCCAGGCGTTGTCTATCG
ACGAGATACGGATGATCCGACCCATTCACATCAATTCCATCAGGTCGAAGGCTTAGTGA
TTGATAAGCACATTACGATGGCTGATTTAAAGGGAACGCTCCAGGTTTTGGCCCACGAA
TTATTTGGTGATAAGTTTGACGTGCGGTTACGGCCAAGCTATTTCCCATTTACGGAGCCT
TCTGTGGAAGCCGATATTACCTGCTTTAATTGTGGTGGAAAGGGTTGTAACGTCTGCAA
AAACACTGGTTGGATTGAAGTGTTAGGTGCCGGTATGGTGCACCCTAATGTCTTAAAGA
TGGCCGGCGTTGATCCAGAAGTATATGGTGGCTTTGCTTTCGGCCTAGGA

TCTGGTGATTTGCGGCGGGACTTGAAATCACGATGTTTCTTTGGACCGCTGAAGGTCTTG
TCACCTGGCCGCGTTTGCGGCGTGATACGGATGATGCAACCCATTCCCATCAATTTCATC
AAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTACGATGGCTGATTTGAAGGGCACCTTA
ATTCTGGCTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGATGTTCGGCTACGGCCAAGCTT
CTTTCCATTCACGGAACCCTCCGTAGAAGCTGATGTAACTTGCTTTAATTGCAATGGCAA
GGGCTGTGCAATCTGTAGCAAACGGGTTGGATCGAAGTACTGGGTGCCGGCATGGTTCA
CCCCCACGTGTTAGAAATGTCTGGCATTGATCCAGAAGAATATGGTGGCTTTCCTTTCGG
TCTAGGA

TTAACTTCGTACGCATACTTCACCTATGCAAGCTCGGACAATGGATCGCTCATGATTTCT
CTAAAGGTGGTTTACGCATGATTGCTCCTGGTCGTGTTTATCGTCGTGATACAGATGATG
CCACTCACAGCCACCAATTTCATCAAATTGAAGGTTTGGTTGTAGATAAAAATATCACA
ATGGCGGACCTTAAAGGAACGCTTGACCTTGTCATGAAAAAAATGTTTGGTCAAGACCG
TGAATTACGCTGGCGTCCAAGTTATTTCCCATTTACTGAACCTTCTGTTGAGGTTGATAT
TTCTTGTTTCAAATGTGGCGGAAAAGGCTGTAACGTCTGCAAACATACCGGCTGGATTG
AAATTCTTGGTGCAGGTATGGTCCATCCCAATGTGCTTGAAATGTCTGGTTTAGATTCTT
CAGTTTATTCTGGCTTTCTT

GTGCTACTACGCACGCAGACGTCTGCTGATCAGCCGCGGTCACTTCGCAAATCACGATT
TTTCTAAAGGACCGCTGAAGGTCTTGTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGAT
GATGCAACCCATTCCCATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATAT
TACGATGGCTGATTTGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCA
ATTCGATGTTCGGCTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTG
ATGTAACTTGCTTTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGG
ATCGAAGTACTGGGTGCCGGCATGGTTCACCCCCACGTGTTAGAAATGTCTGGCATTGA
TCCAGAAGAATATGGTGGCTT

TGTTTATTACCAAAAGCCGTGCTACTACGCACGCAGGACGTCTGCTGATCAGCCGCGGG
TCACTTCGCAAATCACGATTTTTCTAAAGGACCGCTGAAGGTCTTGTCACCTGGCCGCGT
TTATCGGCGTGATACGGATGATGCAACCCATTCCCATCAATTTCATCAAATTGAAGGGT
TAGTCGTGGACAAGCATATTACGATGGCTGATTTGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCC
AAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGATGTTCGGCTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACG
GAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACTTGCTTTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAAT
CTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAAGTACTGGGTGCCGGCATGGTTCACCCCCACGTGT
TAGAAATGTCTGGCATTGATCCAGAAGAATATGGTGGCTTTGCTTTCGGTCTAGGA
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DL3

EL1

EL3

EL4

EL5

FL1

FL2

L.
plantarum

L.
brevis

L
.plantarum

L.
farciminis

L
.plantarum

L.
plantarum

L.
plantarum

GCACGCAGACGTCTGCTGATCAGCCGCGGTCACTTCGCACAATCACGATTTTTCTAAAGG
ACCGCTGAAGGTCTTGTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGATGATGCAACCCA
TTCCCATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTACGATGGCTGA
TTTGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGATGTTCGG
CTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACTTGCTTTA
ATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAAGTACTGGGTG
CCGGCATGGTTCACCCTCACGTGTTAGAAATGTCTGGCATTGATCCAGAAGAATATGGTG
GCTTTGC

ACGCAGGACCTCACAAATGCAGGCCCGGACATTCTCACAGCATGACTGTTAGTCAGGGAC
CATTAAAGATGATCTCTCCAGGCGTTGTCTATCGGCGAGATACGGATGATCCGACCCATT
CACATCAATTCCATCAGGTTGAAGGCTTAGTGATTGATAAGCACATTACGATGGCTGATT
TAAAGGGAACGCTCCAGGTCTTGGCCCACGAATTATTTGGTGATAAGTTTGACGTGCGGT
TACGGCCAAGCTATTTCCCATTTACGGAGCCTTCTGTGGAAGCCGATATTACCTGCTTTAA
TTGTGGTGGAAAGGGTTGTAACGTCTGCAAAAACACTGGTTGGATTGAAGTGTTAGGTGC
CGGTATGGTGCACCCTAATGTCTTAAAGATGGCCGGCGTTGATCCAGAAGTATATGGTGG

CTTTGCTTTCGGTCTAGGA

GCTACTACGCACGCAGACGTCTGCTGATCAGCCGCGGTCACTTCGCACAATCACGATTTTT
CTAAAGGACCGCTGAAGGTCTTGTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGATGATG
CAACCCATTCCCATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTACGA
TGGCTGATTTGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGA

TGTTCGGCTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACT
TGCTTTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAAGTA
CTGGGTGCCGGCATGGTTCACCCTCACGTGTTAGAAATGTCTGGCATTGATCCAGAAGAA

TATGGTGGCTTTGCTTTTC

CCGCTCATGACTTTACTAAGGGTCCTTTGAAGATGATCTCACCAGGTGTTGTTTATCGTCG
TGATGATGATGACGCTACTCATTCACATCAATTCCACCAAATTGAAGGTCTAGTTGTTGAT
AAAAATATTTCTATGGCTGACTTGAAGGGAACGCTTGATGCACTATGTCGTCACGTTTTCG
GTCCTGATCGTGAAATTCGTTTCCGTCCAAGCTACTTCCCATTCACTGAACCATCAGTTGA
AGTTGACGTTTCTTGTTTCAACTGTGGTGGTACAGGTTGCCGCATTTGTAAATATACTGGT
TGGATCGAAGTATTAGGTGCTGGTTTAACTCATCCAAACGTTTTGAAGATGTCAGGCATC
GATCCTAACGAATACAGTGGCTTTGCTTTCGGCCTAGGAC

CTAAAGGACCGCTGAAGGTCTCGCCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGATGATG
CAACCCATTCCCATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTACGA
TGGCTGATTTGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGA
TGTTCGGCTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACT
TGCTTTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAAGTA
CTGGGTGCCGGCATGGTTCACCCCCACGTGTTAGAAATGTCTGGCATTGATCCAGAAGAA
TATGGTGGCTTTGCTTTCGGCCTAGGA

GTGCTACTACGCACGCAGGACGTCTGCTGATCAGCCGCGGTCACTTGAAAATCACGATTT
TTCTAAAGGACCGCTGAAGGTCTTGTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGATGA
TGCAACCCATTCCCATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTAC
GATGGCTGATTTGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTC
GATGTTCGGCTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTA
ACTTGCTTTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAA
GTACTGGGTGCCGGCATGAATCACCTCCCACGTGTTAGAAATGTCTGGGCATTGA

CTGCTGATCAGCCGCGGTCACTTGACAATCACGATTTTTCTAAAGGACCGCTGAAGGTCTT
GTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGATGATGCAACCCATTCCCATCAATTTCAT
CAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTACGATGGCTGATTTGAAGGGCACCTTA
ATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGATGTTCGGCTACGGCCAAGCTTCT
TTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACTTGCTTTAATTGCAATGGCAAGG
GCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAAGTACTGGGTGCCGGCATGGTTCACC
CCCACGTGTTAGAAATGTCTGGCATTGATCCAGAAGAATATGGTGGCTTTCT
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FL3

FL4

FL5

GL1

GL2
GL3

GL4

GL5

L.
pentosus

L.
plantarum

L.
brevis

casel

Tanmmsiz
L.
brevis

L.plantarum

L. pentosus

GTGGGTGGGAATTGATGGGAGCAGATTTCTGCGGTCCACGGCGTTCACATGACAATTC
GAGTTTACAAGGGCCTGTTTGATGTGCTCCAATCACGTGATGTTTATCTTAGCGTTCCT
GATGAGGCGACCCATTCCTCTCCATTCCCTCGTATTGGAGGGCGAGTAATCTATCCTGC
TATCCCGGGGCCGGATGTGAAAGGTACCTTGATTTTAGTTGCCAAAACGTTGTTTGGTG
ACCAGTTTGATGTACGGCTTCGGCCAAGCTTCTTCCCATTCACGGAACCGTCCGTTGAA
GCTGATGTGACCTGCTTCAACTGTAACGGCAAGGGCTGTGCCATCTGTAAGCAAACGG
GTTGGATCGAAGTCTTAGGCGCAGGGATGGTGCATCCCCACGTGTTAGAAATGTCTGG
GATTGATCCTGAAGAATACGGTGGC

GCTACGGGACGCAGAACGTCTGCTGATCAGCCGCGGGTCACTCGCAAACCACGACTT
TTCTAAGGGACCATTGAAGGTCTTGTCACCAGGCCGCGTCTATCGGCGGTGATACGA
TGAATGCAACCCATTCACATCAATTCTATCATATTGAAGGATTGGTCGTAGACAAGC
ATATTACGATGGCCGACTTGAAGGGTACGTTAATCCTAGTTGCCAAGACCTTATTCGG
CGACCAGTTTGATGTCCGCTTGCGGCCAAGCTTCTTCCCATTCACGGAACCATCCGTA
GAAGCTGATGTGACTTGCTTTAATTGCAATGCTAAGGGCTGCGCAATCTGTAAGCAA
ACGGGTTGGATCGAAGTGTTGGGTGCCGGCATGATTCACCCCCCACGTGTTAAAGAT
GTCTGGCATTGATCCAAAAAGAATATGGTGGCC

