TRAKYA YORESINE AIiT PAPAZKARASI UZUMLERI KULLANILARAK,
SPONTAN FERMANTASYON ILE ELDE EDILEN SARAPLARDAN Saccharomyces
cerevisiae TURU MAYALARIN iIZOLASYONU, TANIMLANMASI VE
TEKNOLOJIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Cagr1 ERSEC

Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Yiiksek Lisans Tezi
Damisman: Dog. Dr. Ahmet Siikrii DEMIRCI
2022



T.C.
TEKIRDAG NAMIK KEMAL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

TRAKYA YORESINE AiT PAPAZKARASI UZUMLERI KULLANILARAK,
SPONTAN FERMANTASYON iLE ELDE EDILEN SARAPLARDAN Saccharomyces
cerevisiae TURU MAYALARIN IZOLASYONU, TANIMLANMASI VE
TEKNOLOJIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

CAGRI ERSEC

ORCID: 0000-0002-3822-8700

GIDA MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi
Damisman: Dog. Dr. Ahmet Siikrii DEMIRCI

MAY1S-2022
Her hakki sakhdir



OZET

TRAKYA YORESINE AIT PAPAZKARASI UZUMLERI KULLANILARAK,
SPONTAN FERMANTASYON iLE ELDE EDILEN SARAPLARDAN Saccharomyces
cerevisiae TURU MAYALARIN IZOLASYONU, TANIMLANMASI VE
TEKNOLOJIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Cagr1 ERSEC

Gida Miihendisligi Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Ahmet Siikrii DEMIRCI

Glintimiizde, o6zellikle biiyiik capli ticari sarap iretiminde, fermantasyon genellikle
Saccharomyces cerevisiae tiirii maya kiiltiirleri kullanilarak gergeklestirilmektedir. Standart sarap
mayast starter kiiltlirleri yurt disindan getirtilerek {ilkemizde endiistriyel sarapgilikta kullanilmaktadir.
Bodylece zaman iginde biitiin iireticilerin saraplar1 birbirine benzer karakterler gostermeye baglamistir.
Glnilimiizde yapilan ¢aligmalar, tilkelerin kendi yerel sarap mayalarin starter olarak kullanarak yerel
oOzellikler tagiyan teruar saraplarinin liretimine yogunlagmaktadir. Tez kapsaminda Edirne ve Kirklareli
sinirlarinda bulunan, yapilan bagcilik uygulamalari, mikroklimatik sartlari, konumlari gibi 6zellikleri
farklilik tagiyan 4 bagdan ve Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisiindeki bagdan olmak iizere toplam 5
farkli lokasyondan Papazkarasi {iziimleri 6nolojik olgunluk agsamasinda toplanmistir. Toplanan iiziimler
ezilerek spontan fermantasyona tabi tutulmustur. Fermantasyon sonunda siralardan maya izolasyonlari
yapilmis ve toplan 66 adet izolat elde edilmistir. Izolatlar, 1 adet ticari sarap mayasi ile birlikte, temel
sarap yapimi ic¢in gereken teknolojik Ozellikleri karsilayip karsilamadiklarinin anlagilmasi igin
fermantasyon hizi, HoS tiretim miktar, yiiksek sicaklikta gelisebilme, yiliksek seker konsantrasyonunda
gelisebilme, yiiksek etanole dayaniklilik, diisiik pH degerlerinde gelisebilme, SO2’ye dayaniklilik, ucar
asit miktar1 analizlerine tabi tutulmustur. Gerekli 6zelliklere sahip oldugu gériilenler igerisinden 15
tanesi secilerek DNA dizileme analizleri yapilmig ve Saccharomyces cerevisiae tiiriine ait olduklar
tespit edilmistir. Bu izolatlara yapilan DNA parmakizi analizlerinde 9 adet farkli sus tespit edilmistir.
Izole edilen mayalar ileride yapilacak uygulamalarda kullanilmak {izere Tekirdag Bagcilik Arastirma

Enstitiisii Mudiirliigiinde -80°C’de gliserol stoklarda depolanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Papazkarasi, S. cerevisiae, Sarap, DNA, Maya, Karakterizasyon.



ABSTRACT

ISOLATION, IDENTIFICATION AND DETERMINATION OF Saccharomyces cerevisiae
YEAST SPECIES FROM THE WINES MADE BY SPONTANEOUS FERMENTATION
USING PAPAZKARASI GRAPES FROM THRACE REGION
Cagr1 ERSEC
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. A. SUKRU DEMIRCI

Nowadays, especially in large-scale commercial wine production, fermentation is usually
carried out by using the species of Saccharomyces cerevisiae yeast cultures. Standard wine
yeast starter cultures are brought from abroad and used in industrial winemaking in our country.
Thus, in course of time, the wines of all producers began to show similar characteristics. Today,
studies focus on terroir wines production with local characteristics by using the countries’ own
local wine yeasts as a starter. Within the scope of the thesis, Papazkarasi grapes were collected
from 4 vineyards with different characteristics such as viticulture practices, microclimatic
conditions and locations in the borders of Edirne and Kirklareli. In addition the grapes were
also collected from the vineyard in Tekirdag Viticulture Research Institute. Spontaneous
fermentation was done by crushing the collected grapes. At the end of the fermentation, yeast
isolations were made from the musts and a total of 66 isolates were obtained. Fermentation rate,
H>S production amount, growth at high temperature, growth at high sugar concentration,
resistance to high ethanol, ability to grow at low pH values, resistance to SO, volatile acid
analysis were done to determine whether they meet the technological requirements for basic
winemaking, together with 1 commercial wine yeast. DNA sequencing analyzes were made by
selecting 15 of those that were found to have the necessary characteristics and it was determined
that they belonged to the species Saccharomyces cerevisiae. 9 different strains were detected in
the DNA fingerprint analyzes performed on these isolates. Isolated yeasts are stored in glycerol

stocks at -80°C in Tekirdag Viticulture Research Institute for use in future applications.

Keywords: Papazkarasi, S. cerevisiae, Wine, DNA, Yeast, Characterization.
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1. GIRIS

Sarap, insanligin en eski igeceklerinden biridir. Cinde yapilan bir arkeolojik kazida
sarabin insanlar tarafindan tiiketiminin M.0O. 7000 yillarina dayandigini dogrulayan kanitlar
bulunmustur (McGovern, Fleming ve Katz, 1996). Baslangicta varillerde hasar goren tiziimlerin
fermantasyonu ile bulunan sarabin nasil olustugu birka¢ yilizyi1l oncesine kadar gizemini

korumustur (Chambers ve Pretorius 2010).

1785 yilinda Fransiz kimyaci Antoine Laurent Lavoisier sarap fermantasyonunun
kimyasal bir siire¢ oldugunu 6ne siirmiistiir. Aradan gegen elli yil igersinde pek ilerleme
kaydetmeyen bu konu, 1837 ve 1838 yillarinda farkli iilkelerde calisan iki bilim insani
tarafindan (Charles Cagniard de la Tour, Fransa ve Theodor Schwann, Almanya) daha giiglii
mikroskoplarla yapilan incelemelerde tek hiicreli canlilarin ¢ogaldiklar1 ve sayica arttiklarini
gozlemlemis ve bunun ardindan fermantasyonun kimyasal bir siire¢ olmayip maya
cogalmasindan meydana geldigini not etmislerdir. Bu konuda en 6nemli gelisim ise Louis
Pasteur’iin bilim alanmna girmesiyle yasanir. Pasteur, iinlii “Fermantasyon Uzerine” isimli
caligmasini bilim diinyasina sunar. Bu ¢aligmada, fermantasyonu saglayan mayanin gelismesi,
cogalmasi, par¢alanmasi ve 6lmesi asamalarimi tek tek anlatmistir (Anonim, 2021a). 1866'dan
beri, Louis Pasteur'un biyo-doniisiimii ilk kez ortaya ¢ikardigi zaman iiziim suyunun saraba
dontigmesi, bu karmasik siire¢ ve fermentasyondaki mayanin rolii kapsamli olarak
incelenmigtir. Yine de, 150 y1l sonra bile hala agik olmayan fermentasyonla ilgili bir¢ok nokta
bulunmaktadir (Pretorius, 2000). Giiniimiizde sarap fermantasyonu cok biiyiik oranda
Saccharomyces cerevisiae tiirii mayalar kullanilarak gergeklestirilmektedir (Jolly, Pretorius,
Augustyn, 2006).

Maya fermentasyon teknolojisinde diinya 6lceginde en gelismis birkag iilke arasinda sayilan
tilkemizin sarap endiistrisinin ihtiyact olan mayalar1 da {iretememesi i¢in hi¢bir neden yoktur.
Ulkemizde geleneksel sarap iiretiminden endiistriyel sarap iiretime gecis olduk¢a yenidir.
Geleneksel iiretimde siranin i¢indeki dogal mayalarin ¢aligmasi ile sarap yapilirken, endiistriyel
sarap Uretimine gec¢ince, sarap Uretimini tehlikeye atmamak ve sarapta standardizasyonu
saglamak amaciyla, kullanilacak iiziim i¢in 6nceden se¢ilmis ve denenmis, biitiin 6zellikleri
belli baslangig (starter) maya kiiltlirlerinin kullanilmasi tercih edilir olmustur. Ancak, iilkemiz
gercekleri iginde sarabin ¢ok Onemli bir yer tutmamasi, iiretiminin diger igkilere

kiyaslandiginda gorece daha az olmasi nedeniyle, konuya ilgi duyulmamis ve endiistriyel



sarapcilik icin gereken maya starter kiiltiirleri de boylece yurt disindan ithalat yoluyla temin

edilir olmustur.

Tiirkiye, ekmek tiiketim kiiltiirtine istinaden, ekmek mayasini en ¢ok iireten ve kullanan
tilkelerden biridir. Buna paralel olarak ta maya tiirlerinin endiistriyel tirctiminde ve fermetasyon
teknolojsinde ¢ok gelismis ve giinlimiizde Diinya’da hatir1 sayilir bir pazar paymna sahip
konuma gelmistir. Sarap mayasinda ise durum ekmek mayasinin tam aksidir ve Tiirkiye
endiistriyel sarap tiretiminde kullanilan mayalarin tamamini yurt disindan almaktadir. Bir diger

deyisle, sarap mayasinda tiimiiyle bir disa bagimlilik s6z konusudur.

Bagcilik bakimindan Diinyanin en énemli iklim kusagi {izerinde bulunan tilkemiz ¢ok
eski ve koklii bir bageilik kiiltiirine sahiptir. Uygun ekolojik (iklim, toprak) kosullar yaninda,
sahip oldugu zengin iiziim gen potansiyeli ile, Tiirkiye Diinya'da dnemli bir bagcilik merkezi
konumundadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2020 verilerine gore, iilkemizde 400.998
hektar bag alaninda, 4.208.908 ton iiziim iiretimi ger¢eklesmistir. Uretilen iiziimiin %52,7’si
sofralik, %36,5°1 kurutmalik ve %10,8’1 saraplik {iziim olarak degerlendirilmektedir (Tiirkiye
Istatistik Kurumu, 2021). Bagcilik bdlgemizde ve iilkemizde tarimla ugrasan dnemli bir
kesimin temel ge¢im kaynagidir. Bu nedenlerden dolayidir ki iiziim {ilkemiz agisindan

ekonomik potansiyeli en yiiksek meyvelerin basinda gelir.

Turizmin gelismesine paralel olarak, sarap lretimi de hatir1 sayilir sekilde artig
gostermektedir. Ulkemizde, 2018 verilerine gore 64,4 milyon litre sarap iiretilmektedir. Tiirk
saraplarinin 2,6 milyon litresi ihrac edilirken, 1,8 milyon litre sarap ta ithal edilmektedir
(Anonim 2021b). Saraptaki ihracat verileri Tiirk saraplarma yurt disinda ilgi ve talep
olustugunu gosterirken, ithal verileri kaliteli saraplara iilke i¢inde de talep olustugunu
gostermektedir. Turizmde yiiksek gelir grubuna verilen yiyecek/icecek hizmeti icinde iyi

kalitede Tiirk saraplarinin yer almaya baslamasi ihracat ile dogru orantili olmustur.

Yurt disindan ithal edilen saraplarda kullanilan pek ¢ok yabanci iiziim iilkemizde
yetistirilmeye baslanmis ve gittikce artan bir sekilde yerli liretimde bu tiziimlerin kullanildigi
goriilmeye baglanmistir. Tiirk saraplar1 pek ¢cok uluslararasi yarismada odiiller almakta ve takdir
gormektedir. Bununla birlikte kaliteli saraplarin da gittikge birbirine benzemeye basladigi
degerlendirmeleri yapilmaktadir. Bu degerlendirmenin, kolay algilanamayan bir nedeni vardir:
Her ne kadar kaliteli bir sarabin en 6nemli etkeni kullanilan iiziim ve onun nasil yetistirildigi

olsa da, kullanilan mayanin fermentasyon ¢iktilar1 da olduk¢a 6nemlidir. Sonugta siray1 saraba



doniistiiren mayadir ve mayanin fermentasyon sirasinda olusturdugu kimyasallar (metabolitler)
sarabin tat ve kokusunda iizim kadar 6neme sahiptir. Mayanin sarap kalitesine ve 6zgiin tat ve
kokusuna olan katkis1 genellikle goz ardi edilmekte ve standart maya kiiltiirleri yurt disindan
getirtilerek iilkemizde endiistriyel sarapgilikta kullanilmaktadir. Béylece zaman iginde biitiin
iireticilerin saraplar1 birbirine benzer karakterler gostermeye baslamistir. Ithal edilen smirl
sayida maya starter kiiltiirii ile ¢cok farkli karakterlere sahip, 6zgiin saraplarin {iretimini

beklemek miimkiin degildir.

Bu ¢alismada, otokton mayalarin izolasyonu i¢in konak birey olarak Papazkarasi
tiziimlerinin secilmesindeki neden, Trakya bolgesinin yerli ve antik iiziim ¢esidi olusudur.
Trakya sinirlar igerisinde ¢ok fazla sayida ve farkli ozellikler tasiyan Papazkarasi bagi
bulunmaktadir. Ayrica yasl Papazkarasi baglarinin sayis1 da oldukga fazladir. Cografi sekiller,
yiikselti, iklim, ayn1 bagda yetistirilen diger {iziim ¢esitlerinin varligi, toprak yapisi, bagin yasi
gibi unsurlar konak birey iizerindeki maya popiilasyonu ve c¢esidi lizerindeki en Onemli
etmenlerden biri oldugundan bu calismada Trakya bolgesinde farkli 6zellikteki Papazkarasi
baglarindan hasat edilen tzimler kullamilmistir. Boylece yerel oOzellikleri tiimiiyle
yansitabilecek Trakya yoresine 6zgii teruar saraplarin yapilmasina olanak verilebilecek ve
tilkemizin yerli sarap mayas ¢esitliligine katki saglanabilecektir. Boylelikle 6zellikle yiiksek
kalitede saraplarin yurtdisindaki temsilinde daha 6zgilin yerel tatlar yakalanabilecek olup bu
durumun, iilkemiz sarap¢iliginin pazar payinda yiikselis elde etmesinin Oniiniin agilmasina

katkis1 olacag diisiiniilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Saccharomyces cerevisiae Tiirii Mayalar

Saccharomyces cinsi mayalar diinyada {izerine en fazla ¢alisma yapilmis
mikroorganizmalardandir. S. cerevisiae ve yakin akrabalari, uzun yillardir alkollii igecek ve
firincilik {irtinleri v.s. yapiminda kullanilagelmistir. Giliniimiizde pazar pay1 ve degeri oldukca

fazladir (Spencer ve Spencer, 1997).