AGCATGACTTTAGTCAGGGACCATTAAAGATGATCTCTCCAGGCGTTGTCTATCGGCG
AGATACGGATGATCCGACCCATTCACATCAATTCCATCAGGTCGAAGGCTTAGTGAT
TGATAAGCATATTACGATGGCTGATTTAAAGGGAACGCTCCAGGTTTTGGCCCACGA
ACTATTTGGTGATAAGTTTGACGTGCGGTTACGGCCAAGCTATTTCCCATTTACGGAG
CCTTCTGTGGAAGCCGATATTACCTGTTTTAATTGTGGTGGAAAGGGTTGTAACGTTT
GCAAAAACACTGGTTGGATTGAAGTGTTAGGTGCTGGTATGGTGCACCCTAATGTCTT
AAAGATGGCCGGCGTTGATCCAGATGTATATGGTGGCTTTC

CAATGGCAAAAGCACGACTTTACCAAAGGACCGCTGAAAATGATTAGCCCTGGGGTG
GTTTATCGACGTGATGACGACGATGCTACTCATAGCCATCAGTTTCACCAGATGGAA
GGACTCGTCATTGACAAGCATATAACCATGGCTGATCTAAAGGGAACCTTGTTGGCC

ATGTGCCAACACGTTTTTGGTAAAGATCGGACAATTCGCTTGCGGCCAAGTTATTTTC
CATTTACGGAGCCATCCGTTGAAGTTGATGTTTCCTGTTTTCGTTGCGGCGGTAAAGG

TTGCCCGGTTTGCAAATATACCGGTTGGATTGAAGTGTTAGGTGCCGGCATGGTGCAT

CCCAATGTGTTACGGGCAGCGAACATTGATGCTGACGTATACGGCGGCTTTCTT

ACAAGCATGACTTTAGTCAGGGACCATTAAAGATGATCTCGCCAGGCGTTGTCTATC
GGCGAGATACGGATGATCCGACCCATTCACATCAATTCCATCAGGTCGAAGGCTTAG
TGATTGATAAGCATATTACGATGGCTGATTTAAAGGGAACGCTCCAGGTTTTGGCCC
ACGAATTATTTGGTGATAAGTTTGACGTGCGGTTACGGCCAAGCTATTTCCCATTTAC
GGAGCCTTCTGTGGAAGCCGATATTACCTGTTTTAATTGTGGTGGAAAGGGTTGTAAC
GTTTGCAAAAACACTGGTTGGATTGAAGTGTTAGGTGCTGGTATGGTGCACCCTAAT
GTCTTAAAGATGGCCGGCGTTGATCCAGATGTATACGGTGGCTTTGCTTTCGGTCTAG
GA

GCAAAAGGACCGCTGAAGGTCTTGCCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGAT
GATGCAACCCATTCCCATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCAT
ATTACGATGGCTGATTTGAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCG
ATCAATTCGATGTTCGGCTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGA
AGCTGATGTAACTTGCTTTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAAC
GGGTTGGATCGAAGTACTGGGTGCCGGCATGGTTCACCCCCACGTGTTAGAAATGTC
TGGCATTGATCCAGAAGAATATGGTGGCTTTGCTTTTCGGTCTAGA

TTTCACGCGGTTCACGTTGCCCGATTTGTATTTTCTCGTTGGCGTTGTTGATGTGCTCT
CTTCAGGTCGCGCTTTATCTGTGCTGTCACGGATAGTGCGACCCATTCCCATCAATTC
CATCAGATTGAAGGGCTAGTAGTCGATAAACATATCACGATGGCTGACTTGAAAGGT
ACCTTGATTTTAGTAGCCAAAACGTTGTTTGGTGACCAGTTTGATGTACGGCTGCGGC
CAAGCTTCTTCCCATTCACGGAACCGTCCGTTGAAGCTGATGTGACCTGCTTCAACTG
TAACGGCAAGGGCTGTGCCATCTGTAAGCAAACGGTTGGATCGAAGTCTTAGGCGCA
GAATGTGCATCCCACGTGTTAGAATGTCTGGATTGATCCTGAAGAATACGGTGCTTGC
TTTCGG
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HL1

HL2
HL3

HL4

HL5
HL6

KL1

KL2

KL3

KL4

L
fabifermentas

Tanmmsiz
L.

paralimentarius

L.
plantarum

Tanimsiz
L.
brevis

L.
plantarum

L.
plantarum

L.
pseudomesente
riodes

Tanmimsiz

GAAATCATGATTTCTCCAAGGCCCATTAAAGTGTTATCACCTGGCCGTGTTTATCGTC
GGGATACTGATGATGCGACCCATTCACATCAATTCCATCAAATCGAAGGGCTAGTCG
TCGACAAGCACATTACGATGGCCGATTTGAAAGGGACCTTAACGTTAGTTGCCAACG
AATTATTCGGCGACCAATTTGAAGTCCGGTTACGGCCAAGTTACTTCCCATTTACGGA
ACCATCCGTGGAAGCTGACGTCACTTGCTTTAATTGTAATGGTAAAGGTTGCGCCATT
TGTAAGCAAACTGGCTGGATTGAAGTTTTAGGGGCCGGGATGGTGCATCCGCACGTC
TTAGAGATGTCAGGGATTGACCCCGAAGAATACGGTGGCTTCC

TTCCGCTCAAGAAGGTCGTGACATCTCTCGCTCATGATTTTACTAAGGGTCCTTTGAA
GATGATCTCACCAGGTGTGGTTTATCGCCGTGATGATGATGACGCTACTCATTCGCAT
CAATTCCATCAAATCGAAGGTTTAGTTGTTGATAAGAATATCAGTATGGCTGATTTAA
AGGGTACTTTGGAAGCTTTGTGTCGTCATGTCTTTGGTGCACAGCGTGAAATTCGTTT
CCGTCCAAGTTACTTCCCATTTACCGAACCATCAGTTGAAGTTGATGTTTCGTGTTTC
AATTGTGATGGTAAAGGCTGTCGTATTTGTAAGTATACTGGTTGGATCGAAGTTTTAG
GTGCCGGTTTGACACATCCTAATGTTTTGAAGATGTCAGGGATTGATCCTAACGAATA
CAGTGGCTTTGCCTTCGGCCTAGGAT

CGTCTGCTGATCAGCCGCGGTCACTCTCGCAAATCACGATTTTTCTAAAGGACCGCTG
AAGGTCTTGTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGATGATGCAACCCATTCCC
ATCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTACGATGGCTGATTT
GAAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGATGTTCGG
CTACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACTTGCT
TTAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAAGTAC
TGGGTGCCGGCATGGTTCACCCCCACGTGTTAGAAATGTCTGGCATTGATCCAGAAG
AATATGGTGGCTTTGCTTTTCGGCCT

AATTCCATCAGGTCCAAGGTGAAGTGATTGATAAGCATATTACGATGGCTGATTTAA
AGGGAACGCTCCAGGTTTTGGCCCACGAATTATTTGGTGATAAGTTTGACGTGCGGTT
ACGGCCAAGCTATTTCCCATTTACGGAGCCTTCTGTGGAAGCCGATATTACCTGTTTT
AATTGTGGTGGAAAGGGTTGTAACGTTTGCAAAAACACTGGTTGGATTGAAGTGTTA
GGTGCTGGTATGGTGCACCCTAATGTCTTAAAGATGGCCGGCGTTGATCCAGATGTAT
ACGGTGGCTTTGTTTTCGGCCTAGGA

TAGCCAACGCTACGTTCTCCATTTCCAGATGTGGCAAAGCGGTCCGCTGAAGCTCGTG
GCCCCCTGGCCGGGTCGATCGTTGCTGATCCGGCTTGATGGAAGCCATTCCCATCAAT
CTAATCAGATTGAAGGGTTAGTCGTGGATAAGCATATTACGATGGATGATTTGAAAG
GGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGATGTTCGGCTAC
TGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACTTGCTTTAA
TTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAATCAAACGGGTTGGAATCGAACTACTGG
AGTGCCGGCCTGCTTCACTCCCACGTGTTAGAAATGTCTGGTATTGATCCTGAAGAAG
AGCGAGGCTTTTGCCTTGCGGC

GTCTGCTGATCAGCCGCGGTCACTCGCAAAATCACGATTTTTCTAAAGGACCGCTGA
AGGTCTTGTCACCTGGCCGCGTTTATCGGCGTGATACGGATGATGCAACCCATTCCCA
TCAATTTCATCAAATTGAAGGGTTAGTCGTGGACAAGCATATTACGATGGCTGATTTG
AAGGGCACCTTAATTCTGGTTGCCAAGACTTTGTTTGGCGATCAATTCGATGTTCGGC
TACGGCCAAGCTTCTTTCCATTCACGGAACCATCCGTAGAAGCTGATGTAACTTGCTT
TAATTGCAATGGCAAGGGCTGTGCAATCTGTAAGCAAACGGGTTGGATCGAAGTACT
GGGTGCCGGCATGGTTCACCCCCACGTGTTAGAAATGTCTGGCATTGATCCAGAAGA
ATATGGTGGCTT

TGATTGCACCTGGCAGCGTTTATCGACGTGATACTGATGATGCCACACATTCGCACCA
ATTCCATCAAGTTGAAGGCTTGGTCGTTGATGAACATATTACTATGGCTGACTTAAAG
GGTACTTTATTATCCGTTATGCAGGAATTGTTCGGTGATCAGCATCAAAGTTCGATGC
GTCCATCATACTTTTCCTTTACGGAACTCTCTGTTGAAATCGATGTTTCCTGGGATGA
GGTGACACCTGATACAAAACCCGAAGATATTAAATGGATTGAAGATTTGAGAGCGGG
TATGACGCATGCCAATGTATTGCGCATGGACGGTGTTGATCCTGAACATAATCAGGC
TGTGCTTTGGCTTTGGGA
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KL5

KL6

L.
plantarum

vini

TAGTATTGATAGGTGAAGGATCTCTGCATTTATTTTGAGTGAGGGGAGGGGAATTTCTTCC

TGGTAAACTTGCCATAAATCGGGGAAAAACACCTGGAAACTGATGCTAATACCAAAGGAC

TTGAACAATGTCCCGAGCTTGAGGAGAGTTTCCTATATTTTGGAAGGTCCATAATAATAGG
AGTAGGGGGGTAGGCCCTCAAAACTTATTCTTACATTGAGCAATCTTTGGAC

GAAGCATTGCGAAATTTGCATTCGCGTGCGTCTCGCCGAACTATGGCGCTAGCTGCCTGCG
TTATGGGATCATCTCTCCGCCTACGCTAAGGGCGCGGCTTTGCCTTCCGGGCTAGAGGGCG
ACTGCCTTCTTGTCAATTACATCGGATTGGAGGGGTAAGGGCTTGTGCTATTGCCTTATTA
ACGATGGGATGATTTGAAGGGCACCTCTAAATTCTGGTTGCCCAAAAGGTGGTTGGGGAG
ATCAATTCCATGACCAGGCTACTGCCAATCTTTCTTTCCATTCACGGGAACCATTCGGGGA
AAGCCAAAGTTACTTTGCTTTTAATGCGAAGGAAAAGGGCCTGTGCCATTCTGTACACCA
AACGGGTTTGGAATCGAATTCTTTGGGTGCCCGGCATGGTTCCCCCCCCCAGGGTGTTAAA
AAAATCCGGGGACATTGATCCCCAAAAAAAAAGGGGGGCTTTTCCTTTCCGGCTTAGGAA
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Tablo A.3: Tarhana hamurlarindan izole edilen maya suslarinin 28S rDNA bdlgesini
cogaltilmasi sonucu elde edilen PZR Urunlerinin jel Gzerinde gorilen DNA
bantlarinin dizileri.