Fermente gidalar, Neolitik Cag'dan bu yana insanlar tarafindan tiiketilmektedir. Ancak,
stirecin arkasindaki olaylart anlamak uzun zaman almistir. Eskiler, fermantasyonu, cibrenin
icindeki maddeler arasindaki reaksiyonlardan kaynaklanan bir kaynama olarak
tanimlamiglardir. Maya hiicreleri 17. yiizyilda gézlemlenmis, ancak mayalar ve fermantasyon
arasindaki iliski bulunamamuistir. 18. yiizyilin sonlar1 ve 19. yiizyilin baslarinda, once,
fermantasyonun canli organizmalar ile iliskili oldugu, daha sonra da bu canli organizmalarin
maya oldugu tespit edilmistir. Mayalar1 canli organizma olarak tanimladiktan sonra, mayalarin
sekerler tizerindeki fermantatif aktivitesi ve fermantasyon kosullari belirlendi. Son olarak, bira
mayalanmasindan sorumlu olan mayalar, ingilizcede seker mantar1 anlamina gelen zuckerpliz

ve Latincede Saccharomyces olarak adlandirildi (Cavdaroglu, 2017).

S. cerevisiae, yiiksek seker ve diisiik azot igerigi ile karakterize edilen {iziim suyunda
gelisebilme yeteneginden otiirli, alkol fermantasyonundan sorumlu temel maya tiirii olarak
kabul edilmektedir. S. cerevisiae tiirleri yiiksek miktarda etil alkol iireterek, Saccharomyces
disindaki mayalarin gelisimini inhibe etmekte ve sira fermantasyonu boyunca baskin hale
gelmektedirler (Cocolin, Pepe, Comitini, Comi, Ciani, 2004).

Saccharomycetaceae, mantar familyasina bagli bir maya cinsi olan Saccharomyces en
basit 6karyot oldugundan, yiiksek dkaryotik organizmalar i¢in model organizma olarak yogun
bir sekilde gozlenmistir ve ¢alisilmistir (Michels, 2002; Replansky, Koufopanou, Greig, Bell,
2008). Saccharomyces bir glukofilik mikroorganizmadir, bu nedenle {iziim sirasinin iginde
bulunan fruktoz ve glikozdan glikozu tercih eder ve glikoz tiikendiginde fruktoz kullanir

(Tronchoni, Gamero, Arroyo-Lopez, Barrio, Querol, 2009).

Saccharomyces cerevisiae tiirii mayalar fermentasyon esnasinda azotlu bilesiklere de
ihtiya¢ duyarlar. Bu mikroorganizmalarin azot kullanimi1 yaygin olarak arastirilmis ve bazi azot
kaynaklari icin tercihleri agiklanmistir, S. cerevisiae igin tercih edilen azot kaynaklarinin

glutamik asit, aspartik asit, sparagin, glutamin, serin, treonin, lisin ve arginin oldugu
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belirlenmistir. Bu amino asitler tercih edilen olarak kabul edilirler, ¢linkii kullanilan ortamda

mevcutlarsa diger amino asitlerden 6nce alinirlar (Jones ve Pierce, 1964).

2.2. Uziim Tanelerindeki Maya EKolojisi

Mayalar dogada heryerde bulunurlar. Ancak rastlantisal olarak ortaya ¢ikmazlar. Her
maya tiirii kendine 6zgii habitatlarda ortaya ¢ikar ve kendi topluluklarini olustururlar. Bir
habitatta bulunan farkli tiirler ya otokondur (toplumun temel bilesenleri olanlar) ya da allokton
(gecici olan ya da tesadiifen olanlar) olabilir. Maya topluluklar1 i¢indeki bilesen tiirleri, nislerin,
yani mayanin yasamasi ve bliylimesi i¢in gereken fiziksel, kimyasal ve biyotik 6zellikleri ile

tanimlanmaktadir (Lachance ve Starmer, 1998).

Uziim, zengin bir besleyici ortamdir, ancak diisiik pH, yiiksek ozmotik basing ve SO2'nin
kullanimi, iyi bir besi ortami 6zelligine sahip olma becerisini olumsuz yonde etkilemektedir.
Ayrica liziimiin depolandig1 yerler ve sarap yapiminda kullanilan alet ekipmanin yiizeyleri,
tiziimle stirekli temas nedeniyle ¢ok sayida mikroorganizmay: barindirabilir. Ortam hijyeni

sonug olarak bu hususta biiyiik bir rol oynar (Jolly vd., 2006).

Uziimlerin mikrofloras1 bir dizi faktdrden etkilenir. Bunlar arasinda bag irtifas1 ve yonii,
iklim kosullar1 (sicaklik, yagis, nem, deniz etkisi), iiziim ¢esidi (liziim ¢esidi, lizim kabugu
kalinlig1), bagcilik uygulamalar1 (giibreleme, sulama, kanopi yonetimi, fungisit kullanima,
elementel kiikiirt kullanimi, iiziimiin gelisim evresi, iiziim saghigi (¢ilek hasadi, bocek
zararlilar1) ve saraphane atik bertaraf uygulamalar1 vardir (Epifanio, Gutierrez, Santamaria,
Lopez, 1999). Uziimiin 6rneklendigi (tane veya salkim) ve islenis (yikama veya kirma) usulii,
hangi mayalarin izole edilecegini de belirleyebilir (Martini, Ciani, Scorzetti, 1996). Salkim
sapina dogru kisimdaki maya hiicreleri sayisi, salkimin orta ve alt kisstmlarindaki maya hiicreleri

sayisindan daha fazladir(Rosini, Federici, Martini, 1982).

Uziim ve sarap ekosistemi ile iliskili olduklari belirtilen mayalar 16 farkli maya cinsi
igerisinde smiflandirilmaktadirlar. Bunlar; Brettanomyces/Dekkera, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hanseniaspora/Kloeckera, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia,
Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Torulaspora ve

Zygosaccharomyces cinsleridir (Raspor, Milek, Polanc, Mozina, Cadez, 2006).

Uziimler, sarap iiretilen ortamlarda bulunan mayalarin en énemli kaynag: olarak kabul

edilmektedirler. Buna bagl olarak iiztimlerde gerceklesen ekolojik etkilesimler saraphanede



gbzlenen maya tiirii dagilimini dogrudan etkilemektedir. Uziim tanelerindeki maya floras: ve
yiikii; liziim ¢esidi, izimiin hasat zamanindaki olgunlugu, sicaklik ve yagis miktar1 gibi iklim
kosullari, tiziim baginin cografi yeri, liziimiin yetistirildigi toprak ¢esidi, tiziimlerdeki fiziksel
hasar durumu ve antifungal uygulamalar1 gibi bir¢ok faktdre bagli olarak degismektedir

(Schuller, Alves, Dequin, Casal, 2005).

Olgunlasmamis iiziim tanelerinde genellikle ¢ok az sayida (10-10° kob/g) mayaya
rastlanmaktadir. Fakat bu saymin iiziim olgunlastik¢a ve hasat donemine yaklasildik¢a 10* -10°
kob/g diizeyine ulastifi belirtilmektedir. Olgunlasma sirasinda sekerlerin iiziimiin ig
dokularindan yiizeye dogru sizarak veya difiize olarak maya geligsmesini tesvik ettigi ifade
edilmektedir. Olgunlasmamis iiziimlerde Rhodotorula, Cryptococcus ve Candida tiirleri ile
maya benzeri bir kiif olan Aureobasidium pullulans’in daha ¢ok bulundugu belirtilmektedir.
Bagda, mayalarin topraktan tiziime ¢esitli bocekler (Drosophila spp., bal aris1, yaban arisi, vb.)
veya riizgar aracilifi ile tasinabildikleri bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan tim
calismalarda, saglikli liztimlerdeki mayalarin Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata
tirleri ile Candida, Pichia, Kluyveromyces, Rhodotorula cinsleri igerisinde yer alan oksidatif
tiirler olduklar1 bildirilmektedir. Bu maya popiilasyonunun %60’dan fazlasini K. apiculata veya
onun askospor olusturan telemorfu olan Hsp. uvarum tiirlerinin olusturduklar belirtilmektedir

(Fleet, 2003).

Fransanin giiney kesiminde yapilan bir ¢alismada, sarap imalathanelerinin baglarindan
veya yakinlarindaki baglardan tiziimleri 5 y1l boyunca toplamis ve bu topladiklar: tiziimlerdeki
sarap mayalarini incelemislerdir. Calismanin neticesinde toplamda 106 iiziim 6rneginden 608
Saccharomyces cinsi maya izole etmisler ve 104 farkli kromozom kalib1 bulmuslardir. Bu
calismada bag alanmin yiiksekligi, iklimi, boyutu ve yasinin, otokton maya g¢esitliligi
tizerindeki etkisinin ticari maya kullanimimin etkisinden daha fazla oldugu ortaya ¢ikmistir

(\Valero, Cambon, Schuller, Casal, Dequin, 2007).

Yaymlanan bir diger calismada ise iki ardisik sene boyunca ayni bagdaki iiziimler
olgunluk donemlerinde hasat edilmislerdir. Toplanan {iztimler ile spontan fermantasyonlar
gerceklestirilmistir. Fermantasyonlarin 3-5-8 ve 12. giinlerinde fermantasyon sirasindan alinan
ornekler degerlendirilmistir. Ekimi yapilarak saflagtirilan 21 Saccharomyces cinsi maya
susundan 3 tanesinin fermentasyon boyunca baskin oldugu ve baskin genotiplerin eszamanh

olarak ortamda var olabildikleri goriilmiistiir (Guillamon, Sabaté, Barrio, Cano, Querol, 1998).



Genel olarak tiziimler iizerindeki maya yogunlugu ve cesitliliginin tiim Diinyada
benzerlik gdstermesine ragmen bag alaninin cografik konumuna ve mikroklimatik sartlara gore
maya popiilasyonlarinin profillerinin degisebildigi yapilan ¢alismalar 1s18inda bilinen bir

gergektir (Longo, Cansado, Agrelo, Villa, 1991).

Ayrica bagin yiliksekligi ve cephesi gibi cografik kosullar, sicaklik, yagis miktari ve nem
gibi iklim kosullari, sulama, giibreleme, pestisit ve fungusit kullanimi gibi vitikiiltiirel
caligmalarla birlikte iiziim varyetesi gibi bazi dis faktorlerin iiziimlerin barindirdig1 yiizey

mikroflorasini etkiledigi gozlemlenmistir (Pretorius, 2000)

2.3. Sarap Fermentasyonunda Yer Alan Mayalarin Kalite Uzerine Etkileri

Mayalar, sarap fermantasyonu sirasinda gerceklestirdikleri alkol fermantasyonu ile
sarap aromasinin olusumundaki en 6nemli aktivitelerini yerine getirmektedirler. Mayalar bu
etkiyi, sahip olduklar1 ¢esitli mekanizmalar yolu ile gerceklestirmektedirler. Bu mekanizmalar

arasinda;

- Uziim suyu bilesenlerini kullanma,

- Uziim yapisindan aroma bilesenlerini ekstrakte etmeye yardimci olan etanol ve diger
¢Oziiciileri liretme,

- Aromasi notral iiziim bilesenlerini aroma aktif bilesenlere doniistiiren enzimleri iiretme,

- Bircok aroma aktif ikincil metabolitleri liretme,

- Olii maya hiicrelerinin otolitik olarak par¢alanmasini saglama yer almaktadir.

Sarap fermantasyonu, farkli maya tiirleri ve suslarinin birlikte geligsmeleri ve
biyokimyasal aktiviteleri ile olugan karmasik bir ekosistemdir. Bu mayalarin kaynaginin; iziim
florasi, saraphane yiizeyleri ile ¢evresi (6rnegin hava, bocekler) ve eger kullaniliyorsa eklenen

starter kiiltiir olabilecegi belirtilmektedir (Fleet, 2003).

Geleneksel; spontan sarap fermantasyonu, baslangicta {iziim sirasinda bulunan sarap
mayalar1 tarafindan gerceklestirilmektedir. Uziim sirasinda gerceklesen spontan alkol
fermantasyonu, temel sarap mayasi olarak kabul edilen S. cerevisiae’nin diginda, tiziimlerde,
sirada ve sarapta bulunan ve sarap aromasina katkida bulunan farkli maya cinsleri ve tiirlerinin
sira ile katildiklart karmasik bir islem olarak tanimlanmaktadir (Romano, Fiore, Paraggio,
Caruso, Capece, 2003).



Sarap mayalari, Ozellikle S. cerevisiae ve onunla iligkili tiirlerin {iziim sirasindaki
sekerlerin fermantasyonunda 6nemli role sahip olduklar1 bilinmektedir. S. cerevisiae tizim
sirasinda giiglii fermantasyon kapasitesine sahip oldugu ve hos bir fermantasyon bukesi
iiretebildigi i¢in sarap fermantasyonlarinda tercih edilmekte ve genellikle “sarap mayas1” olarak
adlandirilmaktadir. Fermantasyon bir kez basladiginda, olusan anaerobik kosullar siradaki
secici Ozelliklere katkida bulunmakta ve kiifler ile asetik asit bakterileri gibi fermantatif
metabolizmaya sahip olmayan mikroorganizmalar inhibe olmaktadirlar. Fermantasyon
ilerledikce sirada bulunan besin dgeleri tilkkenmekte ve etanol derisimi artarak etanole duyarh
tirlerin inhibisyonu gerceklesmektedir. 20.yy’da sarap {retilen g¢esitli bolgelerde
gerceklestirilen arastirmalarda, sira mikroflorasinda S. cerevisiae’nin yanisira diger maya
tirlerinin de bulundugu rapor edilmektedir. Kloeckera, Hanseniaspora, Rhodotorula,
Hansenula, Candida, Metschnikowia ve Debaryomyces cinsi mayalarin, tizimlerin yanisira

siradan da siklikla izole edildikleri bildirilmektedir (Dequin, Salmon, Nguyen, Blondin, 2003).

Alkol fermantasyonunun ilk asamalarinda diisiik fermantasyon giicleri ile karakterize edilen
Saccharomyces cinsi disindaki maya tiirleri baskin olmaktadir. Uziim sirasinin spontan yolla
fermantasyonu sirasinda, H. uvarum gibi Saccharomyces olmayan mayalarin baslangigta ¢ok
miktarda bulundugu ve fermantasyonu baglattiklar1 ifade edilmektedir (Aktan ve Kalkan,
2000). Ayrica Metschnikowia pulcherrima (Candida pulcherrima), Debaryomyces hansenii
(Candida famata), Candida stellata, Pichia spp., Issatchenkia spp., Kluyveromyces spp. gibi
mayalarin da fermantasyonun baslangicina énemli diizeyde katildiklar1 ve sayilarmin 108 -107
kob/ml’ye ulastigi bildirilmektedir. Saccharomyces cinsi olmayan mayalar, fermantasyonun
baslangic evrelerinde toplam maya popiilasyonunun %50 - 75’ini olusturmaktadirlar.
Baslangigta Saccharomyces cinsi mayalarm konsantrasyonu 50 - 2,5x10° kob/ml arasindadir
(Nissen, 2003).

Apiculate mayalarinin, genellikle S. cerevisiae’nin daha kolay gelistigi %3-5 etanol
diizeyine ulasincaya kadar fermantasyonda baskin durumda olduklari ifade edilmektedir. Uziim
sirasinin spontan fermantasyonunun diisiik alkol toleransli Saccharomyces cinsi disindaki
mayalar ile baslamasimin nedeni, bu mayalarin iiziimlerin yiizeyinde baskin olmalarindan

kaynaklanmaktadir (Ciani, Beco, Comitini, 2006).

Fermantasyonun sonraki asamalarinda apiculate mayalarinin yerini S. cerevisiae’nin
almasinin, apiculate mayalarinin diisiik etanol toleranslar1 ve sirada bulunan biitiin sekerleri

fermente edememeleri ile ilgili oldugu bildirilmektedir (Rainieri ve Pretorius, 2000). Bu
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kosullar altinda etanolii daha ¢ok tolere edebilen ve yiiksek seker derisimine sahip ortamlarda
daha yariscil gelisme gosterebilen S. cerevisiae suslari ile onunla ilgili tiirlerin daha baskin
mayalar olarak ortaya ¢iktiklar1 (107 -10® kob/ml) ve fermantasyon islemini tamamladiklar1
bilinmektedir. Fermantasyonun sonlarina dogru Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
chevalieri, Saccharomyces florentinus, Saccharomyces uvarum, Hansenula anomala ve Pichia
fermentans gibi maya tiirlerinin de ortamda bulunduklar bildirilmektedir (Romano vd., 2003).
Ayrica Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces bailii, Saccharomyces ludwigii, M.
pulcherrima ve bazi Schizosaccharomyces ve Brettanomyces tiirleri gibi bir¢ok mayanin da bu

kosullarda gelisebildikleri ifade edilmektedir (Rainieri ve Pretorius, 2000).

Diisiik sicaklikta fermantasyon gibi bazi enolojik uygulamalarin, Saccharomyces cinsi
disindaki mayalarin fermantasyona katilimini arttirabilecegi belirtilmektedir (Fleet ve Heard,
2002). 15-20 °C’nin altindaki fermantasyonlarda bu mayalarin etanole duyarliliklarinin azaldig
ve Ozellikle Hanseniaspora ve Candida tiirlerinin fermantasyona katilimlarinin arttigi
bildirilmektedir. Bu tiir durumlarda bu mayalarin fermantasyonun sonuna kadar S. cerevisiae

ile birlikte baskin florada yer alabildikleri ve sarap aromasi iizerinde daha c¢ok etkileri oldugu

ifade edilmektedir. (Erten, 2002).

Saccharomyces cinsi digindaki maya tiirlerinin fazla miktarda gelismelerinin ise;
saraplarin kimyasal bilesimi ve duyusal kalitesi lizerinde etkileri olabilecegi bildirilmektedir.
Bu mayalarimn, 10° -107 kob/ml diizeyine erisebildikleri i¢in fermantasyona katilabildikleri ve
Saccharomyces mayalariin gelisme kinetiklerini ve metabolizmalarini etkileyebildikleri
bildirilmektedir. Saccharomyces cinsi digindaki mayalarin aerobik gelismenin yanisira
anaerobik gelisme de gosterebildikleri ve fermantasyon sirasinda ortamda bulunarak besinsel
Ogeler igin Saccharomyces cinsi mayalar ile rekabet ettikleri, etanol ve karbondioksitin yanisira
sarabin son bukesi tizerinde etkili yiiksek alkoller, esterler, asitler ve karbonil bilesikleri olarak
bilinen ikincil bilesikleri ftiretebildikleri bilinmektedir. (Zohre ve Erten, 2002). Ancak
Saccharomyces cinsi disindaki mayalarin yiiksek miktarda asetik asit, etil asetat veya diger
uygun olmayan bilesikleri iireterek sarap kalitesini olumsuz yonde etkileyebilecekleri de ifade
edilmektedir. Buna karsilik bazi sarap iireticileri, yabani mayalarin sarap aromasina katkida
bulunabileceklerini diigiinerek spontan fermantasyon uygulamasina devam etmektedirler

(Romano vd., 2003).

Mayalarin sarap kalitesi agisindan Onemleri anlagildiktan sonra, tek bir hiicreden

tiretilen mayalarin izolasyonu i¢in yeni bir teknik gelistirme yoluna gidilmistir. 1890 yilinda,
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Muller-Thurgau tarafindan yapilan bir calismada saf bir maya kiiltiirii {iziim suyuna asilanarak
sarap iretildigi belirtilmektedir. Daha sonraki agamalarda ise; maya suslarinin segilmesi ve
fermantasyonlarda starter kiiltlir olarak kullanilmak iizere ticarilestirilmesinin gergeklestirildigi
goriilmektedir. Bu sekilde elde edilen bir starter kiltiir kullanilarak sarap kalitesinin
stirdiiriilebilirliginin gelistigi ifade edilmektedir. Otuz yila yakin bir siiredir Avusturalya,
Gliney Afrika ve ABD gibi sarap fireticisi iilkelerde, geleneksel sarap liretim tekniginin
modifiye edilerek, 6zellikle biiyiik kapasiteli sarap tiretimlerinde tiziim suyuna S. cerevisiae
kiltlirii asilama tekniginin kullanildigi bilinmektedir. Bununla birlikte, cogu sarap lireticisinin
hala spontan yol ile sarap liretimini tercih ettikleri goriilmektedir. Ayrica Avrupa’daki sarap
fabrikalarinda dogal fermantasyonla {iretimin devam ettigi ve diinyadaki saraplarin %80’inin

bu yontemle tiretildigi belirtilmektedir (Rainieri ve Pretorius, 2000).

Starter kiiltiir kullanilarak yonlendirilmis sarap fermantasyonlarinin en énemli olumsuz
Ozellikleri arasinda, cok sayida ticari sarap mayast olmasina ragmen bu kiiltiirler
kullanildiginda aligilagelmis 6zelliklere sahip sarap iiretilmesi yer almaktadir. Ticari maya
suslari ile orta kalitede sarap liretilebildigi ve bu mayalarin 6zel cografi bolgelerden izole edilen
mayalara 6zgii aromatik 6zellikleri gelistiremedikleri belirtilmektedir. Bu sorunu ¢ézebilecek
sarap mayalarinin gelistirilmesi ve se¢imi lizerine yapilan ¢aligsmalarin ise hala devam ettikleri

gozlenmektedir (Raspor vd., 2006).

2.4. Sarap Yapiminda Otokton Mayalarin Kullaniminin Onemi

Uziim suyundan sarap elde edilmesi, yillar boyu siiregelmis ve kendi endiistrisini
olusturmustur. Sarap liretimi yogun bir sekilde ticarilestirilmeden 6nce, sarap iiretimi tiziimlerin
mikroflorasi tarafindan gergeklestirilen dogal fermantasyon sonucu elde ediliyordu. Etanol
tretiminden sorumlu olan mikroorganizmalar, 19. ylizyilin ikinci yarisinda maya olarak

tanimlanmistir (Demain ve Solomon, 1981).

Uziimiin cesidi, yetistirildigi corafya ve yetistirilis kosullari, {iziim mikroflorasi gibi
bazi faktorler sarabin aroma ve kalitesine dogrudan etki etmektedir. S. cerevisiae’nin sarap
yapimciligindaki 6nemi uzun zamandan beri ortaya ¢iktigindan, fermatasyonda ticari maya
kiiltiirlerinin kullanilmasi, yeniden tiretilebilir bir iiriiniin saglanmasi ve sarap bozulma riskinin
azaltilmasi i¢in giiniimiizde siradan bir uygulama olmustur. Bununla birlikte, bu uygulama,
yerel mikrofloranin siirekli olarak baskilanmasina ve bunun sonucu olarak, mikrobiyolojik
cesitliligin azalmasina neden olmakta, sarabin tipikliginin ve kompleks aroma yapisinin kaybini

beraberinde getirmektedir. Tim bunlar goz Oniine alindiginda iiztimdeki otokton maya
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suglarinin belirlenmesi ve bilinmesi, sarap yapiminda en aktif sekilde gorev alan suslarin

korunmasina ve kullanilmasina yardimci olacaktir (Tristezza vd., 2014).

“Teruar”, tamimlanabilir fiziksel ve biyolojik c¢evre ile tarimsal ve oenolojik
uygulamalar arasindaki etkilesimden kaynakli olarak yetistirilen meyvenin kendine has
ozellikte olmasin1 saglayan bir bolgeyi ifade eder (Anonim, 2021c). Bu varsayim, tiiketicilerin
tercihlerini yonlendirdikleri i¢in sarap piyasasi lizerinde giiglii bir etkisi olan tiim diinyadaki
mense ismi sistemlerinin temelidir. Otokokton mikroorganizmalarin se¢imi ve kullanimi, yerli
lizlim gesitlerinden iiretilen sarabin organoleptik ve duyusal 6zelliklerini gelistirmek icin giliclii
bir arag olabilir (Rodriguez vd., 2010) Ayrica otokokton mayalar, teruarin ve iiziim ¢esidinin
belirledigi spesifik siralara daha iyi adapte olabilme o6zelligi gostermektedir (Bokulich,
Thorngate, Richardson, Mills, 2014). Sarap yapma kaliteleri yiiksek mayalar direkt olarak
tiziimden veya spontan fermente edilen siralardan izole edilip tanimlanir ve elde edilen
mayalarin Ozellikleri, uzun siire alan sarap iiretim proseslerinde kullanilmadan 6ncesi, test
edilir. Gliniimiize kadar olan siiregte yiiksek kalitede sarap yapabilme 6zelligi olan endojen S.
cerevisiae suslarini izole etmek, se¢gmek ve sarap yapiminda kullanmak i¢in ¢ok sayida

arastirmalar yapilmistir (Furdikova, MakySova, Duréanska, Spénik, Malik, 2014).

2.5. Maya Hiicrelerinin izolasyonu, Saflastirilmasi ve Tanimlanmasi

2.5.1. izolasyon ve Saflastirma

Spontan bir islemde, iizim suyu fermantasyonu, hem iiziimlere hem de mahzen
ortamina bagli, yabani otokton mayalarinin karisik popiilasyonlart ile gerceklestirilir. Bu
otokton mikrofloranin bollugu ve bilesimi art arda yillar boyunca degistiginden, spontan
fermantasyonun sarap aromasi ve tat iizerinde genellikle tutarli olmayan bir etkisi vardir ve
fermantasyon islemlerinin baslangic1 ve siiresiyle ilgili olarak ongoriilebilirlik eksikligine

neden olur (Gutiérrez, Santamaria, Epifanio, Garijo, Lopez, 1999).

Maya ekolojisi ile ilgili yapilan ilk ¢aligmalar Pasteur tarafindan ortaya konulmustur.
Pasteur sira fermentasyonundan sorumlu mikroorganizmalarin kaynaginin olgun iiziim
salkimlar1 oldugu hipotezini ortaya koymustur (Pasteur, 1872). Daha sonra, Hansen (1881), kis1
toprak iizerinde geciren sarap mayalarinin yazin riizgar ve cesitli hava akimlart ile {iziim
salkimlarina gectigini ve oradan da siraya girdigi fikri ile ortaya ¢ikmistir. Boylece Sarap

mayalarinin ana kaynaginin {iziim baglari oldugu sonucuna varilabilir.
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Mayalarin izolasyonu direkt olarak iizim salkimlarindan yapilabilecegi gibi
fermantasyonun ¢esitli asamalarinda da yapilabilir (Mannazzu, Clementi, Ciani, 2002). Ancak
Saccharomyces mayalarin {iziim salkimi tizerindeki popiilasyonu ¢ok az oldugundan, genellikle
fermentasyonun belirli asamalarinda izole edilmeleri tercih edilir. Siradaki etanol orani %5°i
gectikten sonra Saccharomyces mayalar baskin hale gelmeye baglar (Clemente-Jimenez,
Mingorance-Cazorla, Martinez-Rodriguez, Heras-Vazquez, Rodriguez-Vico, 2004). Uziim
tanelerindeki maya yogunlugu, olgunlasmamis iiziim tanelerinde 10-10° kob/g iken olgunlasan
tanelerde 10* -10° kob/g seklindedir (Schuller vd., 2005).

Giiney italya’daki Apulia Bélgesi’nin yerel ve antik iiziimii olan “Susumaniello”
tizimleri ile yapilan bir arastirmada maya izolasyonu, siradaki fermantasyonun bittigine emin
olunduktan sonra yapilmistir. H2S salinimi az oldugu tespit edilen 200 sus arasindan rastgele
almip saflastirilan 72 adet sus bazi1 teknolojik testlere sokulmus ve calisma sonucunda 5

Saccharomyces susunun sarap yapmaya elverisli sus oldugu goriilmiistiir (Tristezza vd., 2014).

Slovakya bolgesinde yetisen Pinot Gris liziimlerinin sirasinin 14 giin boyunca spontan
fermentasyona birakildiktan sonra, fermante siradan izole edilen Saccharomyces cinsi
mayalarin starter kiiltiir olarak kullanilarak yine ayni baga ait Pinot Gris iiziimlerinin, izole
edilen yerel mayalar ve ticari Saccharomyces cinsi mayalar ile ayri ayr1 fermentasyona
birakilmasi seklinde gergeklestirilen bir calismada, izole edilen otokton mayalarin siraya, ticari
Saccharomyces cinsi mayalardan, daha iyi adaptosyon sagladigi ve duyusal kalitesi daha iyi

saraplarin ortaya ¢iktig1 gdzlemlenmistir (Schvarczova, Stefanikova, Jankura, Kolek, 2017).