izolat Tammla DNA Dizisi
Ad1 ma
Sonucu
AM1 S CGCTTCACTTAATGTAACAAGGACTTCTTACATATTTAAAGTTTGAGAATAGGTCAAG

cerevisiie  GTCATTTCGACCCCGGAACCTCTAATCATTCGCTTTACCTCATAAAACTGATACGAGCT
TCTGCTATCCTGAGGGAAACTTCGGCAGGAACCCCCTACTAGATGGTTCGATTAGTCTT
TCGCCCCTATACCCAAATTCGACGATCGATTTGCACGTCAGAACCGCTACGAGCCTCC
ACCAGAGTTTCCTCTGGCTTCACCCTATTCAGGCATAGTTCACCATCTTTCGGGTCCCA
ACAGCTATGCTCTTACTCAAATCCATCCGAAGACATCAGGATCGGTCGATTGTGCACC
TCTTGCGAGGCCCCAACCTACGTTCACTTTCATTACGCGTATGGGTTTTACACCCAAAC
ACTCGCATAGACGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGGCGGCATATAACCAT
TATGCCAGCATCCTTGACTTACGTCGCAGTCCTCAGTCCCAGCTGGCAGTATTCCCACA
GGCTATAATACTTACCGAGGCAAGCTACATTCCTATGGATTTATCCTGCCACCAAAAC
TGATGCTGGCCCAGTGAAATGCGAGATTCCCCTACCCACAAGGAGCAGAGGGCACAA
AACACCATGTCTGATCAAATGCCCTTCCCTTTGAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCT
CTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCG

AM2 S AAGGACTTCTTACATATTTAAAGTTTGAGAATAGGTCAAGGTCATTTCGACCCCGGAA
cerevisiie  CCTCTAATCATTCGCTTTACCTCATAAAACTGATACGAGCTTCTGCTATCCTGAGGGAA
ACTTCGGCAGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCTATACCCAAAT
TCGACGATCGATTTGCACGTCAGAACCGCTACGAGCCTCCACCAGAGTTTCCTCTGGC
TTCACCCTATTCAGGCATAGTTCACCATCTTTCGGGTCCCAACAGCTATGCTCTTACTC
AAATCCATCCGAAGACATCAGGATCGGTCGATTGTGCACCTCTTGCGAGGCCCCAACC
TACGTTCACTTTCATTACGCGTATGGGTTTTACACCCAAACACTCGCATAGACGTTAGA
CTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGGCGGCATATAACCATTATGCCAGCATCCTTGACT
TACGTCGCACTCCTCAGTCCCAGCTGGCAGTATTCCCACAGGCTATAATACTTACCGA
GGCAAGCTACATTCCTATGGATTTATCCTGCCACCAAAACTGATGCTGGCCCAGTGAA
ATGCGAGATTCCCCTACCCACAAGGAGCAGAGGGGCACAAAACACCATGTCTGATCA
AATGCCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTC
ATCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTT

AM3 C. AAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCG
humilis ACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAA
TCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTT
GGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGA
CCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGA
AAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGC
CCCCCGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGG
CGGCCGGACAAAACTGCAGGAACGTAGCTTGCTTCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGG
AATACGGCCAGCCGGGACTGAGGAATGCGATTCGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTT
ATATGCCGCCCGTCTTGAA

BM1 S. AGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGA
cerevisite ~ GAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGG
GTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGA
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGG
CGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAG
AGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTG
TTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCA
GTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCC
TGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCA
TAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGA
GTGTTTGGGTGTAAAACCCATACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTGGGGCCTCGCA
AGAGGTGCACAATCGACCGATCCTG
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BM2

BM3

BM4

CM1

CMm2

C.
humilis

S.
servazzi

S.
exiguus

K.
marxiamus

S.
cerevisiae

TCAGCGACGGCGAGTGTGGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCC
CGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAAC
AGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGC

GCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATC

TAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGA

AAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCAT
TTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTCTCGCAGCT
CACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAACTGCAGGAACGTAGCTTGCTTC
GGGAAGTGTTACCGCCTGCAGGAATACGGCCAGCCGGGACTGAGGAATGCGATTTCG

TCAAGGG

ACCGGCCTGCCGCGTACCTGGCCTGAGGGCCAACCGAGAGTGGCGGCTAAGCTCAAA
TTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGGC

GGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGG
CGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAG
CTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGA
ACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGT
GAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCC
TTGTGGGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACA
AAACTGCAGGAACGTAGCTTGCTTCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGGAATACGGCCA

GCCGGGACTGAGGAATGCGATTCGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCC
GTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCC
ATACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTGGGGCCTGTCAAAGGGTGCACAATCGACC

GATCCTGATGTTTTCAGATGGATTTGAGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCG

CTGGCCTGAGCGGCAACCGAGAGCGGCGGCAATAGCTCAATTTGAGATCTGGTACCTT
CGGTGCCCGAGTTGTTTTTTGTTTGGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCGTAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCCGT
GTATCGCGCTCTCCAAGAGTCTAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAGGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTGAATATTGACGAAAGACCGATAGCGAACGAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGAA
AGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTCT
CGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACTGACTGCAGGATCGTAGCA
TGCTTCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGGGAATACGGCCAGCCACTGCTGACGAATGCG
ATTCGTCAGGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAA
GGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTTGGGTGTGAA

CGGCAAACTAAACATCCACCCGGGATTGCCTTAGTACGAGCGAGTGAAGCGGCAAAA
GCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTCGACGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCGACT
TTGTAGCTGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCC

CGTGTGGCGAGGATCCCAGTTATTTGTAAAGTGCTTCCAACGAGCCAGTTGTTGTGGA
GCCCCTCTCGGGGGGGGGTCCGAGACCAAACAGGTTGGGGTGATGGAAAGATGAAAA
GAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTG
ATCAGACATGGCGTTTGCTTCGGCTTTCGCTGGGCCAGCATCAGTTTTAGCGGTTGGAT
AGATCCTCGGGCATGTGGCTCTGCTTCGGTAGAGTGTTATAGCCCGTGTGAATACAGC

CAGCTGGGACTGAGGATTGCGACTTTTGTCAAGGATGCTGGCGTAATGGTTCAATGCC
GCCCGTCTTGAAACACGGACCAGGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTAAA

ACCCGTACGCGTAATGAAAG

AAACCAGCACCCGGGCATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAAT
TTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCC
GTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGC
GAGGAGTGCGGTTCTGTGTAAAGTGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGC
TCTAAGTGGGTGGTAAATTCCTTCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAA
CAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGATCTTTAAAAAGAGAGAGAAAAAGTACGTG
ATTTTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCT
TGTGGGTAGGGGAATCTCGCATCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCCGGATAA
ATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGC
TGGGACTGAGGACTGCGACGCAAGTCAGGGATGCTGGCATAATGTTTATATGCCCCCC
CGTCTTGAAACACGGACCAGGGAGTCTAACGTCTATGC
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CM3

CM4

CM5

CM6

DM1

S.
exiguus

C.
humilis

C.
humilis

S.
barnetti

K.
marxianus

AAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCT
CCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAG
GAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCT
AAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACA
AGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
ATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGT
GGGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAAC
TGCAGGAACGTAGCTTGCTTCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGGAATACGGCCAGCCGG
GACTGAGGAATGCGATTCGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTT
GAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCCATACG
CGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTGGGGCCTGTCAAAGGGTGCACAATCGACCGATCCT
GATGTTT

CGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCCGT
GTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGA
AGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTCT
CGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAACTGCAGGAACGTAG
CTTGCTTCGGGAAGTGTTACCGCCTGCAGGAATACGGCCAGCCGGGACTGAGGAATGC
GATTCGTCGAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCA
AGGAGTCTAACGTCTATGCGAG

CAGACTGGCGGCTGCTTCAAGGGGGATCAGGTACCTGGGGCTGCCCGAGTTGTTATTT
GGTTAGAGTCACTTTGGAGCGGCTCCTTGTCTATGTTCGTTGCAACAGGACCTCGTAGA
GGGTGACAATCCCGTGTGGCGAGGAATGCGGTTCCGTGCTTCGGACTATCAAGAGGTA
GTATTGCCTCGAGACAGAGGTGGGCTCTCCCCTCTCCCGTCAAACTCAAAAGGGGGCC
CAACCCCAATCCTACTTGAACGTGTGGAAAAGTCTATATATTTAAAACCCCCCCCCTTT
TTTTTTGGGGGGGGGGGGATAAAAAGGGACTTAACAAAAAAGGCCCCCLCCCeeeece
CCCGGGGTTGGGGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCTCTTGATGTTTGAGAAGG
GGGACTGAATGCAGGATCTTCGCTTGCTTATAGCAAGTGTTACATGCTGCAGTAATAC
GACCAAGCACTGCTGACGAGTGCGACTCGGATGCGATGCTAGCGTAATGGCTATATGC
CGCTCGACTTGGGACCCAGGGCAACGAGTCTCACGGCTATGCTAGGGTTTGGATGTCA
AACCCTACTCGTATGAACGTGAGGTAGACTGCCTGCCCGTCGAGAGTGCACATCAACC
GATCATGATGATGTCAAATGATTGATTAGAGGAACTGTT

GTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCT
ATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCG
GTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGG
TGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGT
GATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGA
AAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGTGGGTGGG
GGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAACTGCAGGA
ACGTAGCTTGCTTCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGGAATACGGCCAGCCGGGACTGAG
GAATGCGATTCGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACAC
GGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCCATACGCGTAATG
AAAGTGAACGTAGGTTGCGGCCTGTCAAAGGGTGCAAATCGACCGATCCTGATGTTTT
CCGATGGATTTGAGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCG

CTGGCTTGTGGCGCGGTGCTGTGCCGCACCGCTCCGTTTGAAGTCTGGCGTCTTCAACG
TCCGAGTTGTAATTTGAAGAATGCGACTTTGTAGCTGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGA
ACAGGACGTCATAGAGGGTGAGACCCCGGGGGCAATTATCCTTTATTGGAAGGGTGTT
TCCAAAAACCAGGTTTTGAAACCCTTGGTGTAATTCTCCACTCTAATTTAATATGACGA
CACAAACAATAGTGAGAAAAAAAAAAATTTGAAGAGAAATCTGATGGTCGAAGGAAG
GGAGTGTTGACAGACTGGGTGCTCGCTTTCGCTGGGCGCTCGTTACGTTGGATAATCCT
CGGGAATGTGGCTCTGCTTCGGTAGAGTGTTATAGCCCGTGGGAATACAGCCAGCTGG
GACTGAGGATTGCGACTTTTGTCAGGATGCTGGCGTAATGTTAAATGCCGCCCGTCTT
GAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTAAAACCCGTACGC
GTAATGAAAGTGAACGTAGTGAGGGCCCGCAAGGGTGCATCATCGACCGATCCTGAT
GTCTTCGGATGGATTTGAGTAAAGCATAGTGTTGGACCCGAAAATGGTGACTATGCCT
GAATAGGGTGA
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DM2

DM3

EM1

EM2

S.
cerevisiae

S.
cerevisiae

1.
orientalis

C.
glabrata

GAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGA
GGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTC
GAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
GGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAA
AGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGG
TGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCAT
CAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAG
CCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGG
CATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGC
GAGTGTTTGGGTGTAAAACCCATACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTGGGGCCTCG
CAAGAGGTGCACAATCGACCGATCCTGATGTCTTCGGATGGATTTGAGTAAGAGCATA
GCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAA
CTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCGAATTTGGGTA

GTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGG
ACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCT
TCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAA
GCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAG
AACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGA
TCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACT

GGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTA
AGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCAA
GGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAA
CGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTAAAACCCATACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTT
GGGGCCTCGCAAGAGGTGCACAATCGACCGATCCTGATGTCTTCGGATGGATTTGAGT
AAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGAAGC

CAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGA

ACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAGTGAGGCCC
TTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTA
AGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAA
AGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTG
CGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCC
TGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAG
TGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTC
ACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTTGAAACATGGACCAAGGAGTC
TAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTGAACGTAG
GTCGGACCCCCTGCCCTCGGGGAGGGGAGCACGATCGACCGATCCCGATGTTTATCGG
AAGGATTTGAGTAGGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGA
ATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAA
TCGATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTA

GAGTACCACTTTGGGACTGTACTTTGCCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATGGAGG
GTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGTCGA
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGG
CGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAG
AGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTG
TTTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCG
GTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCGCCTCGGTGTAGAGTGTT
ATAGCCCTGGGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTGCGATACTTGTTATCTAGGA
TGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGT
CTATGCGAGTGTTTGGGTGTTAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTGGG
GCCCTCCACCTGGGGGGTGCACAATCGACCGATCCTGATGTCTTCGGATGGATTTGAG

TAAGAG
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EM3

EM4

EM5

EM6

EM7

K.
marxiamus

P.
kudriavzevi
i

1.
orientalis

C.
glabrata

C.
glabrata

ATTTGAAGAAGGCGACTTTGTAGCTGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCA
TAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAGTTATTTGTAAAGTGCTTTCGACG
AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAA
TATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTT
GAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGAC
ATGGCGTTTGCTTCGGCTTTCGCTGGGCCAGCATCAGTTTTAGCGGTTGGATAAATCCT
CGGGAATGTGGCTCTGCTTCGGTAGAGTGTTATAGCCCGTGGGAATACAGCCAGCTGG
GACTGAGGATTGCGACTTTTGTCAAGGATGCTGGCGTAATGGTTAAATGCCGCCCGTCT
TGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTAAAACCCGTAC
GCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTGAGGGCCCGCAAGGGTGCATCATCGACCGATCCTG
ATGTCTTCGGATGGATTTGAGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAAC
TATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGA
CGTGCAAATCGATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAA

GGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGGGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGG
AGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAG
AGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAGTGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGG
GTTTGCACCTCAAGCCGGGGTGGAATTTCTATCTAGGGCTAAATCTGGGCGAGAGACC
GATAGCGAACAAGTACTGGTGAGGGAGAGAGAAAAAGCATTTGAAATAGAGAGTGGC
CCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTGAA
CCAGCATCTGTTCTTGCTGCAGGACAAGGGGTTCTGGAACGTGTCTCTTCGGAGTGTTA
TACCCAGGGCAGATGCTGCGTGCGGACACCGAGGACTGCGTCCGTGTTGTCACGCATG
CTGGAAGTTCGGCTAATCACCGCCCGTCTTGAATCATGAACCACGGAGTCTAACGTCT
ATGCTAGTGTTAGTGGTGAAACCCGTACGCGTAATGAATTTGACGTAGATCGT

GGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCC
ATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGA
TGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGG
TATTGCGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTT

TCCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTC
GGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTA

GGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTTGAAACATGGACCAAGG
AGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTGAAC
GTAGGTCGGACCCCCTGCCCTCGGGGAGGGGAGCACGATCGACCGATCCCGATGTTTA
TCGGAAGGATTTGAGTAGGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCC
TGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGTAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCA
AATCGATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTG

GTTCCTGCCGAAGTT

ACTTTGGGACTGTACTTTGCCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATGGAGGGTGAGAAT
CCCGTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTG
GGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGAC
CGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAA
AAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCC
CCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCGGTTTTGGCG
GCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCGCCTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTG
GGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTGCGATACTTGTTATCTAGGATGCTGGCAT
AATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAG
TGTTTGGGTGTTAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTGGGGCCCTCCAC
CTGGGGGGGTGCACAATCGACCGATCCTGATGTCTTCGGATGGATTTGAGTAAGAGCA
TAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGA
AACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGT

TGGGCCAGCATCGGTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCGCCTC
GGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTGCGATAC
TTGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAA
GGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTTAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTGA
ACGTAGGTTGGGGCCCTCCACCTGGGGGGGTGCACAATCGACCGATCCTGATGTCTTC
GGATGGATTTGAGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTG
AATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAA
ATCGATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGG
TTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAGATCTCGTATCAGTTTTATGAGGTAAAGCG
AATGATTAGAGGTACCGGGGTTGAAATGACTTGACTATTCTCAACTTTAAATATGTAA
GAAGTCCTTGTTGCTTATGACGTGACATTTGATGAGAGCTTTTAGTGGCCAATT
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FM1

FM2

FM3

FM4

GM1

S.
barnetti

l.
orientalis

l.
orientalis

l.
orientalis

C
humilis

ACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAA

GCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCA
TCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGAT
GAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGC
ATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTCTCGCAG
CTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAACTGCAGGAACGTAGCTTGCT
TCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGGAATACGGCCAGCCGGGACTGAGGAATGCGATTC

GTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAG
TCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCCATACGCGTAATGAAAGTGAACGT
AGGTTGGGGCCTGTCAAAGGGTGCACAATCGACCGATCCTGATGTTTTCAGATGGATT
TGAGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGT
GAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGT

AGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTC
CATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAG
ATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGG
GTATTGCGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGC
TTTCCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCT
TCGGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGT
GTAGGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTTGAAACATGGACCA
AGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTG
AACGTAGGTCGGACCCCCTGCCCTCGGGGAGGGGAGCACGATCGACCGATCCCGATG
TTTATCGGAAGGATTTGAGTAGGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTA
TGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGAC
GTGCAAATCGATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGT
AGCTGGTTCCTGCC

TGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCA
AGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAG
CAGTGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTA
AATTGCGTCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAG

GAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGG
GAAGGGTATTGCGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTC
TGGGCTTTCCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTG
GCTCTTCGGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGG

CCGTGTAGGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTTGAAACATGG

ACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCCGTACGCGTAATGAA
AGTGAACGTAGGTCGGACCCCCTGCCCTCGGGGAGGGGAGCACGATCGACCGATCCC
GATGTTTATCGGAAGGATTTGAGTAGGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGA

ACTATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGA

AGTCCCTTGGAACGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGC
AGTGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAA
ATTCCATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGG
AAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGG
AAGGGTATTGCGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCT
GGGCTTTCCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGG
CTCTTCGGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGC
CGTGTAGGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTTGAAACATGGA
CCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCCGTACGCGTAATGAAA
GTGAACGTAGGTCGGACCCCCTGCCCTCGGGGAGGGGAGCACGATCGACCGATCCCG
ATGTTTATCGGAAGGATTTGAGTAGGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAA
CTATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGGCTCGTACGGTTCTG
ACGTGCAAATCGATCGTCGAATT

TTTGCCCCCCCGCTCTTGTGTGGGACTCTCGCACTCACTGGGCCGCTCGTTTTGGCGGC
CGGCAACTGCAGAACGTACTTGCTTCGGAAGTGTTACACCTGCAGAATACGGCCAGCC
GGACTGAGGAATGCATTCGTCAAGGATGCTGGATAGTGTTATATGCCGCCCGTCTTGA
AACACGGACCAAGGAATCTAACGTCTATGCAGTGTTTGGTGTGAAACCCATACGCGTA
ATGAAAGTGAACGTAGGTTGGGGCCTGGTCAAGGGTGCCAATCCAACCGATCCTGATG
TTTTCAGATGGGATTTGAGTAAACATACTTGTTGGGACCCCGAAAGATGGGAACTATG
CCTGAAAAGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTACGGTTCTGACGTGA
AAATCCCATCGTCGAATTTGGGGAAAGGGGGCGAAAAGAACAAATACAACCAACTAA
TAACTGGGTCCCTGGCCGAAATTTCCCCTCAGGATAGCAAAAGCTTCGTATCAGTTTTA
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GM2

GM3

GM4

GM5

C.
glabrata

C.
glabrata

C.
glabrata

C.
glabrata

AAAACTGATACGAGCTTCTGCTATCCTGAGGGAAACTTCGGCAGGAACCAGCTACTAG
ATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCTATACCCAAATTCGACGATCGATTTGCACGTCAGA
ACCGCTACGAGCCTCCACCAGAGTTTCCTCTGGCTTCACCCTATTCAGGCATAGTTCAC
CATCTTTCGGGTCCCAACAGCTATGCTCTTACTCAAATCCATCCGAAGACATCAGGATC
GGTCGATTGTGCACCCCCCAGGTGGAGGGCCCCAACCTACGTTCACTTTCATTACGCG
TACGGGTTTAACACCCAAACACTCGCATAGACGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAA
GACGGGCGGCATATAACCATTATGCCAGCATCCTAGATAACAAGTATCGCAGTCCTCG
GTCCCGGCTGGCCGTATTCCCCAGGGCTATAACACTCTACACCGAGGCGCAGAGCCAC
ATTCCCTAGGTTTTTTCCGGCCGCCAAAACCGATGCTGGCCCAGTGAGCTGCGAGAGT
CCCAAGCCCACGAGAGGCAAGGGGCGCAAAACACCATGTCTGATCAAATGCCCTTCC
CTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTT

GGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGTC
GAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACA
GGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAA
AGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGG
TGTTTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCAT
CGGTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCGCCTCGGTGTAGAGTG
TTATAGCCCTGGGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTGCGATACTTGTTATCTAG
GATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAAC
GTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTTAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTG
GGGCCCTCCACCTGGGGGGTGCACAATCGACCGATCCTGATGTCTTCGGATGGATTTG
AGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGA
AGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCG
AATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCT

TGAGAATCCCGTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGTCGAG
TTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGC
GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAG
AGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTG
TTTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCG
GTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCGCCTCGGTGTAGAGTGTT
ATAGCCCTGGGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTGCGATACTTGTTATCTAGGA
TGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGT
CTATGCGAGTGTTTGGGTGTTAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTGGG
GCCCTCCACCTGGGGGGTGCACAATCGACCGATCCTGATGTCTTCGGATGGATTTGAG
TAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGAAG
CCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCGAA
TTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAAC

GGTGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCAT
CTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATG
AAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCA
TTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGC
TCACTGGGCCAGCATCGGTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCG
CCTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAGGACTGC
GATACTTGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACG
GACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTTAAACCCGTACGCGTAATGA
AAGTGAACGTAGGTTGGGGCCCTCCACCTGGGGGGTGCACAATCGACCGATCCTGATG
TCTTCGGATGGATTTGAGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTAT
GCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGGTTCTGACG
TGCAAATCGATCGTCGAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTA
GCTGGTTCCTGCC
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GM7

HM1

HM2

HM3

HM4

l.
orientalis

S.
cerevisiae

1.
orientalis

1.
orientalis

C. humilis

CTTTCGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTG
TCCAAGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGA
AGCAGTGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTA
AATTCCATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGA
AAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGTATTGCGCCCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGC
TTTCCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTC
GGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAG
GTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCAACACCGCCCGTCTTGAAACATGGACCAAGGAGT
CTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGG
TCGGACCCCCTGCCCTCGGGGAGGGGAGCACGATCGACCGATCCCGATGTTTATCGGAAG
GATTTGAGTAGGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGG
GTGAAGCCA

TACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATG
TTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTT
TGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAAT
TCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAG
ATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGG
CATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATT
TCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCG
GTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAGTCA
AGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAAC
GTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTAAAACCCATACGCGTAATGAAAGTGAACGT

TAGATTGCAGGTTGCGACGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGCG
CCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAGTGAGGCCCTTCTGACGAG
TCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATACT
GGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAA
GAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGCGCCCGACATGGGGA
TTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTGGGCCAGCATCGGTTCT
TGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGAT
GCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCG
CAACACCGCCCGTCTTGAAACATGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGT
GTGAAACCCGTACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTCGGACCCCCTGCCCTCGGGGAGG
CGAGCACGATCGACCGATCCCGATGTTTATCGGAAGGGATTTGAGTAGGA

CTTCGGCAGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTGGTCTTTCGCCCCTATACCCAAATTCT
ACGATCGATTTGCACGTCAGAACCGCTACGAGCCTCCACCAGAGTTTCCTCTGGCTTCAC
CCTATTCAGGCATAGTTCACCATCTTTCGGGTCCCAACAGCTATGCTCCTACTCAAATCCT
TCCGATAAACATCGGGATCGGTCGATCGTGCTCCCCTCCCCGAGGGCAGGGGGTCCGACC
TACGTTCACTTTCATTACGCGTACGGGTTTCACACCCAAACACTCGCATAGACGTTAGACT
CCTTGGTCCATGTTTCAAGACGGGCGGTGTTGCGCCGTTCTGCCAGCATCCGTGACCTAC
ACGACCGCAGTCCTCGGTCCCCGCACGCAGCATCTAGCCCTGGCTATAACACTCCGAAGA
GCCACGTTCCAGAACCCCTTCTCCTGCAGCAAGAACCGATGCTGGCCCAGGGAAAGCCCA
GAGCGCCGCCCACGAGAGGCAGCGGTGCGCAATCCCCATGTCGGGCGCAATACCCTTCC
CTTTCAACAATTTCACGTGCTGTTTCACTCTCTTTTCAAGTGCTTTTCATCTTTCCTTCACA
GTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAGTATTTAGCCTTAGATGGAATTTACCACCCGCT
TGGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGAC

TAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGG
GTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAG
TTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGA
GAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAG
TGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCG
CCCCCCGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGC
GGCCGGACAAAACTGCAGGAACGTAGCTTGCTTCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGGAAT
ACGGCCAGCCGGGACTGAGGAATGCGATTCGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATG
CCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGTGAA
ACCCATACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTTGGGGCCTGTCAAAGGGTGCACAATCGA
CCGATCCTGATGTTTTCAGATGGATTTGAGTAAGAGCATAGCTGTTGGGACCCGAAAGAT
GGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGA
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KM1

KM2

KM3

KM4

KM5

C.
humilis

C.
humilis

C.
humilis

C.
glabrata

C.
glabrata

TCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGG
GGCGGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTG
GCGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAG
CTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAA
CAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGA
AATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGT
GGGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAACT
GCAGGAACGTAGCTTGCTTCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGGAATACGGCCAGCCGGGA
CTGAGGAATGCGATTCGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAA
CACGGACCAAG

AAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGG
CGGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGC
GAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCT
CTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACA
AGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAA
TTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGTGG
GTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAACTGC
AGGAACGTAGCTTGCTTCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGGAATACGGCCAGCCGGGACT
GAGGAATGCGATTCGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAAC
AC

CAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGCGACTTTGGG
GCGGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGG
CGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGC
TCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAAC
AAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
ATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCCGCTCCTTGTG
GGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCCGGACAAAACTG
CAGGAACGTAGCTTGCTTCGGGAAGTGTTACAGCCTGCAGGAATACGGCCAGCCGGGAC
TGAGGAATGCGATTCGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAAC
ACGGACCAAGGAGTCT

TTGAAATCTGGTACCTTTGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGTACCACTTTGGGACTGT
ACTTTGCCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATGGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAG
GGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAA
GTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGATACCGATAGCGAACAAGTA
CAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGT
TGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTT
GGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCGGTTTTGGCGGCCGGACAAAACCTAGGGA
ATGTGGCTCTGCGCCTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCATGGGGAATACGGCCAGCCGGGA
CCGAGGACTGCGATACTTGTTATCTATGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCG

AGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTTGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAG
TACCACTTTGGGACTGTACTTTGCCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATGGAGGGTGAG
AATCCCGTGTGGCGAGGGTGGCGGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTT
GGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACTGGCGAGAGAC
CGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAA
AAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCC
TTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCGGTTTTGGCGGCC
GGACAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGCTCCTCGGTGGATAGTGTCATAGCCCTGGGGA
ATACGGGCAGCCGAGACCGAGGACTGCGATACTTGTCATCTATGATGCTGATATGATGG
TTATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCA
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KM6

KM7

KM8

T.
delbrueckii

S.
barnetti

l.
orientalis

AGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTT
GTAGAAGGTAACTTTGGGGCTGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAG
GGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAGTTCTTTGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGA
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG
AGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGA
GTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTG
CGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTGGGGGAATCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTG
GCGGCAGGATAAATCTGCAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTGTTATATCCTGTAGAA
ATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACTTTACGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTT
ATATGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGT
GTAAAACCCCGTA

AGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTT
GTAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAG
GGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGA
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG
AGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGA
GTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTG
CGCCCCCCGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTG
GCGGCCGGACAAAACTGCAGGAACGTAGCTCGCTTCGGCGAGTGTTACAGCCTGCAGGA
ATACGGCCAGCCGCGACTGAGGACTGCGATTCGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATA
TGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGCTGTG
AAACCCATACGCGTAA

CGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATT

GCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGA
GGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAGTGAGGCCCTTCTGACGAGTCGAGTT
GTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTGAATTCCATCTAAGGCTAAATACTGGCGAG

AGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGT
GAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGCGCCCGACATGGGGATTGCGC
ACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTG

CAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCAGGGGCCAGATGCT

GCGTGCGGCGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCA
ACACCGCCCGTCTTGAAACATGGACCAAGGAGTCTAACGTCTATGCGAGTGTTTGGGTGT

GAAACCCGTACGCGTA
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Tablo A.4: Tarhana hamurlarindan izole edilen maya suslarinin 5,8S rDNA
bolgesinin gogaltilmasi sonucu elde edilen PZR Urlnlerinin jel Gzerinde gorilen

DNA bantlarinin dizileri.

izolat
Adi

Tammlama
Sonucu

DNA Dizisi

AM1

AM2

AM3

BM1

BM2
BM3

S.
cerevisiae

S.
cerevisiae

C.
humilis

S.
cerevisiae

Tanimsiz
S. servazzi

AGATTAGCCGCAGTTGGTAAAACCTAAAACGACCGTACTTGCATTATACCTCAAGCAC
GCAGAGAAACCTCTCTTTGGAAAAAAAAAACATCCAATGAAAAGGCCAGCAATTTCA
AGTTAACTCCAAAGAGTATCACTCACTACCAAACAGAATGTTTGAGAAGGAAATGACG
CTCAAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTAATATTTTAAAATTTCCAGTTACGA
AAATTCTGGTTTTTGACAAAAATTTAATGAATAGATAAAATTGTTTGTGTTTGTTACCC
CCGGGCCCCGAATGGCTCAAAGGCCCAAAGAAAAGGTGGCAAAGATATGAAACCTCC
CCGGGGGGTTGAATGGAACGGGTTTAATTTGCCCATAAACAAAAGCACAAAATCCTCT
CCCGTTTGGAAAAACCAAGAAAAAACCTAACAGGCCAACCAGAACGGCGCACTTAAG

TTTTTCTGGGGGAAAAAACCCAAGAGGGGGAGACCCCCCCGGCCCGCGCTTTAATGGG
CGGGCTCGCGCGGCTTGTGAATTTCTTTCTCGCGCTTCCCCACGGGGAGAGATTTCTGT
GCTTTTGTGATAGGACAAAAAAAACCCCTTCAAAACAACACACTGGGGAGATTTCCCA
TCTTTGCGCCTTTTTCTTTGGGGATACGCACAAACGGGGCCCCCAGAGGACACACACC