2.5.2. Tanimlama

2.5.2.1. Sitoloji

Saccharomyces mayalarin, mitotik bir goriiniimle tanimlanmasi neredeyse tiim bilimsel
cevrelerin lizerinde hemfikir oldugu bir durumdur (Mundkur, 1954). Hiicre, periplazmik bosluk
ve protoplazma olan iki kiliftan olusur. Hiicre, hiicre ¢eperi, plazmik membran, sitoplazma,
organeller ve ¢ekirdegi igerir. Hiicre duvari, ozmotik basinca karsi koruma ve organeller arasi
organizasyonu saglayan, hiicreye sertlik veren, etkilesimler i¢in bir alan gorevi iistlenen, ¢esitli
fonksiyonlara sahip dinamik ve ¢ok islevli bir organeldir. Hiicre duvari, hiicrenin kuru

agirhginin %15-25'ini temsil eder.

Mayalarin plazmik zar1, periplazmik bosluk ve hiicrenin ¢evre ortami arasinda malzeme
aligverisi saglar. Glikoz ve argininin plazmik zara niifuz etme hizi, membran ATPaz
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aktivitesindeki azalmanin bir sonucu olarak etanol varliginda yavaslar. Sicaklik ve etanol,
membran ATPaz aktivitesi lizerinde sinerjik etki gosterir, sicaklik arttik¢a etanoliin enzim
aktivitesi tizerindeki etkisi artar. Plazmik membran, ¢evresel uyaricilar hakkinda bilgi saglayan
reseptOr proteinlerini barindirir. Sitoplazma, su ve glikojen, glikoliz ve alkolik fermantasyon

enzimleri gibi ¢oziiniir maddelerden olusan pH 5-6 ile tamponlanmis bir ¢ozeltidir.

Hiicre ¢ekirdegi gegici gozenekleri sayesinde hiicre iginde siirekli yer degistiren 1-2
mikrometre ¢apinda kiiresel bir organeldir. S. cerevisiae'nin DNA uzunlugu haploid yapida
yaklagik 14.000 kb'dir. Cekirdekteki DNA kromozomlar halinde diizenlenir. S. cerevisiae, 200
ila 2000 kb arasinda degisen boyutlarda 16 kromozom igerir. S. cerevisiae’nin mikroskop

altindaki goriintiisii sekil 2.1°de verilmistir.

Sekil 2.1: S. cerevisiae hiicresinin mikroskop altindaki goriintiisii

Maya suslarinin bazilari, diger hassas maya suslarmi oldiirme kabiliyetine sahip
proteinik toksinler iiretme kabiliyetine sahiptir. Bu tretici suslar “6ldiiriicti suslar” (Kkiller),
toksinlere direngli olmayan suslar ise “hassas suslar” (Senstive) olarak adlandirilir. Bu

toksinlere kars1 direncli olan ancak bu toksinleri iretmeyen suslar da mevcuttur.

2.5.2.2. Taksonomi

Mikrobiyal hiicrelerin tanimlanmasini iki madde altinda sayabiliriz. Bunlardan ilki
morfolojik taksonomidir. Saccharomyces cinsi mayalar 2-8um eninde ve 3-15 pm boyundadir.
Cogalma sadece tomurcuklanma ile olur. Hiicreler kiiresel, elipsoit, silindirik veya elogant
sekildedir. Psodomisel olusabilir. Uzun siire subkiiltiir halinde birakildig1 zaman zar yapabilir.
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Askuslar genellikle 1-4, ¢cok ender olarak daha fazla spor igerir. Fermentasyon becerisine
sahiptirler. Laktoz ve yiiksek parafinleri pargalayamazlar. Basta alkol ve alkollii i¢kiler, ekmek,
yem ve besin mayasi tiretiminde olmak tizere bir¢ok endiistride ad1 gegen mayalar bu cinse
aittirler (Aktan ve Kalkan, 2000). S. cerevisiae’nin petri kabindaki goriintiisii sekil 2.2°de

verilmigtir.

Sekil 2.2: S. cerevisiae mayasinin olusturdugu kolonilerin petri kabindaki goriintimii

Geleneksel morfolojik, kiiltiirel, biyokimyasal ve molekiiler teknikler, farkli maya
tirlerini tanimlamak igin kullaniliyordu (Chavan vd., 2009). Ancak Fenotipik karakterizasyon,
benzer 6zelliklere sahip maya tiirlerinin tanimlanmasi igin yeterli degildir. Molekiiler teknikler,
mikroorganizmalarin tanimlanmasit ve karakterizasyonu igin biyokimyasal yoOntemlerin

alternatifleridir (Bernardi, Pereira, Cardoso, Dias, Schwan, 2008).

Tomurcuklanan Saccharomyces cerevisiae, bir dkaryottan ilk tamamen sekans analizi
yapilan genom olmustur. 1996 yilinda, diinya ¢apinda yiizlerce arastirmacinin ¢alismasi olarak
piyasaya siiriilmiistiir. O zamandan beri, maya genomu tiim diinyadaki genetikgiler, molekiiler
biyologlar ve bilim insanlar1 tarafindan yogun bir sekilde incelenmistir. Genom dizisinin
bakimi ve agiklamalari uzun zamandan beri orijinal model organizma veritabanlarindan biri
olan Saccharomyces Genome Database tarafindan saglanmaktadir. Okaryotik genom
anlayisimizi derinlestirmek igin, S. cerevisiae’nin S288C susu referans genom sekansi, son
giinlerde, 1996'dan bu yana ilk biyiik giincellemesini yasamistir. “S288C 2010 olarak
adlandirilan yeni versiyon, tek bir maya kolonisinden, modern sekanslama teknolojileri

kullanilarak belirlenmistir (Engel vd., 2014).
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2.6. Sarap Uretimine Uygun Mayalarin Secilmesi
Sarap mayalarinda aranan en Onemli teknolojik Ozellikler asagidaki gibi

siralanmaktadir;

e yiiksek alkol konsantrasyonuna dayanikli olmali,

e siradaki seker miktarina uyumlu oranda etil alkol olugturmali,
e gsiradaki indirgen sekerlerin tamamini fermente edebilmeli,
e fermantasyon hiz1 yiiksek olmali,

e Kkiikiirt dioksite dayanikli olmali,

o yiiksek sicaklikta gelisebilmeli,

e diisiik seviyede ugar asit olugturmali,

e disiik seviyede kiikiirt olugturmali,

e diisiik seviyede hidrojen siilfiir olusturmali,

e diisiik seviyede kopiik olusturmali,

e fermantasyondan sonra kolayca dibe ¢okmeli,

e sinirlt seviyede yiiksek alkol olusturmalidir (Nikolaou, Soufleros, Bouloumpasi,

Tzanetakis, 2006).

Sarap tiretiminde kullanilmak {izere secilen sarap mayalarinin, endiistriyel sarap {liretimi
i¢cin uygun olmalarini saglayacak bazi teknolojik 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmekte ve bu
teknolojik ozelliklerin belirlenmesi fermantasyon prosesinin verimliligi agisindan oldukca
onem tagimaktadir. Teknolojik 6zelliklerin birgogu maya suslar1 i¢inde biiyiik oranda farklilik
gostermektedir. Bu nedenle, tiim izolatlardaki teknolojik Ozellikler mutlaka belirlenmelidir

(Lopes, Rodriguez, Querol, Bramardi, Caballero, 2006)

Lopes, Rodriguez, Sangorrin, Querol, Caballero, (2007), bolgesel Kuzey Patagonya
kirmiz1 garabi yapiminda starter kiiltiir olarak kullanilacak S. cerevisiae tiirii maya izole etmek
igin yaptiklart ¢alismada fermante edilmis siralardan izole ettikleri mayalar i¢in Oldiiriicii
etkilesimlere dayali fizyolojik, teknolojik ve ekolojik kriterlere gore gelistirilmis iki asamali bir
secim protokolii kullanmiglardir. Bu metodolojiyi takiben, segilen 32 izolat arasindan S.
cerevisiae tiirtine ait MMfY izolati, Kuzey Patagonya yerel kirmizi sarabi igin starter kiiltiir
mayas1 olarak secilmistir. Bu izolatin starter kiiltiir olarak kullanildigi saraplar, yliksek
fermentatif gii¢ ve diisiik u¢ucu asit tiretimi, diisiik kopiik ve diistik stlfiir tiretimi dahil olmak

tizere iist diizey teknolojik ve kalitatif 6zellikler gostermistir.
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Unsal (2007) Kalecik Karasi, Gamay ve Cabernet Sauvignon saraplarinda yaptig

calismada saraplarda;

e pH degerlerini 3,63-3,96 arasinda (ortalama 3,8),

e kuru madde miktarlarin1 %6,38-7,93 arasinda (ortalama 6,7),

e toplam asitligi 5,20-6,74 g/l arasinda (ortalama 5,8 g/l),

e ucucu asitligi 0,26-0,67 g/l arasinda (ortalama 0,48 g/I),

e serbest SO2 miktarlarin1 6-22 mg/l arasinda (ortalama 13,5 mg/l),
e toplam SO; miktarlarin1 92-174 mg/l (ortalama 149 mg/l),

o alkol derecelerini %11,0-12,5 arasinda (ortalama %11,8),

e indirgen seker miktarlarini 1,5-3,8 g/l (ortalama 2,3 g/l) olarak belirlemistir.

Alkolik fermantasyonun baglangicinda, Saccharomyces cinsi olmayan mayalar sayica
en yiiksek popiilasyona ulasir. Her ne kadar Hanseniaspora ve/veya Kloeckera normal olarak
hasatta iiztimlerde baskin olsa da, alkolik fermantasyonun baslangicindan sonra inhibe edilirler.
Saccharomyces mayalar ile karsilastirildiginda, Saccharomyces cinsi olmayan mayalar etanole
daha diistik tolerans gosterir. Etanol miktar1 ortamda hacmen %5’e ulastiginda, Saccharomyces

cinsi olmayan mayalarin inhibisyona ugradigi gériilmistiir (Deak, 2008).

Bozcaada’da farkli 3 bagdan toplanan 7 ¢esit iiziim (Bozcaada Cavusu, Pembe Gemre,
Kinali Yapincak, Cabarnet Sauvignon, Kokulu Kabak, Atasarisi, Cardinal, Karalahna,
Alphonse Lavallee, Karasakiz) ile yapilan ¢alismada iiziim tanesinden Saccharomyces cinsi
olmayan mayalar izole edilip tanimlanmistir. Elde edilen sonuglarda tiziimdeki maya
cesitliliginin bagin yiikseltisine, bagin yapist ve bag alaninda yetistirilen liziim ¢esitliligine

o

bagli olarak degistigi goriilmiistiir (Geng ve Cildir, 2012).

Samaras vd. (2012), daha c¢ok Patras bolgesi veya Kefalonya gibi Iyonya adalarinda
yetistirilen kirmizi bir iziim olan Mavrodafni ¢esitinden fermantasyon sonunda izole ettikleri
mayalarin sarap yapimina uygun olup olmadiklarimi belirlemek iizere, bu izolatlarin alkol ve
kiikiirt toleranslarini incelemislerdir. Izole edip saflastirdiklar1 350 izolatin herhangi bir
molekiiler tanimlama yapmadan, alkol ve kiikiirt toleransini inceledikleri bu calismada
arastirmacilar izolatlarin %14,7’sinin %17 v/v etil alkole dayandiklarini, %14 v/v etil alkole ise

izolatlarin yariya yakininin dayandigini belirlemislerdir.
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Ilieva vd. (2014), Makedonya Cumbhuriyeti'nin Tikves sarap bolgesinde yetistirilen
Vranec ve Cabernet Sauvignon iiziim ¢esitlerinden 80 adet otokton maya susu izole etmislerdir.
Maya izolasyonundan sonra 10 adet izolat segmis ve ardindan sarap Kkalitesi iizerindeki
etkilerini test etmek i¢in Vranec ve Cabernet Sauvignon saraplarinin fermantasyonunu bu
mayalar ile gerceklestirmiglerdir. Bu amagla alkol igerigi, toplam asit, ucar asit, indirgen seker
ve pH gibi bazi temel parametreleri incelemislerdir. Ayrica, toplam antosiyanin ve
polifenollerin yani sira renk yogunlugu ve tonunun analizini spektrofotometrik yontemler
uygulayarak gerceklestirmislerdir. Sonuglar, en yiiksek polifenol ve antosiyanin igeriginin
Cabernet Sauvignon i¢in F-20 maya ile fermente edilen sarap ve Vranec i¢in F-8 mayasi ile
fermente edilen sarap i¢in olgiildiigiinii gostermistir. Genel olarak, en iyi fenolik profili ve en

iyi duyusal 6zellikleri gosteren bu iki maya ile en iyi sarap kalitesi elde edilmistir.

Bilgin (2015), yaptig1 calismada tiirkiyenin 9 ilinde, iiziim iizerindeki floradan maya
ornekleri izole etmistir. Bu proje kapsaminda 334 maya kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan
mayalar arasindan sarap yapiminda 6ne ¢ikan S. cerevisiae mayalarinin yani sira Ischetchenkia,
Hanseniaspora ve Torulaspora cinsleri de yer almaktadir. Calisma sonunda 3 maya tiirii sarap

yapimina uygun olarak belirlenmistir.

Celik, Erten, Darici, Cabaroglu (2017), narince lziimlerinin spontan
fermantasyonlarinin belli asamalarinda izole ettikleri Saccharomyces cinsi ve Saccharomyces
cinsi olmayan mayalarin tanimlanmasi ve teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ile ilgili olarak
yaptiklari ¢alismada izole ettikleri mayalari, 5.8 ITS rRNA bolgesinin PCR-RFLP analizi ve
26S geninin D1 / D2 alanlar1 i¢in sekans bilgileri ile tanimlamiglardir. Dokuz cinse ait sekiz
farkli tiir su sekilde tamimlanmistir: Hanseniaspora uvarum, Hansenispora guilliermondii,
Pichia kluyveri, Metschnikowia spp., Pichia occidentalis, Torulaspora delbrueckii, Candida
zemplinina, Lachancea thermotolerance ve Saccharomyces cerevisiae. Hanseniaspora
guilliermondii, Metschnikowia spp., Pichia occidentalis ve Pichia kluyveri sadece
fermantasyonun erken sathasinda tespit edilmistir. Fizyolojik 6zellikleri, etanol, SO2, sicaklik,
pH toleransi, HoS iiretimi, killer ve enzimatik aktivite, fermantasyon hizi, flokiilasyon
ozellikleri, kopiik, ucucu asit ve ugucu bilesik iiretimi acisindan test edilen izolatlardan, bir adet
Lachancea termotolerans ve dort adet Saccharomyces cerevisiae susu dikkat ¢ekici 6nololojik

ozellikler gostermistir.

Schvarczova vd. (2017), amaci Nitra sarap bolgesindeki (Slovakya) bir bagda bulunan

yerel S. cerevisiae suslarini izole etmek, karsilagtirmak ve sarap yapim siireci i¢in en uygun
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olanlar1 se¢gmek olan calismalarinda, 2012-2015 yillar1 arasinda, Pinot Gris {iziim ¢esidinin
olgunluk dénemindeki meyvelerinin {izerinden, siradan, fermente siradan ve geng saraptan
maya izolatlar1 toplamislardir. Yapilan tanimlama sonucunda Saccharomyces olmayan suslar
saf dis1 tutularak S. cerevisiae tiirii bes maya izole edilmis ve teknolojik Ozelliklere dayali
olarak, mikrovinifikasyon igin dort sus se¢ilmistir. Bu mayalar ile elde edilmis geng saraplarda
genel parametreler analiz edilmis, ayn1 zamanda aromatik profilleri de gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi ve duyusal degerlendirmeler ile analiz edilmislerdir. 7613 ve 7913 suslarinin
starter kiiltiir olarak kullanildig1 saraplar 40 mg/L'den fazla etil asetat, 23 mg/l 2-metil-1-
propanol ve 17 mg/I’den az 2-fenil etanol igerdigi goriilmistiir. Bu saraplar, tadimcilar
tarafindan egzotik meyve aromasma sahip olarak degerlendirilmislerdir. Bu sonuglara
dayanarak, iki S. cerevisiae susu, teruar Pinot Gris saraplarinin yapimi igin baslangig kiiltiirleri

olarak Onerilmistir.

Gerdces vd. (2020), Macaristandaki bir sarap bolgesi olan Badacsony’den topladiklari
480 adet maya susunu Oncelikle karbonhidrat ve azot kaynakli olarak gruplandirdiktan sonra
glikoz, etanol toleransi ve ugar asit olusturma gibi kriterlerin de oldugu bazi teknolojik
ozelliklerini analiz ederek segtikleri 80 adet izolatin karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir.
Secilen 80 izolatin fermantasyon yetenegi, killer aktivite, hidrojen siilfiir {iretimi ve asit {iretimi
de test edilmistir. rRNA gen dizilemesi analizi ile karakterize ettikleri 80 izolatin ig¢inde 8 farkl
cinse ait 15 farkl: tiiriin bulundugunu ve mayalarin izole edildikleri bagin yiiksek bir ¢esitlilige

sahip oldugunu gozlemlemislerdir.

Legras ve Karst (2003), S. cerevisiae maya tiirlerinin sus bazinda birbirlerinden ayrimini
saglamada kullanilan DNA parmak izi analizinde en etkili olan interdelta primer ¢iftini bulmak
amaci ile yurittiikleri ¢alismalarinda. 53 adet ticari S. cerevisiae tiirli maya ile ¢alismiglardir.
Analizlerde kullandiklar1 deltal - delta 2, delta 12 - delta 2 ve delta 12 - delta 21 primer
ciftlerinden, sus bazinda en etkin ayrimi, delta 12 - delta 21 primer ¢iftinin sagladigini ortaya

koymuslardir.

Garofalo vd. 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, iki farkli cografi bélgeden hasat
ettikleri tiziimlerden maya izolasyonu ve tanimlamasi yapmislardir. Bu bolgelerdeki ilgili iziim
¢esidinin dogal maya florasim1 ortaya koymak amaciyla yaptiklart bu c¢alismada dizileme

analizlerini ITS 1 - ITS 4 primerlerini kullanarak, S. cerevisiae tiirii mayalarin birbiri ile olan
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ayrimlarini ortaya koymak igin yaptiklart DNA parmak izi analizini ise delta 12 - delta 21

primer ciftini kullanarak gergeklestirmislerdir.

2.7. Mayalarin Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.7.1. Hidrojen Siilfiir (H2S) Uretimi

Budroni, Ladu, Zara, Zara ve Farris (2006), yaptiklar1 ¢alismada Italyanin Sardunya
bolgesindeki, cannonau (grenache) cesitinin yetistirildigi 6 {iiziim bagindan topladiklari
tiztimlerden elde ettikleri fermante siralardan izole ettikleri 66 adet S. cerevisiae tiiriine ait
izolattan gogunlugunun (=%60) krem ve acik kahverengi renk verirken diger izolatlarin (=%40)

kahverengi ve koyu kahverengi renk verdigini 6ne siirmiislerdir.

Lopes vd. (2007), starter kiiltiir olarak kullanilacak S. cerevisiae tiirii maya izole etmek
icin yaptiklar1 ¢aligmada 32 yerli maya izolatindan 21 tanesinin orta ve yiiksek diizeyde H»S
tirettiklerini ve 11 tanesinin diislik diizeyde {irettigini tespit etmislerdir. Calismada kullanilan
iki ticari mayadan biri yliksek liretimine sahipken digeri ise diigiik Hz2S tiretimine sahip oldugu

gbzlemlenmistir.

Bagder S. (2008), daha Onceden Tiirkiyenin farkli bdlgelerinden izole edilip
tanimlamalar1 ve bazi teknolojik testleri yapildiktan sonra kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmis
olan sarap mayalari ile yapmis oldugu ¢alismada 10 adet izole edilmis sarap mayasi vel adet
ticari maya susu kullanmistir. BIGGY (Bismuth Sulphite Glucose Glycine Yeast) besiyeri ile
yapmis oldugu H»S tiretimi belirlemesinde 1 krem rengi, 5 agik kahverengi, 4 kahverengi koloni

rengi belirlemistir. Calismada kullandig: ticari maya susu ise agik kahverengi renk vermistir.

Celik vd. (2017), narince iiziimlerinin spontan fermantasyonlarindan izole ettikleri
Saccharomyces cinsi ve Saccharomyces cinsi olmayan mayalarin tanimlanmasi ve teknolojik
ozelliklerinin belirlenmesi ile ilgili olarak yaptiklari ¢aligmada, 28 izolattan kiikiirt ve alkol
dayanimimna gore belirledikleri 4 adet S. cerevisiae ve 1 adet Lachancea thermotolerance

tiiriine ait mayalarin H»S {iretimini incelemislerdir.

Agarbati, Canonico, Comitini, Ciani (2020), yaptiklar1 g¢alismada, daha Onceki
calismalar ile italyanin Ancona ilindeki Verdicchio iiziim ¢esidinden izole edilen S. cerevisiae
tiirli bir mayanin sporlarini laboratuvarda eslestirerek elde ettikleri 18 adet gelismis sus ile
yiiriittiikleri ¢calismada, BIGGY agar iizerinde krem rengi koloni olusturan 4 adet gelismis sus

saptamiglar ve bunlardan 3 tanesinin sarap yapimina da uygun oldugunu tespit etmislerdir. Bu
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calismada 6zellikle organik ve/veya kiikiirtlenmeyen saraplarda starter maya susundan gelen
kiikiirtiin hi¢ istenmemesi veya c¢ok az diizeyde kabul edilebilir olmasi gerekgesi ile bu

calismay1 yaptiklarini belirtmislerdir.

2.7.2. Fermantasyon Hiz1

Starter kiiltiir olarak kullanilacak mayalarda aranan en biiylik Ozelliklerden biri
fermantasyon hizidir (Reed ve Nagodawithana, 1988). Sarap mayalarinin fermantasyon
hizlarimin yiiksek olmasinin istenmesinin nedeni, baslangigta iiziim kabugu v.b. ortamlardan
gelen mikroorganizmalarin gesitliligi bakimindanzengin olan siradaki istenmeyen ozelliklere
sebebiyet verecek olan mikroorganizmalarin bir an 6nce inhibe edilmesi ve ortamda starter

kiiltiirtin cabuk hakim olmasidir (Esteve-Zarsozo, Gostincar, Bobet, Uruburu, Querol, 2000).

Saraplardaki fermantasyon hizlari, baglangicta, starter kiiltiir inolkulasyonunun
miktarima bagl olmakta, starter kiiltiir miktar1 oransal olarak fazla oldugunda yavas bir
baslangic gergceklesmektedir. Ancak fermantasyonun baglamasinin iizerinden belli bir siire
gectikten sonra fermantasyon hizi inokulasyon miktarina bagli olmaktan ¢ikip maya tiiriine gore
degisiklik gostermektedir (Reed ve Nagodawithana, 1988). Ortamdaki istenmeyen
mikroorganizmalar1 baskilamak adina fermantayon hiz1 yiiksek olan mayalar se¢ilse de her
zaman yiiksek hizda fermantasyon saglayan mayalar se¢ilmez. Bunun nedeni; CO2 gazi
cikisindaki hiz arttik¢a ucucu aroma bilesenlerinin de gaz c¢ikist ile siradan uzaklasacagi
varsayimindan kaynaklanmaktadir. Bundan dolay1 aromatik yonden zengin bazi saraplarin

tiretiminde yiiksek hizli mayalarin aksine diisiik hizli mayalar tercih edilmektedir (Ozgelik ve
Denli 1999).

Fermantasyon hizi, etil alkol iiretiminin takibatiyla yapilabildigi gibi, ortamdan salinan
CO2’in izlenmesiyle de belirlenebilir (Reed ve Nagodawithana, 1988). Ortamdaki sekerin
Olgiilmesi ile de fermantasyon hizlar1 saptanabilmektedir (Nurgel, 2000). Ayrica fermantasyon

hiz1 spektrofotometrik yontemlerle de dlciilebilmektedir (Ukelgi, 2011).

Lee, Williamson, Rogers (1989) Saccharomyces uvarum tirii maya kullandiklari
calismada, 250 g/l glikoz i¢eren besiyerinde, ¢alisilan mayanin fermantasyon hizlarini 25 °C’de
0,19 g/sa, 30 °C’de 0.23 g/sa, 33 °C’de 0,26 g/sa,37 °C’de 0,23 g/sa, 40 °C’de 0,21 g/sa ve 43
°C’de 0,16 g/sa olarak belirlemislerdir.
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Regodon, Perez, Valdes, De Miguel, Ramirez, (1997) yaptiklar1 ¢calismalar ile ortaya
koyduklari kriterlere gore starter kiiltiir olarak kullanilacak sarap mayalarinin en az %8 v/v etil
alkol tiretmesi ve fermantasyon islemi bittiginde saraptaki seker konsantrasyonunun 4 g/I’den
az olmasi gerekmektedir. Gliniimiizde de sarabin sek sarap kategorisinde degerlendirilmesi i¢in

seker igeriginin 4 g/I’den diisiik olmas1 gerekmektedir.

Iranzo, Perez, Canas (1998), yaptiklari c¢alismada izole ettikleri ve denemelerde
kullandiklar1 Saccharomyces cinsi 74 maya susundan %69’unun ilk 3 giindeki fermantasyon

hizlarmin 0,25 gCO2/l.sa’dan daha yiiksek oldugunu gormiislerdir.

Pérez-Coello, Briones-Pérez, Ubeda-Iranzo, Martin-Alvarez (1999), Ispanyadaki bir
sarap bolgesi olan La Mancha’daki baglardan izole edip saflastirdiklar: 174 adet S. cerevisiae
susundan 143 adedi 0,2 gCO-/l.sa’dan yiiksek fermantasyon hizina sahipken 31 adet mayanin,
0,2 gCO2/l.sa’dan az fermantasyon hizina sahip oldugu anlasilmis ve bu ¢alismada yapilan diger
teknolojik testlere bu 31 adet sus alinmamustir. Yine bu ¢alismada da g/l cinsinden CO azalimi

24. ve 72. saatler araliginda ol¢tilmiistiir.

Orli¢, O¢i¢, Jeromel, Hui¢, RedZepovi¢, (2005), caligmalarinda ilk 3 giin ve ilk 7 giin
ortalamalarin1 almis ve test ettikleri 22 izolattan 15 tanesinin ilk 3 giinde 20 gCO2/l.giin

ortalamasinin tizerinde bir fermantasyon hizina ulastiklarin1 gézlemlemislerdir.

Budroni vd. (2006), fermante siralardan izole ettikleri 66 adet S. cerevisiae tiiriine ait
izolattan %75’inin %15 ila %17 v/v etanol iiretimi gergeklestirdigi ve %50°lik kisminin ise ilk
3 gin i¢inde 1,15-1,35 gCO2/giin arasinda bir fermantasyon hiz1 gosterdigini
gozlemlemislerdir. Arastirmacilar bu verilerin 15181nda test edilen mayalarin ¢ok yiiksek bir
fermantasyon hizlarinin oldugunu ve sira i¢cindeki istenmeyen florayi basarili bir sekilde ve kisa

bir siirede baskilayacagini one siirmiislerdir.

Nikolaou vd.(2006) tarafindan yapilan ¢alismada, Hamburg misketi ve Xynomavro
tiziimlerinden fermantasyon sonunda izole edilen 84 S. cerevisiae susundan segilen 6 adetinin
kalint1 seker miktarinin 4 g/I’nin altinda oldugu ve bu 6 mayanin 72 saatlik toplam CO>
kaybinin 6,58 - 9,90 g/l oldugu belirtilmistir.

Bagder S. (2008), 10 adet sarap mayas1 izolat1 ve 1 adet ticari maya susu kullanmigtir.
25 °C’de 20 g/l glikoz igeren YPD besiyerinde denedigi maya suslarinda 1 sus haricinde yiiksek

diizeyde fermantasyon hizlarina ulastiklarini gozlemlemistir. Calismada 24. ve 72. saatler
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arasinda 9 izolat 1,06 — 1,56 gCO>/l.sa arasinda degisen fermantasyon hizlarina ulagmiglardir.
Izolatlardan 6 tanesi fermantasyon hizi konusunda kontrol grubu olarak kullanilan ticari

mayadan daha 1yl sonug vermistir.

Celik vd. (2017), izole ettikleri Saccharomyces cinsi ve Saccharomyces cinsi olmayan
mayalar ile yaptiklari ¢calismada sectikleri 5 adet izolatin fermantasyon hizlar ile ilgili olarak

0,45 - 1,7 gCO2/l.sa hizlart arasinda degerlere ulagsmiglardir.