AACAACTTTTTTCTCTCCTCTAAATTTTTGCGAAAACAAGAAATTTTCTAACAGGGGAA
TTTTAAAAAATATAAAATTTCTACAACGGCGCTCCTGGTGCTCCCCTCCACAAAGAAA

ACCGCGAAAAGCGGTAATACATAGGGATTGCAGAAATCCCCGGTGCAGCCTATCTTTT

AACACCCCTTGCGGCCCCTGGTGATCCCGGGGGCAAGCCCCGTGTAGAGCATTTTCCTC
CTCCACAATCTGGTGTGGAGTGAGGGGAAATCCTCTGAGATACATGTAAAATGCCGGG

CCCTTCCTCGGAGGATTT

CTCGCCAAACACAAACAACTATTTTCTATTATACAACGTCATCAAATCTGCTTACGCAG
TAACCAAAATATTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCC
TTCTCAAGCACCTGTGCTTGGTTGTGGGTGACACTCTCTCGAGTTAGCTTGAAATTGCT
GGCCGCACTGCGGTGGAGCAGTTGGCTTGTCTGTCGTGCGCGGTGCCTCGGCGCCGGG
CGTGGCTGGCATGCGATTGTCGTACTAGGTTTTACCAATTCGGCAGGAGCGTGCTGGG

CAGAGAGACAATACAACCGCCCTCCCTCTGGCTAACAGTACTCTTTAAGTTTGACCTCA

AATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATATAA

CCAGCAATTTCAAGTTAACTCCAAAGAGTATCACTCCCTACCAAACAGAATGTTTGAA
AAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGGGCG
TTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTG
CGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTAATATTTTAAA
ATTTCCAGTTACGAAAATTCTTGTTTTTGACAAAAATTTAATGAATAGATAAAATTGTT
TGTGTTTGTTACCCTCTGGCCCCCGATGGCCCAAAGGCCCAAAAAAAAAGTGGCAAAG
AAAGAAAAACCCCACGGGGGGTGGAATGGAAACGGTTTAATTGGCCCAATAACAAAA
GCACAAGAAATCCCTCACCGTTGGGAATAGCAAGAAAGAACCTAAAAGGCCTAGCAA
GACGGCGCACTAAGCGCA

TCTTCGAAGTTGGTAGAACCTAATACGAAGATGTCCAGCAGGACGTCCCTTAACGCAG
CAAGCGCTCTCCCCGAAGGGAGACACTCAACCACAACAGCCATCGGCCAGCAATTTCA
AGCTAACTCCGAAAGAGTATCACTCACAACCAAACATTGCTGTTTGAGAAGGAAATGA
CGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTC
GATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATATTTGTTTTAATATTACAAA
AAGATAAATCTTCCTGGAATTCTGGTTTTGACTAGTTCATAAAATTACAAAATTGTTTG
TGTTTGTCACTCCTGGGCCGCCGAAGCAGCCCAAAGAAGCATGCAAAGAATTATAAAA
ATCTCCACTGTGTGTAATAGTGCTACTGAGCTGCAGAGACCCACCAAACCGCGCATTA
AGCGCTGGTCCAGCAGTATAGTGTCTC
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BM4

CMm1

CM2

CMm3

Cm4

CM5

P.
kudriavzevii

K.
marxiamus

S.
cerevisiae

.
orientalis

K.
marxianus

C.
humilis

TGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCC
GACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAA
ACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAG
AACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTT
CATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAGATTT
CTCTTGTCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCAC
GCAGTGTAGTACTAAATCACAGTAATGATCCTTCCGAGTTCCCCCCTAGGGG

TTACCACGAATTGGCGCAAACCTAAGACGTAGATGTGCAAGAGTCGAGTCCATAGACT
TGACACGCAGCCCTGCTCACGCAGATGGCAACGGCTAGCCACTTTCAAGTTAACCCGA
GACGAGTATCACTCACTACCAAACCCAAAGGTTTGAGAGAGAAATGACGCTCAAACA
GGCATGCCCCCTGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCAC
GAAAATCTGCAATTCACAATACATATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAA
CCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGAATATTAAATTTTATAGTATAATAGTTTTTCA
TAATACAAAATATTGTTTGTGTTTATGTCCACTGGAGAGACGAGCTCTCCAGGGAAGT
AGTTCATAGAGAAAAAACTCCATTGTGTTTAGGATGAGAAATAGAAAACTGATAGCAG
AGAATCAAGAATTGGCCGCGCAATTAAGCGCAGGCCTTGTTCAGACGATTCCCCCAGC
AATCTATTCATTCATAATCTTTAATGATCCTTCCGCATGTCACACCTACGGAAGGATCA
TTAAAGATTATGAATGAATAGATTGCTGGGGGAATCGTCTGAACAAGGCCTGCGCTTA
ATTGCGCGGCCAATTCTTGATTCTCTGCTA

AAACCTAAAACGACCGTACTTGCATTATACCTCAAGCACGCAGAGAAACCTCTCTTTG
GAAAAAAAAACATCCAATGAAAAGGCCAGCAATTTCAAGTTAACTCCAAAGAGTATC
ACTCACTACCAAACAGAATGTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCT
GGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAA
TTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTTAATATTTTAAAATTTCCAGTTACGAAAATTCTTGTTTTTGACAAA
AATTTAATGAATAGATAAAATTGTTTGTGTTTGTTACCTCTGGGCCCCGATTGCTCGAA
TGCCCAAAGAAAAAGTTGCAAAGATATGAAAACTCCACAGTGTGTTGTATTGAAACGG
TTTTAATTGTCCTATAACAAAAGCACAGAAATCTCTCACCGTTTGGAATAGCAAGAAA
GAAACTTACAAGCCTAGCAAGACCGCGCACTTAAGCGCAGGCCCGGCTGGACTCTCCA
TCTCTTGTCTTCTTGCCCAGTA

TCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGGC
CAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTC
CGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCC
CCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCA
ATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTTCGTAAATTTCTCTTGTCGACTATATGCTATATTCC
ACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTACTAAATCACAGTAA
TGATCCTTCCGAGGTCCCCCCTAGAGAGGGATTATT

GAACTGTGTTGTATGGCCTGTTCTTGACTCTCTGCTATCACTTTTCTATTTCTCATCCTA
AACACAATGGAGTTTTTTCTCTATGAACTACTTCCCTGGACAGCTCGTCTCTCCAGTGG
ACGTAAACACAAACACTATTTTGTATTATGAATTACTATTATACTATTGCCCCCCTATT
CATTACGGTCAACATGGCAGTTTGAGCGTCTCTTCCCTCTTGCGAGTGCACCGAGTTGG
GGTATCGAATGGGACTTGGTGATAAGAGCGTCGCAGCTGCTCCTCGACTGAAAAGTAA
CGAAGCTGGACTAGCGAACTATATTTTTTTTCTGGGCCTCTTGGCGGCCGAAACCTTTG
GTTTTAGACAACAATGAGCTCCACCTCGATCAAGTTGAATACGCGCTGAACTTAACAT
CAGCATGAGGAGGAGGAAGTGTCAA

GCCGAATTGGTAAAACCTAGTACGACAATCGCATGCCAGCCACGCCCGGCGCCGAGGC
ACCGCGCACGACAGACAAGCCAACTGCTCCACCGCAGTGCGGCCAGCAATTTCAAGCT
AACTCGAGAGAGTGTCACCCACAACCAAGCACAGGTGCTTGAGAAGGAAATGACGCT
CAAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATG
ATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATG
CGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGAATATTTTGGTTACTGCGTAAGCAG
ATTTGATGACGTTGTATAATAGAAAATAGTTGTTTGTGTTTGGCGAGCTGAGCTTTCGC
CCAGCCCAAGAATAAATAATTACTCCACTGTGTGTAAGAGGCGGAGCGCCACCGCGCA
GCTAAGCGCAGGCAGGCTCCCCCAATCATTTCTTTAATGATCC
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CM6

DM1

DM2

DM3

EM1

EM2

EM3

K.
marxianus

K.
marxianus

S.
cerevisiae

S.
cerevisiae

.
orientalis

C.
glabrata

Tanimsiz

ATGACCCAAGCTTACCACGAATTGGCGCAAACCTAAGACGTAGATGTGCAAGAGTCGA
GTCCATAGACTTGACACGCAGCCCTGCTCACGCAGATGGCAACGGCTAGCCACTTTCA
AGTTAACCCGAGACGAGTATCACTCACTACCAAACCCAAAGGTTTGAGAGAGAAATGA
CGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTT
GATGATTCACGAAAATCTGCAATTCACAATACATATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGAATATTAAATTTTATAGTATA
ATAGTTTTTCATAATACAAAATATTGTTTGTGTTTATGTCCACTGGAGAGACGAGCTCT
CCAGGGAAGTAGTTCATAGAGAAAAAACTCCATTGTGTTTAGGATGAGAAATAGAAA
ACTGATAGCAGAGAATCAAGAACTGGCCGCGCAATTAAGCGCAGGCCTTGTTCAGACG
ATTCCCCCAGTAATCTATTCATTCATAATCTTTAATGATCCTTCCGCAGGTCACACCTAC
GGAAGGATCATTAAAGATTATGAATGAATAGATTACT

TTGGCGCAAACCTAAGACGTAGATGTGCAAGAGTCGAGTCCATAGACTTGACACGCAG
CCCTGCTCACGCAGATGGCAACGGCTAGCCACTTTCAAGTTAACCCGAGACGAGTATC
ACTCACTACCAAACCCAAAGGTTTGAGAGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCC
TGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGAAAATCTGCA
ATTCACAATACATATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTGAATATTAAATTTTATAGTATAATAGTTTTTCATAATACAAAAT
ATTGTTTGTGTTTATGTCCACTGGAGAGACGAGCTCTCCAGGGAAGTAGTTCATAGAG
AAAAAACTCCATTGTGTTTAGGATGAGAAATAGAAAACTGATAGCAGAGAATCAAGA
ACTGGCCGCGCAATTAAGCGCAGGCCTTGTTCAGACGATT

AAGCACGCAGAGAAACCTCTCTTTGGAAAAAAAAAACATCCAATGAAAAGGCCAGCA
ATTTCAAGTTAACTCCAAAGAGTATCACTCACTACCAAACAGAATGTTTGAGAAGGAA

ATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAG

ATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC

ATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTAATATTTTAAAATTTCCAG
TTACGAAAATTCTTGTTTTTGACAAAAATTTAATGAATAGATAAAATTGTTTGTGTTTG
TTACCTCCTGGCCCCGAATGGTCCAAAGGCCCAAAAAAAAGTTGGCAAAAAATGAAA