Gerdcs vd. (2020), Macaristandaki Badacsony yoresinden izole ettikleri 480 adet maya
susundan teknolojik 6zellikleri iyi olan 9 farkli izolatin 16, 21 ve 26 °C’deki fermantasyon
baslangi¢ zamanlarin1 ve fermantasyon hizlarini 6lgtiikleri ¢alismada 2 adet te ticari maya
kullanmuslardir. Iclerinde Saccharomyces cinsine ait olmayan mayalarm da bulundugu
calismada mayalarin 26 °C’de diger sicakliklardan daha hizli bir fermantasyon baglattiklar1 ve
fermantasyon yogunlugunun da daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Fermantasyon hizinin
en diisiik ve baglama siiresinin ise en ge¢ oldugu sicaklik 16 °C olmustur. Genelde ugucu bilesen
Ozelliklerinin korunmasi igin sarap isletmelerinde kullanilan dereceler 16 °C ve 21 °C arasinda
olmaktadir. Gerécs vd.’nin calismalarinda 16 °C’de izolatlardan 2 tanesi kontrol grubunu

olusturan 2 adet ticari mayadan daha hizli fermantasyon baslattig1 gozlemlenmistir.

2.7.3. Yiiksek Sicakhiga Dayamkhhk

Sarap iiretim proseslerinde fermantasyon sicakligini kontrol etmek 6nem arzetmektedir.
Bunun nedeni 30 °C’nin iizerindeki sicakliklarin, bazi sarap mayalarinin g¢alismalarini
durdurmasina (stuck fermentation) neden olabilme ihtimalidir. Ayrica diisiik sicakliklarda
kontrollii fermantasyon, aromayi olusturan ugucu bilesiklerin sira i¢inde kalmasini

desteklediginden dolayi tercih edilmektedir (Beltran, Novo, Guillamon, Mas, Rozes, 2008).

Regodon vd. (1997), Ispanya’daki Extremadura bdlgesinde bag bozumu siiresince
sicakligin 35 °C’yi asabildigini ve ¢ogu sarap isletmesinde sofutma sistemlerinin
bulunmamasindan 6tiirii duran fermantasyonlar: 6nlemek amaciyla, yiiksek sicakliga dayanikli
maya suglarinin se¢ilmesinin 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Bu nedenle; 6zellikle 42 °C’de
gelisme gosterebilen maya suslarin1 segcmeye calismislar ve yaptiklari denemeler sonucunda,
tizerinde calistiklar1 mayalarin 37 °C’de gelistiini, mayalarin %75’inin de 42 °C’de

geligebildigini belirlemislerdir.
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Sarap yapimi sirasinda iiziim sirasinin fermente edildigi sicakligin nihai sarap kalitesini
etkiledigi iyi bilinmektedir. S. cerevisiae mayasinin optimum biiyiime sicakligi 28 °C civarinda
iken, fermantasyon sirasinda sira sicakligi, meydana gelen reaksiyonlardan dolay1 40 °C’nin

tizerine ¢ikabilir (Rankine, B.C., 2004).

Sicakligin, 6zellikle S. cerevisiae iizerinde, alkol duyarlilig: ortaya ¢ikarmak gibi bir
etkisi vardir. 20 °C’den yiiksek sicakliklarda S. cerevisiae alkole karsi duyarli hale gelmektedir.
Maya, diisiik sicakliklarda etil alkole kars1 daha dayanikli hale gelmekte ancak bu durumda,
Ozellikle 5 °C’nin altindaki sicakliklarda maya soguk stresine girdiginden dolayr yine
gelismesinde sorunlar yasanmaktadir. Bu reaksiyonlar, sicaklik ve etil alkoliin hiicre membrani
lipitlerinin biyolojik fonksiyonu iizerindeki birlesik etkisinden kaynaklanmaktadir (Nurgel, C.
2000).

Bu nedenle; yiiksek alkol ve yiiksek sicaklik kosullarinda fermantasyonun
tamamlanabilmesi i¢in, sicaga dayaniklt mayalarin se¢imi olduk¢a Onemlidir. Sarap
fermantasyonu ekzotermik bir reaksiyon olup, fermantasyon sirasinda 6nemli miktarda sicaklik
olusmaktadir. Olusan bu sicakligin bir kismi giderek kaybolmakta veya zararli etkisi
olmaksizin, ortama dagilmaktadir. Ancak; yiiksek hacimli fermantasyon kaplarinda bu
sicakligin cogu korunarak, sarabin sicakligin yiikseltmektedir. Bu da mayanin inhibe olmasina
ya da gelismesinin tamamen durmasina neden olabilmektedir. Boyle tamamlanmamis
fermantasyonlarda, sarap daha diisiik etil alkol ve daha yiiksek kalint1 seker icermektedir
(Hutkins, R.W. 2006).

Charoenchai, Fleet, Henschke (1998), 22 adet Kloeckera apiculata, Torulaspora
delbrueckii, Pichia anomola, cesitli Candida tiirleri ve S. cerevisiae sarap mayasi suslari ile
yaptiklar1 ¢alismada 10 — 15 - 20 - 25 °C’de gerceklestirdikleri fermantasyonlar boyunca
gelisme hizi ve maksimum hiicre kuru agirliklarini incelemislerdir. Tiim tiirlerin gelisme
hizinin sicaklikla arttigini bulmuglardir. Mayalarin maksimum hiicre kuru agirliklarinin 15
°C’ye kadar arttigini, daha yiiksek sicakliklarda, susa bagli olarak, sabit kaldigin1 ya da artma
veya azalma gosterdigini belirlemislerdir. K. apiculata’nin pek ¢ok susunun ve C. pulcherrima,
C. stellata ve C. colliculasa’nin bazi suslarinin, S. cerevisiae’dan daha hizli gelisme
gosterdigini ve bunun da sarap fermantasyonlarinda erken gelismelerinden kaynakladigini

belirtmislerdir.
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Nikolaou vd. (2006), 84 adet S. cerevisiae maya izolat1 i¢erisinden segtikleri 6 izolatin

tiimiintin 37 °C’de gelisme gosterirken, 42 °C’de 4 tanesinin gelisebildigini gézlemlemisglerdir.

Costa vd. (2014), Brezilyada etanol tiretiminde genis olarak kullanilan 3 S. cerevisiae
ve 3 Kluyveromyces marxianus tiirii mayanin ¢esitli sicakliklarda ve ¢esitli glikoz ve etanol
yogunluklarinda gelisip gelismedigini inceledikleri bir ¢alisma yapmaislardir. 30, 37, 42, 45 °C
sicaklik ve %2, 4, 6, 8 oraninda glikoz igeriginde sadece 45 °C sicaklikta %2 glikoz
konsantrasyonunda higbir S. cerevisiae gelismemis %4 glikoz oraninda ise 1 tane S. cerevisiae
zayif bir gelisim gostermistir. Yine ayni sicakliklarda %2, 4, 6, 8, 10 etanol
konsantrasyonlarinda denemeler yapildiginda sicaklik ve etanol konsantrasyonu arttiginda

maya gelismelerinde zayiflamalar ve durmalar gézlemlenmistir.

Cavdaroglu, C. (2017), Kalecik Karas1 ve Narince iiziimleri ile yaptig1 caligmada, hasat
edilen lizimlerin yikama suyundan, iiziim sirasindan ve fermantasyon asamasindaki siradan
izole edip saflastirdig1 37 adet susun teknolojik 6zelliklerini incelemistir. Bu suglar arasindan
alkol toleransi yonii ile giiglii olan mayalar1 tanimlayarak 5 maya susu elde etmistir. 5 maya
susunu 28, 37 ve 45 °C sicakliklarda fermantasyona tabi tutmustur. 28 ve 37 °C sicakliklarda

tiim izolatlar gelisim gosterirken 45 °C sicaklikta hi¢cbir maya susu gelisim gosterememistir.

Antia, Akan, Stephen, Eno-ibanga, Akpan (2018), Nijeryada yaptiklari ¢alismada palm
saraplarindan izole ettikleri 20 adet S. cerevisiae maya susunun ¢esitli teknolojik 6zelliklerini
inceleyip karakterizasyonlarin1 yapmuslardir. Izole ettikleri 20 izolat1 30, 35 ve 45 °C
sicakliklarda YPD besiyerinde 3 giin boyunca c¢ogalmaya birakmuglardir. Inkiibasyonun
sonunda 30 ve 35 °C’de tiim izolatlar gelisirken 45 °C’de sadece 3 adet izolatin gelisebildigini

gozlemlemislerdir.

2.7.4. Yiiksek Seker Konsantrasyonuna Dayanikhhk

Ozellikle sicak bolgelerde yetistirilen saraplik iiziimlerde seker konsantrasyonlar: 30
briks’e kadar ¢ikabilmektedir (Iranzo, Perez, Canas, 1998). Siradaki seker oraninin bu sekilde
yiiksek oldugu durumlarda maya hiicreleri ozmotik basincin etkisi ile su kaybederek inhibe
olabilmektedir (Hutkins 2006). Bdylece mayanin iiremek igin gecirdigi siire uzar ve
fermantasyon hizi diiger, fermantasyonun son evrelerinde mayalarin etanol toleranslarinin
diismesi gibi problemler ile karsilagilir (Charoenchai, Fleet, Henschke, 1998). Starter kiiltiir
olarak kullanilacak sarap mayalar1 30 iistii brikslerde de ¢alisabilmeli ve saglikli sekilde %10-
13 etanol olusturabilmelidir (Ozgelik ve Denli 1999).
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Charoenchai, Fleet, Henschke, (1998), farkli tiirlerdeki 22 adet sarap mayasi susu ile
yaptiklari ¢aligmada, yiiksek seker konsantrasyonunun mayalarin gelisme hizlar ve hiicre kuru
agirliklari tizerine etkisini arastirmislardir. Siranin seker konsantrasyonu 200 g/I’den 300 g/I’ye
yiikseldiginde, baz1 maya suslarinin gelisme hizinda diisme ve test edilen tiim mayalarin son

hiicre kuru agirlik degerlerinde ise, ciddi bir azalma gézlemlemislerdir.

Iranzo, Perez, Canas, (1998), yaptiklar1 c¢alismada izole ettikleri ve denemelerde
kullandiklar1 Saccharomyces cinsi 74 maya susundan her birinin de 30 brikste gelisim

gosterdiklerini belirtmislerdir.

Bagder S. (2008), 30 °Bx diizeyindeki YPD siv1 besiyerlerinde yaptigi denemede,

kullandig1 izolatlarin hepsinin bu konsantrasyonda gelisebildigini gdzlemlemistir.

Lee vd. (2011) cesitli meyvelerden izole ettikleri 637 izolattan 70 adedini teknolojik
ozellikleri 1yi olarak belirlemislerdir. 70 adet mayadan sadece 18 tanesi %30, 40 ve 50 glikoz
iceren besiyerlerinde gelisebildigi i¢in bu 18 maya ile yapilan analizde %30, 40 ve 50 glikoz

konsantrasyonlar1 arasindaki gelisim farklar1 bir hayli yliksek bulunmustur.

Santos, Cardoso, Silva, Batistote (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada fermantasyon
kabiliyeti yiiksek bir S. cerevisiae maya kullanmislar ve sakkarin substratinin etanol {iretiminde
kullaniminm1 arastirmislardir. Calismada 18° ve 32° brikslerde mayanin iirettigi biyokiitle ve
mayanin canlilik oranini incelediklerinde, 18° briksteki siradaki biyokiitle miktarinin ve maya
canlilik oraninin 32° briksteki siradakinden daha fazla oldugunu ve bu oranlarin fermantasyon

stiresinden bagimsiz oldugunu gézlemlemislerdir.

Kuchen, Maturano, Mestre, Combina, Toro, Vazquez, (2019), saraplarda bozulmaya yol
acan maya tiirlerinde yaptiklari ¢alismada 10 Saccharomyces cinsi olmayan maya ve kontrol
grubu olarak ta bir adet S. cerevisiae tiirii maya kullanmis ve bunlarin gelismelerini 21° ve 30°
brikslerde test etmislerdir. 21° briks’te tiim mayalar gelisirken 30° briks’te sadece 3 adet

bozulmaya yol agan maya gelismis ve kontrol grubu mayanin da gelistigi gézlemlenmistir.

2.7.5. Yiiksek Etanole Dayamkhhk

Etanoliin, maya biiylimesini ve canliligin1 inhibe ettigi, genel amino asit gegirgenligi ve
glikoz alim siirecleri gibi ¢esitli tasima sistemlerini etkiledigi 1y1 bilinmektedir. Ayrica dnemli
glikolitik enzimlerin aktivitesini inhibe edebilir ve mitokondriyal DNA'ya zarar verebilir (Ibeas

ve Jimenez, 1997). Etanoliin ana etkisi, hiicre membraninin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
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biiyiikk olglide bozuntuya ugratarak zarin gecirgenligini ve akiskanligini yok etmektir
(Alexandre, Rousseaux, Charpentier, 1994). Baz1 mikroorganizmalar, alkoliin tirettigi farkli
hasar tiirlerine kars1 koymak igin gesitli stratejiler gelistirmistir (Stanley, Bandara, Fraser,
Chambers, Stanley, 2010). Ornegin, S. cerevisiae'de etanol direnci ile membran lipidlerinin
doymamis yag asidi derecesi arasinda iyi bir korelasyon vardir (Ding, Huang, Zhang, Zhao,
Yang, Zhang, 2009). Ayrica, etil alkole toleransl suslarin, diisiik toleranslilara oranla daha az
karbonhidrat depoladiklar1 bildirilmektedir (Benitez, Del Castillo, Aguilera, Conde, Cerda-
Olmedo, 1983). Hiicre i¢i pH homeostazina dahil olan genler de etanol ve diger alkollere direng

icin ¢ok 6nemlidir (Fujita, Matsuyama, Kobayashi, Iwahashi, 2006).

Saccharomyces cinsine ait mayalar sekerleri etanole fermente etmekte en giivenilir ve
en etkili mikroorganizmalardir ve geleneksel olarak endiistride glikoz bazli tarim firiinlerini
etanole fermente etmek i¢in kullanilmaktadirlar (Ho, Chen, Brainard, 1998). Bu alandaki
kullaniminda, belli bir siire sonunda fermantasyon ortaminda meydana gelen etanol miktarina
karst da dayamkli olmasi gerekmektedir. Ozellikle biyoetanol iiretiminde kullanilan S.

cerevisiae tiirii mayalarin etanol toleranslarinin ¢ok yiiksek olmasi istenmektedir.

Costa vd. (2014), 3 S. cerevisiae ve 3 Kluyveromyces marxianus tiirii mayanin g¢esitli
sicakliklarda ve ¢esitli glikoz ve etanol yogunluklarinda gelisip gelismedigini inceledikleri bir
calisma yapmiglardir. 30, 32, 42, 45 °C sicakliklarda %2, 4, 6, 8, 10 etanol konsantrasyonlarinda
denemeler yapildiginda sicaklik ve etanol konsantrasyonu arttiginda maya gelismelerinde
zayiflamalar ve durmalar gézlemlenmistir. Bu ¢calisma ile birden farkli stres faktoriiniin devreye
girmesi mayalarin olumsuz olarak etkilenmesini arttirmaya yonelik bir egilim gdsterdigini

ortaya koymaktadir.