ACTCCCACAGGGTGTGGAATGGAACGGGTTTAATTTGTCCAATAAAAAAGGCACAAAA

TCTCTCACCGGTT

AAACGACCGTACTTGCATTATACCTCAAGCACGCAGAGAAACCTCTCTTTGGAAAAAA
AAAACATCCAATGAAAAGGCCAGCAATTTCAAGTTAACTCCAAAGAGTATCACTCACT
ACCAAACAGAATGTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGAATA
CCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACA
TTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG
AAAGTTTTTAATATTTTAAAATTTCCAGTTACGAAAATTCTTGTTTTTGACAAAAATTTA
ATGAATAGATAAAATGGTTTGTGTTTGTTACCTCCTGGCCCCGAATGGCCCAATGGCCC
AAAAAAAAGTTGGCAAGAATATGAAAACTCCCCGGGGTGTGGAATGGAACCGGTTTA
ATTGGCCCAATACAAAACAACAAAAATCTCTCACGGTTTGAAATACCAGGAAAGAACC

CGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGC
AGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAG
ATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCG
TTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGC
GCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGT
AGATTTCTCTTGTCGACTATGTGATATATCACACATTATAGGTGGTTGTGTTCTCGCTCC
GCACACGCAGTAGAATAAAAACTCACAGTAGAGATCTCTCATGTCCCCCCCCAAGAAA

TCACTTATCCCTCCCTAGATCAACACCGAGTTGGTAAAACCTAATACAGTATTAACCCC
CGCCGCTCGCGCAAACGAGCAGCAGATTAATAGAGAAGCTTGCGCTCGTGTCCCACAT
ACTGATATGGCCTACAATTTCAAGTTAACTCAAAAACGAGAGTATCACTCACTACCAA
ACACAACGTGTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCA
GAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTA
CGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAA
GTTTTGAAGTTGTTTTCTACTAAAAGAAATCTTGTGTTGACTGAATTATTTTAAAAAAA
TATTTGTTTGTGTTTGCATCCACTGGGAGAACTCCCCCCCGAAAGAGAGCGTTCCCCCA
ACGAACAAAAGAATAGTAGTAAAGTAAACTCCACTGTGTGTAGTAATTAGAAAGTGTC
GAGTCGTGTGATAAAACACCTCCTTTGGAATA
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EM4  P.
kudriavzevii
EM5 .
orientalis
EM6 C.
glabrata
EM7 C.
glabrata
FM1 C.
humilis
FM2 C.
humilis

TCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCT
TTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTC
TGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAG
GGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGT
ATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT
TTGTTTGTTTTTCGTAGATTTCTCTTGTCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTT
TTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTACTAAATCACAGTAGTGATC

TCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAA
GTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTT
TACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCT
CAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATG
ATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGC
GAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAGATTTCTCTTGTCG
ACTATATGCTATATTACACATTTTATGTGTTTGTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAA
TACTAAA

TTAAGACGTCTGTCTGCCCAGCACGCACAAAACACTCACTTATCCCTCCCTAGATCAAC
ACCGAGTTGGTAAAACCTAATACAGTATTAACCCCCGCCGCTCGCGCAAACGAGCAGC
AGATTAATAGAGAAGCTTGCGCTCGTGTCCCACATACTGATATGGCCTACAATTTCAA
GTTAACTCAAAAACGAGAGTATCACTCACTACCAAACACAACGTGTTTGAGAAGGAAA
TGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGA
TTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCA
TCGATGCGAGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGAAGTTGTTTTCTACTAAAAG
AAATCTTGTGTTGACTGAATTATTTTAAAAAAATATTTGTTTGTGTTTGCATCCACTGG
GAGAACTCCCCCCCGAAAGAGAGCGTTCCCCCAACGAACAAAAGAATAGTAGTAAAG
TAAACTCCACTGTGTGTAGTAATTAGAAAGTGTCGAGTCGTGTGATAAAACACCTCCTT
TGGAATAGAGAGATCCACGCACACTCCCAGGTCTTT

ATCAACACCGAGTTGGTAAAACCTAATACAGTATTAACCCCCGCCGCTCGCGCAAACG
AGCAGCAGATTAATAGAGAAGCTTGCGCTCGTGTCCCACATACTGATATGGCCTACAA
TTTCAAGTTAACTCAAAAACGAGAGTATCACTCACTACCAAACACAACGTGTTTGAGA
AGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGT
TCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGC
GTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGAAGTTGTTTTCT
ACTAAAAGAAATCTTGTGTTGACTGAATTATTTTAAAAAAATATTTGTTTGTGTTTGCA
TCCACTGGGAGAACTCCCCCCCGAAAGAGAGCGTTCCCCCAACGAACAAAAGAATAGT
AGTAAAGTAAACTCCACTGTGTGTAGTAATTAGAAAGTGTCGAGTCGTGTGATAAAAC
ACCTCCTTTGGAATAGAGAGATCCACGCACACTCCCAGGTCTTTGTCAGCTCCCTCCCC
CCACTGCAGAACACCCACCAACCGCGCACTTAAGC

CCGAATTGGTAAAACCTAGTACGACAATCGCATGCCAGCCACGCCCGGCGCCGAGGCA
CCGCGCACGACAGACAAGCCAACTGCTCCACCGCAGTGCGGCCAGCAATTTCAAGCTA
ACTCGAGAGAGTGTCACCCACAACCAAGCACAGGTGCTTGAGAAGGAAATGACGCTC

AAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGA
TTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC
GAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGAATATTTTGGTTACTGCGTAAGCAGA
TTTGATGACGTTGTATAATAAAAAATAGTTGTTTGTGTTTGGCGAGATGAGCTTTCGTC
CAGCCCAAGAATAAGTAATTACTCCACTGTGTGTAAGAGGTGGAGCGCCACCGCGCAG

CTAAGCGCAGGCGGGCTC

AACCTAGTACGACAATCGCATGCCAGCCACGCCCGGCGCCGAGGCACCGCGCACGAC
AGACAAGCCAACTGCTCCACCGCAGTGCGGCCAGCAATTTCAAGCTAACTCGAGAGAG
TGTCACCCACAACCAAGCACAGGTGCTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATG
CCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATT
CTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGA
GATCCGTTGTTGAAAGTTTTGAATATTTTGGTTACTGCGTAAGCAGATTTGATGACGTT
GTATAATAGAAAATAGTTGTTTGTGTTTGGCGAGCTGAGCTTTCGCCCAGCCCAAGAAT
AAATAATTACTCCACTGTGTGTAAGAGGCGGAGCGCCACCGCGCAGCTAAGCGCAGGC
AGGCTCCCCCAATCAT
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FM3

FM4

GM1

GM2

GM3

GM4

.
orientalis

l.
orientalis

C.
humilis

C.
glabrata

C.
glabrata

C.
glabrata

GGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCA
GGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCG
CACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCG
CATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGT
TTGTTTTTCGTAAATTTCTCCTGGCGACTATATGGTATATTCCACATTTTAGGGGGTGGT
GGTTTCGTTCCCGTCACGCAGTGGAATAATAAATCACAGTAATGATCCTTCCGGAGTCC
CCCCTACGGAAGGTTTTTACTGTGATTTCGGGGG

GGGATCTACCTGATTTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCACACTCGCTCTCGGCCGC
CAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGA
GTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGC
GCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAAT
GTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTC
GCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTT
TTCCTAAAATTCTCCTGGCCAATAAATGGTATATTCCAAATTTTAAGTGGTGGTGGTTT
CCTTCCGCT

GAGGGAGGGCGGTTGTATTGTCTCTCTGCCCAGCACGCTCCTGCCGAATTGGTAAAAC
CTAGTACGACAATCGCATGCCAGCCACGCCCGGCGCCGAGGCACCGCGCACGACAGA
CAAGCCAACTGCTCCACCGCAGTGCGGCCAGCAATTTCAAGCTAACTCGAGAGAGTGT
CACCCACAACCAAGCACAGGTGCTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCC
CCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTG
CAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGAT
CCGTTGTTGAAAGTTTTGAATATTTTGGTTACTGCGTAAGCAGATTTGATGACGTTGTA
TAATAGAAAATAGTTGTTTGTGTTTGGCGAGCTGAGCTTTCGCCCAGCCCAAGAATAA
ATAATTACTCCACTGTGTGTAAGAGGCGGAGCGCCACCGCGCAGCTAAGCGCAGGGCA
GGCTCCCCCAATCA

GATCAACACCGAGTTGGTAAAACCTAATACAGTATTAACCCCCGCCGCTCGCGCAAAC
GAGCAGCAGATTAATAGAGAAGCTTGCGCTCGTGTCCCACATACTGATATGGCCTACA
ATTTCAAGTTAACTCAAAAACGAGAGTATCACTCACTACCAAACACAATGTGTTTGAG
AAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCG
TTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTG
CGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGAAGTTGTTTTC
TACTAAAAGAAATCTTGTGTTGACTGAATTAGTTTAAAAAAATATTTGTTTGTGTTTGC
ATCCACTGGGAGAACTCCCTCCCCGAAAGAGAGCGTTCCCCCAACGAACAAAAGAATA
GTAGTAAAGTAAACTCCACTGTGTGTAGTAATTAGAAAGTGTCGAGTCGTGTGATAAA
ACACCTCCTTTGGAATAGAGAGATCCACGCACACTCCCAGGTCTTTTGTCGG

CGCACAGCACACTCACTTATCCCTCCCTAGATCAACACCGAGTTGGTAAAACCTAATA
CAGTATTAACCCCCGCCGCTCGCGCAAACGAGCAGCAGATTAATAGAGAAGCTTGCGC
TCGTGTCCCACATACTGATATGGCCTACAATTTCAAGTTAACTCAAAAACGAGAGTATC
ACTCACTACCAAACACAATGTGTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCC
CCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGC
AATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATC

CATTGTTGAAAGTTTTGAAGTTGTTTTCTACTAAAAGAAATCTTGTGTTGACTGAATTA
GTTTAAAAAAATATTTGTTTGTGTTTGCATCCACTGGGAGAACTCCCTCCTCGAAAGAG
AGTGTTCCCCCAACGAACAAAAGAATAGTAGTAAAGTAAACTCCACTGTGTGTAGTAA
TTAGAAAGTGTCGAGTCGTGTGATAAACACCTCCTTTGGAATAGAGAGATCCACGCAC

AC

GCACGCACAGAACACTCACTTATCCCTCCCTAGATCAACACCGAGTTGGTAAAACCTA
ATACAGTATTAACCCCCGCCGCTCGCGCAAACGAGCAGCAGATTAATAGAGAAGCTTG
CGCTCGTGTCCCACATACTGATATGGCCTACAATTTCAAGTTAACTCAAAAACGAGAG
TATCACTCACTACCAAACACAATGTGTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATG
CCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATT
CTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGA
GATCCATTGTTGAAAGTTTTGAAGTTGTTTTCTACTAAAAGAAATCTTGTGTTGACTGA
ATTAGTTTAAAAAAATATTTGTTTGTGTTTGCATCCACTGGGAGAACTCCCTCCCGAAA
GAGAGCTTTCCCCCAACGAACAAAAGAATAGTAGTAAAGTAAACTCCACTGTGTGTAG
TAATTAGAAAGTGTCGAGTCGTGTGATAAAACACCTCCTTTGGAATAGAGAGATCCAC
GCACACTCCCAGGTCTTTGTCGGCTCCCTCCCCCCA
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GM5

GM7

HM1

HM2

HM3

HM4
KM1

C.
glabrata

l.
orientalis

S.
cerevisiae

.
orientalis

l.
orientalis

Tanimsiz
C.
humilis

TAGATCAACACCGAGTTGGTAAAACCTAATACAGTATTAACCCCCGCCGCTCGCGCAA
ACGAGCAGCAGATTAATAGAGAAGCTTGCGCTCGTGTCCCACATACTGATATGGCCTA
CAATTTCAAGTTAACTCAAAAACGAGAGTATCACTCACTACCAAACACAACGTGTTTG
AGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTG
CGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGC
TGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGAAGTTGTTT
TCTACTAAAAGAAATCTTGTGTTGACTGAATTAGTTTAAAAAAATATTTGTTTGTGTTT
GCATCCACTGGGAGAACTCCCCCCGAAAGAGAGCGTTCCCCCAACGAACAAAAGAAT
AGTAGTAAAGTAAACTCCACTGTGTGTAGTAATTAGAAAGTGTCGAGTCGTGTGATAA
AACACCTCCTTTGGAATAGAGAGATCCACGCACACTCCCAGGTCTTTGTCGGCTCTCTC
TCCCCCACTGCAGAACACCCACCAACCGCGCACTTAAGCGCA

GCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCG
CAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAA
GATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGC
GTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTG
CGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCG
TAGATTTCTCTTGTCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTC
CGCTCACGCAGTGTAGTACTAAATCACAGTAATGATCCTTCCGAGTCACACTCACAGA
GAGATCATTACTGTGA

TTAAGACACATTGTTCGCCTAGACGCTCTTCTCTTATCGATCACAGTACAATACGCTCA
GTATAAAAAATATTAGCCGCAGTTGGTAAAACCTAAAACGACCGTACTTGCATTATAC
CTCAAGCACGCAGAGAAACCTCTCTTTGGAAAAAAAAAACATCCAATGAAAAGGCCA
GCAATTTCAAGTTAACTCCAAAGAGTATCACTCACTACCAAACAGAATGTTTGAGAAG
GAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCA
AAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTT
CTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTAATATTTTAAAATTT
CCAGTTACGAAAATTCTGGTTTTTGACAAAAATTTAATGAATAAATAAAATTGTTTGTG
TTTGTTACCTCTGGGCCCCGATTGCTCGAATGCCCAAAGAAAAAGTTGCAAAGATATG
AAAACTCCACAGTGTGTTGTATTGAAACGGTTTTAATTGTCCTATAACAAAA

CTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGG
CCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCT
CCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCC
CCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGC
AATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATC
CGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAAAATTCTCTTGGCGAACAAATGCTATATTC
CACAATTTAAGTGGTGGTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGGAATACTAAATCCAGTAA
TGATCCCTCCCAGATCC

GAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGT
CTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTA
CACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCA
AACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGAT
TCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGA
GAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAGATTTCTCTTGTCGACT
ATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTAC
TAAATCACAGTAATGATCCTTCCGCAGTCCCCCCCTACGGAAGGATCATTA

AGGGCGGTTGTATTGTCTCTCTGCCCAGCACGCTCCTGCCGAATTGGTAAAACCTAGTA
CGACAATCGCATGCCAGCCACGCCCGGCGCCGAGGCACCGCGCACGACAGACAAGCC
AACTGCTCCACCGCAGTGCGGCCAGCAATTTCAAGCTAACTCGAGAGAGTGTCACCCA
CAACCAAGCACAGGTGCTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGA
ATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTC
ACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTGAATATTTTGGTTACTGCGTAAGCAGATTTGATGACGTTGTATAATAG
AAAATAGTTGTTTGTGTTTGGCGAGCTGAGCTTTCGCCCAGCCCAAGAATAAATAATTA
CTCCACTGTGTGTAAGAGGCGGAGCGCCACCGCGCAGCTAAGCGCAGGCAGGCTCCCC
CAAT
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KM2

KM3

KM4

KM5

KM6

C.
humilis

C.
humilis

C.
glabrata

C.
glabrata

T.
delbrueckii

TTGTCTCTCTGCCCAGCACGCTCCTGCCGAATTGGTAAAACCTAGTACGACAATCGCAT
GCCAGCCACGCCCGGCGCCGAGGCACCGCGCACGACAGACAAGCCAACTGCTCCACC
GCAGTGCGGCCAGCAATTTCAAGCTAACTCGAGAGAGTGTCACCCACAACCAAGCACA
GGTGCTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCG
CATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGA
ATATTTTGGTTACTGCGTAAGCAGATTTGATGACGTTGTATAATAGAAAATAGTTGTTT
GTGTTTGGCGAGCTGAGCTTTCGCCCAGCCCAAGAATAAATAATTACTCCACTGTGTGT
AAGAGGCGGAGCGCCACCGCGCAGCTAAGCGCAGGCAGGCTC

AGGGCGGTTGTATTGTCTCTCTGTCTGCCATGCTCCTGCCGAATTGGTAAAACCTAGTA
CGACAATCGCATGCCAGCCACGCCCGGCGCCGAGGCACCGCGCACGACAGACAAGCC
AACTGCTCCACCGCAGTGCGGCCAGCAATTTCAAGCTAACTCGAGAGAGTGTCACCCA
CAACCAAGCACAGGTGCTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCTGGA
ATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTC
ACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTGAATATTTTGGTTACTGCGTAAGCAGATTTGATGACGTTGTATAATAA
AAAATAGTTGTTTGTGTTTGGCGAGATGAGCTTTCGTCCACCCCAAGAATAAGTAATTA
CTCCACTGTGTGTAAGAGGTGGAGCGCCACCGCGCAGCTAAGCGCAGGCGGGCTCCCC
CAATCATTTCTTTAATG

CCCTAGATCAACACCGAGTTGGTAAAACCTAATACAGTATTAACCCCCGCCGCTCGCG
CAAACGAGCAGCAGATTAATAGAGAAGCTTGCGCTCGTGTCCCACATACTGATATGGC
CTACAATTTCAAGTTAACTCAAAAACGAGAGTATCACTCACTACCAAACACAACGTGT
TTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAAT
GTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTT
CGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGAAGTTG
TTTTCTACTAAAAGAAATCTTGTGTTGACTGAATTAGTTTAAAAAAATATTTGTTTGTG
TTTGCATCCACTGGGAGAACTCCCTCCCGAAAGAGAGCGTTCCCCCAACGAACAAAAG
AATAGTAGTAAAGTAAACTCCACTGTGTGTAGTAATTAGAAAGTGTCGAGTCGTGTGA
TAAAACACCTCCTTTGGAATAGAGAGATCCACGCACACTCCCAGGTCTTTGTCGGCTCC
CTCCCCCCA

CACAAAACACTCACTTATCCCTCCCTAGATCAACACCGAGTTGGTAAAACCTAATACA
GTATTAACCCCCGCCGCTCGCGCAAACGAGCAGCAGATTAATAGAGAAGCTTGCGCTC
GTGTCCCACATACTGATATGGCCTACAATTTCAAGTTAACTCAAAAACGAGAGTATCA
CTCACTACCAAACACAATGTGTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCCC
CGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCA
ATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCC
ATTGTTGAAAGTTTTGAAGTTGTTTTCTACTAAAAGAAATCTTGTGTTGACTGAATTAT
TTTAAAAAAATATTTGTTTGTGTTTGCATCCACTGGGAGAACTCCCTCCCGAAAGAGAG
CTTTCCCCCAACGAACAAAAGAATAGTAGTAAAGTAAACTCCACTGTGTGTAGTAATT
AGAAAGTGTCGAGTCGTGTGATAAAACACCTCCTTTGGAATAGAGAGATCCACGCACA
CTCCCAGGTCTTTGTCGGCTCCCTCCCCCCACTGCAGAACACCCACC

CTCAAACAACCGATAAATCGTTTACGACAAAGTCTTTAAAGCGCCCGAGCCAACACAC
AGTCTGCCGAAGTTGGTAAAACCTAATACGACAATTCGGTATTAGCTAGACTGGACAA
AGTCATCCAAGCCAGCAAAATCACAACCAAATAACAGGCTAGCAATTTCAAGTTAACC
CTTGACAGAGTATCACTCACTACCAAACATGATTGTTTGAGAAGGAAATGACGCTCAA
ACAGGCATGCCCCCTGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATT
CACGGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGA
GAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATATTTTTAATTTCATAACGAAATTGGT
TTTGACTGGTTTATAATAATAAAAAGTTGTTTGTGTTTGTCACCTCTGGGAAGCACGCA
CAAGACGTATCTTCCCAAAGAAGAAAAGTTGTGTAGAAAACTCCACAGTGTTGTAGAA
GTTGAAGTAGAGTTAACAACGAGAAAAGACATGTTCCGCAAAAGGCGAACCAAGCCG
CACCGCGCAATTAAGCGCTGGTCTTGAACCAGATCCTCTCT
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KM7

KM8

C. glabrata

orientalis

AGGACCAGTGTAGACACTCAGGAGGCTCCTAAAATATTTTCTCTGCTGTGAATGCTATT
TCTCCTGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTTGGTGGGTGTTCTGCAGTGGGGGGAGGGAGC
CGACAAAGACCTGGGAGTGTGCGTGGATCTCTCTATTCCAAAGGAGGTGTTTTATCAC

ACGACTCGACACTTTCTAATTACTACACACAGTGGAGTTTACTTTACTACTATTCTTTTG
TTCGTTGGGGGAAAGCTCTCTTTCGGGAGGGAGTTCTCCCAGTGGATGCAAACACAAA
CAAATATTTTTTTAAAATAATTCAGTCAACACAAGATTTCTTTTAGTAGAAAACAACTT
CAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG

CGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCTCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACACATT
GTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCGTTTTTGAGTTAACTTGAAATTGTAGGCCATATC

AGTATGTGGGACACGAGCGCAAGCTTCTCTATTAATCTGCTGCTCGTTT

TCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCTCCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAA
GTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTT
TACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCT
CAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATG
ATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGC
GAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTTCGAAAATTTCCCTGGCC
AACAATAGGCAAAATTCAAAATTTAAGGGGTTGTTGTTTCCGTTCCGCTCACGCAGGG
AAGAATAAAATCACAGAAAGGATCCTTCCGAGTCCCC
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