Mayalar sarap olusum siirecinde bir¢ok stres faktoriine maruz kalirlar ve etanol stresi
bunlardan sadece bir tanesidir ancak en 6nemli kriterlerden biridir. Saraplar genellikle %10-15
arasinda etil alkol icerdiklerinden dolayi, potansiyel starter kiiltiirler en azindan %15

konsantrasyona kadar etanole dayanim gostermelidir (Gerdes vd. 2020).

Nikolaou vd. (2006) 84 S. cerevisiae susundan secilen 6 adeti ile yaptiklar1 analizde %8,
9,10, 11, 12 v/v etanol konsantrasyonlarinda hazirladiklar1 besiyerlerinde 3 giin boyunca hiicre
gelismesini ve fermantasyonun baslamasini incelemislerdir. Mayalarin 5 adeti %8 ve 9
konsantrasyonlarda gelisim gostermis ve fermantasyon baslatmistir ancak %10, 11, 12

konsantrasyonlarda gelisebilmis fakat fermantasyon baglatamamislardir. 1 maya ise %8, 9, 10

26



konsantrasyonlarda hem gelisim gosterip hem fermantasyon baslatirken, %11 ve 12
konsantrasyonlarda gelisebilmis fakat fermantasyon baglatacak kapasiteye ulagamamistir.
Calisma sonunda nispeten daha dayanikli olan susun, tek basina kullanildiginda, aromatik

yonden daha nitelikli saraplar yaptig1 gézlemlenmistir.

Bagder S. (2008), %0, 8, 10, 12, 14 v/v etanol konsantrasyonlarindaki YPD sivi
besiyerlerine inokule ettigi 10 izolattan biri haricinde hepsi %10 konsantrasyona kadar dayanim
gostermislerdir. 6 izolat ise %14 konsantrasyonda canliliklarin1 korumuslardir. Ilging sekilde
calismada referans olarak kullanilan ticari maya susu %12 ve %14 konsantrasyonlarda canlilik

sergileyememistir.

Celik vd. (2017), calismalarinda izole ettikleri izolatlardan, teknolojik 6zelliklerine gore
belirledikleri 4 S. cerevisiae ve 1 Lachancea thermotolerance tiirii maya suglarinin %12 v/v
alkole dayanikli olup olmadigini anlamak i¢in yaptiklari analizde, %12 konsantrasyonda en
fazla gelisimi S. cerevisiae tiirli olanlarin ikisi gostermistir. 1 S. cerevisiae ve 1 L.
thermotolerance orta gelisim gostermis ve 1 adet S. cerevisiae ise ¢ok az gelisim gostermistir.
Calisma sonunda yapilan duyusal analizlerde en begenilen sarabin, ayni zamanda %12
konsantrasyonda en fazla gelisim gosteren suslardan biri olan 1088 susu oldugunu ortaya

koymuslardir.

Antia vd. (2018), 20 adet S. cerevisiae maya susunun gesitli teknolojik 6zelliklerini
inceleyip karakterizasyonlarint yapmislardir. 30 °C’de 72 saat yiiriittikleri analizde
inceledikleri 20 mayadan hepsi %10 etanol konsantrasyonunda gelisim gosterirken, 17 tanesi
%15 etanolde gelisebilmistir. %20 etanolde ise 2 adet maya izolat1 gelisim gdsterebilmistir.
Calisma sonunda %20 etanole dayanikli olan suslardan biri biyoetanol iiretiminde starter kiiltiir

olarak kullanilmak {izere onerilmistir.

Kuchen vd. (2019), saraplarda bozulmaya yol agan maya tiirlerinde yaptiklari calismada
10 Saccharomyces spp. olmayan maya ve kontrol grubu olarak ta bir adet S. cerevisiae tiirii
maya kullanmis ve bunlarin gelismelerini %0, 8, 10, 12, 14 v/v etanol konsantrayonlu sivi
besiyerlerinde 6lgmiistiir. Kontrol grubu mikroorganizmalar tiim konsantrasyonlarda gelisim
gosterirken, bozulmaya yol acan mikroorganizmalardan higbiri %14 konsantrasyonda
gelisememis sadece 2 tanesi ise %12 etanol konsantrasyonunda gelisim gosterebilmistir. %0,
8, 10 konsantrasyonlarda ise tiim mikroorganizmalar gelisim gostermislerdir (%10°da 1°i

hari¢). Bu c¢alisma sirada =%11 etanol konsantrasyonu olusana kadar bozulmaya yol agan
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mikroorganizmalarin  gelisebilecegini ve olumsuz bilesiklerini olusturabileceklerini

gozlemlememiz yoniinden 6nem arz etmektedir.

Ger6cs vd. (2020), 480 adet maya susundan 80 adetini %5, 10, 15 etanol
konsantrasyonunda olan kati besiyerlerinde gelistirmek tizere yaptigi analizde izolatlarin
%76’smin %15 konsantrasyonda gelisme gostermedigini ve %96’sinin %10 konsantrasyonda
geligebildigini gdzlemlemistir. %15 konsantrasyona dayaniklilik gdsteren %24°liik boliimdeki
mayalarin igerisinde Saccharomyces cinsinin yanisira sasirtici sekilde Pichia cinsi mayalarin

oldugu da goézlemlenmistir.

2.7.6. Diisiik pH Degerlerinde Gelisebilme

Uziim sarabi fermantasyonunda, 2,75 ila 4,25 arasindaki pH degiskenligi, maya
hiicrelerinin gelisme asamalar1 igin énem arzetmektedir (Fleet ve Heard, 2002). Unsal (2007)
Kalecik Karasi, Gamay ve Cabernet Sauvignon saraplarinda yaptig1 arastirmada; ¢alismada
kullanilan saraplar i¢cin pH degerlerinin 3,63 - 3,96 arasinda oldugunu ortaya koymustur.
pH’daki bu degiskenlik mayanin stres kosullarini etkileyerek ortaya cikartacagi aroma
bilesiklerini de 6nemli Olglide etkileyecektir (Lilly, Bauer, Styger, Lambrechts, Pretorius,
2006). Bu nedenle, fermantasyon sirasindaki pH ile S. cerevisiae'nin biiyiime hiz1 arasindaki
iliskiyi degerlendirmek ¢ok onemlidir. Onceki calismalar, pH < 3'te fermentasyona baslarken
daha uzun bir lag faz1 yasayan maya hiicreleri ile pH ve S. cerevisiae biiyiimesi arasinda bir
korelasyon oldugunu gostermistir (Liu ve digerleri 2015). Gao ve Fleet (1988), diisilk pH'in
etanole duyarliliklarini artirarak maya hiicrelerinin gelisimi esnasinda stres olusturacagini
bildirmislerdir. Ek olarak, baslangi¢c pH'1l, ugucu ve ugucu olmayan bilesiklerin {iretiminin yan1
sira enzim iretimini de etkileyebilir (Pérez-Torrado ve digerleri, 2002). Ayrica, Morata,
Gomez-Cordovés, Calderon ve Suarez (2006) liziim sarabinda fermantasyonun erken
asamasinda proantosiyanidin ve asetil tiirevlerinin olusumunun pH'dan etkilendigini

bildirmistir.

Bagder S. (2008), 3,0 ve 4,0 pH degerlerindeki sivi YPD besiyerine inokule ettigi biitlin

mayalarin gelisim gosterdigini ortaya koymustur.

Lu, Voon, Huang, Lee, Liu, (2016), durian meyvesinin sirasini ve bir adet ticari maya
kullanarak gergeklestirdigi bir ¢alismada, 3,1 ve 3,9 pH degerleri ile 20 °C ve 30 °C
sicakliklardaki sira kombinasyonlarindan dogacak fermantatif farkliliklar1 ele almistir. Bu

calismada pH’in etanol iiretimi konusunda sicakliktan daha belirleyici bir stres faktorii
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oldugunu ortaya koyan arastirmacilar ayn1 zamanda pH farkliliklarinin siranin kimyasal

bilesimine de etki ettigini gézlemlemislerdir.

2.7.7. Kiikiirt Dioksite Dayamklilik

Kiikiirt dioksitin (SO2) ¢dziinmesiyle elde edilen kiikiirt (SOs%7), sarap yapiminda
mikrobiyal inhibitor ve antioksidan olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, sarap maya suslar1 igin
kiikiirt direnci istenen bir 6zelliktir (Divol, Du Toit, Duckitt, 2012). Kiikiirt ilavesi, glikozun
glikolitik bozunmasinda rol oynayan 6nemli bir enzim olan gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenazi
dogrudan inhibe edebilir, aerobik biiylime sirasinda ATP sentezini bloke edebilir ve hiicrelerde
ATP'nin tilkenmesine neden olabilir (Hinze ve Holzer, 1986). Teknolojik acidan bakildiginda,
mayanin kiikiirt direnci biiyiik ilgi ¢ekicidir ve hala sarap yapimi i¢in dnemli bir kriter teskil
etmektedir. Sarap mayalariin kiikiirt direng mekanizmasi da kapsamli bir sekilde incelenmistir
(Xu, Wightman, Geller, Avram, Bakalinsky, 1994). S. cerevisiae hiicreleri, SO3* 'e baglanan
asetaldehit tiretimindeki artis, kiikiirt alim yolunun diizenlenmesi ve plazma membran pompasi
yoluyla kiikiirt akis1 gibi kiikiirt tarafindan dretilen stresle basa c¢ikmak igin farkli
mekanizmalara sahiptir (Casalone vd., 1992). Sarapta kullanilan SO, miktar1 genellikle 20-200
mg/l arasinda degismektedir (Ough, C.S. 1986). Sarabmn kiikiirtten olumsuz etkilenmesini
onlemek icin farkli maya suslarini kullanma odakl stratejiler izlenmektedir. Aslinda, kiikiirt
varligima bagli asetaldehit iiretiminin indiiksiyonu, sarapta kotii tatlar1 olusturabilecek
metabolitlerin tiretimi ile serbest asetaldehit konsantrasyonunda 6nemli bir artig ta yaratabilir
(Herrero, Garcia, Diaz, 2003). Segilen sus, HaS liretimini artirabilen siilfat asimilasyonunu
tercihen indiiklerse yine ayni sonug elde edilebilir. Bu molekiil ¢iiriik yumurta aromasina
sahiptir ve aym1 zamanda istenmeyen duyusal 6zelliklere sahip diger bilesiklerin onciisiidiir

(Swiegers, Bartowsky, Henschke, Pretorius, 2005).

Nikolaou vd. (2006) 6 adet sus ile yaptiklari analizde 100, 200 ve 300 mg/I
konsantrasyonda SO igeren s1vi besiyerlerine yaptiklari inokiilasyonlarda, 72 saatin sonunda
sadece 300 mg/l konsantrasyonlu besiyerindeki bir mayanin haricindeki biitiin mayalarin biitiin

konsantrasyonlarda gelisim gosterdigini gézlemlemislerdir.

Bagder S. (2008), 0, 50, 100, 150, 200 mg/l konsantrasyonlarinda SO> ilave edilmis
YPD siv1 besiyerlerinde mayalarin gelisme Ozelliklerini incelemistir. Calisma kapsaminda
incelenen tiim maya suslariin 200 mg/I’ye kadar tiim konsantrasyonlarda gelisme gosterdigi

gOriilmiistiir.
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Cavdaroglu, C. (2017), Kalecik Karas1 ve Narince {iziimleri ile yaptig1 caligmada, hasat
edilen lizimlerin yikama suyundan, iizlim sirasindan ve fermantasyon asamasindaki siradan
izole edip saflastirdig1 37 adet susun teknolojik 6zelliklerini incelemistir. Bu suslar arasindan
sectigi 5 maya susu ile 50, 10, 150, 200 mg/l konsantrasyonlarinda SO> i¢eren besiyerlerinde

yaptig1 analizlerde biitiin suglarin gelisme kaydettigini gézlemlemistir.

Celik vd. (2017), izole ettikleri mayalardan, teknolojik 6zelliklerine gore belirledikleri
4 S. cerevisiae ve 1 Lachancea thermotolerance tiirii maya suslarinin, 200 mg/l SO i¢eren
besiyerlerindeki gelisimlerini analiz etmisler ve tim suslarin gelisim gdsterdigini

belirlemislerdir.

Kuchen vd. (2019), saraplarda bozulmaya yol agcan maya tiirlerinde yaptiklar1 calismada
10 Saccharomyces cinsi olmayan maya ve kontrol grubu olarak ta bir adet S. cerevisiae tiirii
maya kullanmiglardir. 0 - 0,1 - 0,15 - 0,2 - 0,3 - 0,4 mg/l konsantrasyonlarda SO> igeren s1v1
besiyerlerinde yaptiklar1 analizlerde Saccharomyces olmayan 9 mayanin 300 mg/l
konsantrasyona kadar 7’sinin ise biitiin konsantrasyonlarda gelisim gdosterdigini ortaya
koymuslardir. Boylece, 6zellikle diisiik kiikiirtleme iddias1 olan saraplarda bozulmaya yol acan
mikroorganizmalarin inhibisyonu i¢in baslangigta siraya katilmasi gerecken en az SO»2
miktariin belirlenmesi {izerine bir fikir olusmasini saglamislardir. Bu ¢alismada sasirtici
olmayan bir sekilde S. cerevisiae olan kontrol grubu tim konsantrasyonlarda gelisim

gostermistir.

2.7.8. Ugar Asit Olusturma

Asetik asit, saraplarin ugucu asitliginin ana bilesenidir ve bu nedenle sarap kalitesi i¢in
kritik 6neme sahiptir. Saraplardaki konsantrasyonu yaklasik olarak 0,5 g/lI'dir ve Uluslararasi
Bag ve Sarap Orgiitii (O1V) standartlarina gére saraplarin sahip olabilecegi en yiiksek ugar asit
konsantrasyonu, asetik asit cinsinden 1,2 g/I’dir (Uluslararas1 Bag ve Sarap Orgiitii (OIV),
2021).

Ucucu asitlik hiicre biiylimesinin baslangicinda olusur (Alexandre vd. 1994) ve {iretimi
maya susuna bagli olarak degiskenlik gosterdigi gibi (Erasmus, Cliff, van Vuuren, 2004), ortam
bilesimi, vitaminler, baglangictaki seker konsantrasyonu ve sicaklik degisimleri gibi
fermantasyon kosullarina da baglidir (Monk ve Cowley, 1984). Sarap mayalari, ayn1 zamanda

lizim sirasinda yiiksek seker konsantrasyonlarinin (> 35° Brix) neden oldugu hiperozmotik
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stres tepkisinin bir yan iirlinii olarak ta asetik asit liretir. Ayrica {iziim tanelerinin zedelenmesi

ve botrytis (kursuni kiif) te sarapta ucar asitin artmasina sebep olur (Erasmus vd. 2004).

Nikolaou vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, fermantasyon sonunda izole edilen
84 S. cerevisiae susundan segilen 6 tanesi ile yapilan analizde besiyerlerindeki fermantasyonlar
sonunda ugar asit miktar1 0,31 - 0,48 g/l arasinda bulunarak ortalamanin altinda ucar asit

olusturduklar tespit edilmistir.

Lopes vd. (2007), starter kiiltiir olarak kullanilacak maya izole etmek icin yaptiklari
calismada 32 yerli maya susundan segtikleri 2 adet S. cerevisiae ve 2 adet ticari sarap mayasi
ile yurittiikleri analizde, otokton mayalar 0,65 ve 0,78 g/l ugar asit iiretirken ticari suslar 0,65

ve 0,87 g/l ugar asit iiretmislerdir.

Tristezza vd. (2014), Giliney italya’daki Apulia Bolgesi’nin yerel ve antik {iziimii olan
“Susumaniello” tiztimleri ile yapilan bir arastirmada H2S salinimi az oldugu tespit edilen 200
sus arasindan rastgele alinip saflastirilan 72 adet sus iizerinde yapilan molekiiler tanimlama
sonucunda elde edilen 15 S. cerevisiae susu i¢in ¢esitli teknolojik analizler yiiriitiilmistiir. Bu
15 sus ile yiiriitiilen ¢alismada susumaniello {iziim siralar1 kullanilmis ve denemeler 25 °C’de
gerceklestirilmistir. Analizler sonunda otokton mayalarin 0,14 - 0,37 g/l arasinda, kontrol

mayasi olan ticari susun ise 0,46 g/l ugar asit olusturdugu gézlemlenmistir.

Celik vd. (2017), izole ettikleri mayalardan, teknolojik 6zelliklerine gore belirledikleri
4 S. cerevisiae ve 1 Lachancea thermotolerance tiirii maya suslar ile yaptiklari analizde,
mayalarin, 15 °C'de, 200 ppm SO2 ve %12 v/v alkol i¢eren YPD sivi besiyerinde fermantasyon
sonunda trettigi ucar asit degerlerini 0,72 - 1,02 g/l arasinda bulmuslardir. Calismanin

sonucunda en diisiik ucar asit iireten 1088 kodlu mayay starter kiiltiir olarak onermislerdir.

Furdikova, MakySova, Spanik, (2017) Slovakyadaki belirli baglardan topladiklart
Gewurztraminer ¢esiti iizlimlerden izole ettikleri 3 otokton maya ile yiiriittiikleri ¢alismada,

caligilan biitlin mayalarin yaklasik 0,3 g/l ugar asit olusturduklarini saptamiglardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hammadde

baglardan, olgunluk asamalarinda hasat edilmistir. Toplamda 5 adet, farkli 6zellikler tagiyan
baglardan hasat edilen Papazkarasi iiziimleri sanitasyon kurallarina uyularak laboratuvara

getirilmistir. Uziim &rneklerinin toplandigi bag lokasyonlar1 sekil 3.1°de harita iizerinde

Calismada kullanilacak Uziimler Edirne, Kirklareli ve Tekirdag sinirlar1 icinde bulunan

gosterilmigtir.

Kirklareli Uskiip Bélgesinde bulunan bageilik
uygulamalarinin yapiimadigi bir bag

Kirklareli ilinde bulunan bir sarap iiretim bagi

YUN.

Edirne Uzunkopri Kircasalih Beldesinde bulunan
eski bir bag

MARMARA DENIZI
Edirne Uzunkopru Yenikoy Koylunde bulunan S (>
bagcilik uygulamalarinin yapildigi bir bag
2

Enstitiimizde bulunan Papaz Karasi parseli

Sekil 3.1: Papazkarasi tiziimlerinin hasat edildigi baglar

Uziimlerin Hasat Edildigi Yerlerin Koordinatlar1 rakimlar1 asagidaki gibidir;

Kirklareli Uskiip: 41°45°107K 27°23°30”D , Rakim: 351m
Kirklareli Hamitabat: 41°32°00”K 27°17°41”’D , Rakim: 140m
Edirne Kircasalih: 41°22°527K 26°48’6”D , Rakim: 87m
Edirne Yenikdy: 41°20°18”K 26°45°17”D , Rakim: 78m
Tekirdag Bagcilik Ars. Enst.: 40°58°30”K 27°28°03”D , Rakim: 50m

Toplanan 6rneklerin toplam suda ¢oziinebilir kuru madde (sgkm) ve tartarik asit

cinsinden toplam titreedilebilir asit (ta) degerleri ¢izelge 3.1’de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.1: Toplanan iiziim drneklerin SCKM ve TA degerleri

Ornek SCKM (°Bx) TA (g/l)
Kircasalih 18.9 7.05
Yenikoy 18 6.09
Uskiip 14 10.35
Hamitabat 19.3 9.45
Enstitii 22.1 8.55

SCKM: suda ¢oziiniir kuru madde
TA: toplam asit (tartarik asit cinsinden)

3.1.1.1. PapazKkaras: Uziim Cesiti

Gri puslu siyah renkli bir {iziim olan Papazkarasi g¢esiti, yuvarlak iri tane yapisina (ort.
2.8g) sahip bir gesittir. Tanedeki ¢ekirdek sayist ortalama 1-2 adettir. Salkim yapist “kanatl
konik” olarak adlandirilan yapida olup salkim biiyiikliikleri ortalama 550-600g ile “¢ok iri”
smifinda yer almaktadir. Salkimda taneler sik bir yapida bulunur. Olgunlagsma donemi
bakimindan geg¢i bir ¢esit olan Papazkarasi Trakyanin yerel iiziimii olarak bilinmekte olup
Edirnenin Uzunkoprii ilgesinin Kircasalih beldesi bu ¢esit i¢in orijin olarak gosterilmektedir

(Celik, 2006). Papazkarasi gesitinin asma {lizerindeki goriintiisii sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.2: Papazkarasi {iziim ¢esiti
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3.1.2. Besiyerleri

Cizelge 3.2: YPD (Yeast Extract Pepton Dextrose Agar) sivi besiyeri

Icerik g/l
Yeast Extract 10
Peptone From Meat 20
D(+)-Glucose 20

YPD s1v1 besiyeri hazirlamak igin, bilesenler belirtilen miktarlarda tartilarak balon joje
icerisine konulur. Uzerine saf su eklenir. Balon joje icerisine balik atilarak manyetik
karistiricida 1s1 verilerek karistirilir. Yapilacak analizin gerekliliklerine gére NaOH veya HCI
ile pH ayarlamas1 yapilir. Kat1 partikiillerin tamaminin erimesinden sonra balon jojelerin agzi
aliminyum folyo ile kapatilarak otoklavda 121 °C’de 20 dakika boyunca sterilize edilir. YPD

s1v1 besiyerinin igerigi ¢izelge 3.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.3: YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) kati besiyeri

Icerik g/l
Yeast Extract 10
Peptone From Meat 20
D(+)-Glucose 20
Agar 15

YPD kat1 besiyeri hazirlamak igin, bilesenler belirtilen miktarlarda tartilarak balon joje
igerisine konulur. Uzerine saf su eklenir. Balon joje igerisine balik atilarak manyetik
karistiricida 1s1 verilerek karistirilir. Kati partikiillerin tamaminin erimesinden sonra balon
jojelerin agz1 aliiminyum folyo ile kapatilarak otoklavda 121 °C’de 20 dakika boyunca sterilize
edilir. Her petri kabina yaklasik 10ml olacak sekilde 9mm ¢apindaki petri kaplarina dokiiliip

sogumaya birakilir. YPD kati besiyerinin icerigi ¢izelge 3.3 te gosterilmektedir.
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Cizelge 3.4: YPD + amoxicillin agar

Icerik g/l
Yeast Extract 10
Peptone From Meat 20
D(+)-Glucose 20
Agar 15
Amoxicillin 0,015

YPD+amoxicillin agar besiyeri hazirlamak i¢in, bilesenler belirtilen miktarlarda
tartilarak balon joje icerisine konulur. Uzerine saf su eklenir. Balon joje icerisine balik atilarak
manyetik karistiricida 1s1 verilerek karigtirilir. Kat1 partikiillerin tamaminin erimesinden sonra
balon jojelerin agz1 aliiminyum folyo ile kapatilarak otoklavda 121 °C’de 20 dakika boyunca
sterilize edilir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri sogumaya birakilir. En fazla 55 °C sicaklikta
besiyeri igerisine amoxicillin eklenir ve manyetik karistirict ile karistirilir. Her petri kabina
yaklasik 10ml olacak sekilde 9mm capindaki petri kaplarina dokiiliip sogumaya birakilir. YPD

+ amoxicillin agar’in icerigi ¢izelge 3.4’te gosterilmektedir.

Mayalarn iirettigi hidrojen siilfiir (H2S) miktarini tayin etmede BIGGY agar kullanilir.
45 gr toz besiyeri tizerine 1 litre saf su konulup manyetik karistiricida 1sitilarak karistirilir.
Kaynama noktasina geldiginde ocaktan alinip petri kaplarina, her petriye 10’ar ml gelecek
sekilde dokiiliir. Bu besiyeri, hazirlanmasi sirasinda, otoklavlanmaz, kaynama noktasindan

yiiksek sicakliklarda selektif agar olma 6zelligini yitirir.

3.2. Metot

3.2.1. Spontan Fermantasyon Denemelerinin Olusturulmasi

Edirne ve Kirklareli sinirlarinda bulunan, farkli 6zellikler tasiyan 4 bagdan ve Tekirdag
Bagcilik Arastirma Enstitiisiiniin (TBAEM) i¢inde bulunan Papazkarasi bagindan, olmak {izere
toplam 5 bagdan Papaz Karasi tiziimleri 6nolojik olgunluk asamalarinda toplanmistir. Temiz
malzemelerle hasat edilen salkimlar steril posetlerin iginde, mobil dolaplar ile laboratuvara

getirilip kirilmis ve spontan fermantasyona birakilmistir.

Laboratuvara getirilen tziimlerin, hasat ile kirilip cibreli spontan fermantayona
birakilmalar1 arasindaki siirenin 24 saati gegmemesine dikkat edilmis ve bu siirede +4 °C’de
muhafaza edilmistir (Fugelsang ve Edwards, 2007). Aseptik kosullarda tiziim taneleri
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salkimlardan ayrilmis ve taneler patlatilmistir. Salkimindan ayrilip patlatilan taneler cibre
haline getirilmis ve 1 litrelik siselere, her sisede 850 ml cibre olacak sekilde konulmustur.
Denemeler 3 tekerriir halinde hazirlanmistir. Uziimlerin kirilmasindan sonra her bir
fermantasyon sirasina, her tiirlii biyolojik riskten kaginmak ancak siranin i¢ginde miimkiin olan
en fazla maya popiilasyonunu saglamak amaciyla 25 mg/| kiikiirt dioksit (SO2)’e denk gelecek
sekilde 32,2 ml sodyum metabisiilfit (Na2S20s) eklenmistir (Parish ve Carroll, 1987).

Toplam 5 bagdan alinan tliziimlerden elde edilen cibre 6rnekleri 17 °C sabit sicaklikta
fermentasyona birakilmistir (sekil 3.3). Fermentasyonlarin bitimine kadar siselerdeki agirlik
azalimlar1 her giin Olciilmis ve agirhik azalmalart durunca fermantaSyonlarin bittigi
ongoriilmiistiir. Kurulan biitiin denemelerde fermentasyonlar, 15 - 25 giinler arasinda

tamamlanmustir.

9\

Sekil 3.3: Baglardan toén iiziimler ile olusturulan spntan fermhtasyonlar

3.2.2. Izolasyon ve Saflastirma

Uziim cibreleri spontan fermantasyona birakildiktan sonra giinliik agirlik azalimlari
izlenmistir. Agirlik azalmalar sabitlendiginde fermente olmus siralarin her birinden 6rnekler
alinarak YPD kati1 besiyerlerine ekimler yapilmistir (Guimares ve ark. 2006). Ekimler
yapilirken diliisyon konsantrasyonlar1 102 ile 10 olarak ayarlanip her konsantrasyondan petri
kaplarina ekim yapilmistir. Maya izolasyonu yapilacagindan dolayi, bakteri ¢ogalmasinin
Online gecmek icin %0,015 mg/l amoksisilin konulan YPD kati besiyerlerine yapilan
ekimlerden sonra, petri kaplari 4 giin 28 °C’de inkiibasyona birakilmistir. (Cavdaroglu, 2017).
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Inkiibasyon sonunda besiyerlerinde goriilen koloniler, morfolojik dzelliklerine gére incelenip
rastgele secilerek bir diger YPD kat1 besiyerine ¢cizme plak yontemi ile ekilerek saflagtirilmistir.
Saflagtirma islemi 6 kere tekrarlanmistir (Valero ve ark. 2007). Spontan fermantasyon
orneklerinden alinan numuneler ve bu numuneler kullanilarak yapilan izolasyon ve saflagtirma

stireci sekil 3.4, sekil 3.5, sekil 3.6, sekil 3.7 ve sekil 3.8’de gosterilmistir.

Sekil 3.4: Spontan fermantasyonlardan alinan 6rnekler

Sekil 3.6: Kolonilerin segilmesi
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Sekil 3.8: Saflastirilan maya susunun petri kabindaki goriintiisii

3.2.3. Mayalarin Teknolojik Ozelliklerini Belirlemek I¢in Yapilacak Analizler

3.2.3.1. Hidrojen Siilfiir (H2S) Uretimi

Izolatlarin fermantasyon siirecindeki hidrojen siilfiir (H2S) iiretim miktarlarin
belirlemek amaci ile yapilan analizde BIGGY agar besiyeri kullanilmistir. Mayalarin besiyeri
tizerinde olusturduklari renklere gore ne diizeyde HoS direticisi olduklar1 tespit edilmeye
calisilmistir (Vicente vd., 2006).

Oncelikle 45 g BIGGY agar toz olarak tartilip 1 litre saf su ile karistirilmistir. Agarin
ayirt edici 6zelligini kaybetmemesi igin diger sivi ve kat1 besiyerlerinden farkli olarak 121°C’de
otoklavlanmamis bunun yerine 98 °C’de 30 dakika otoklavlandiktan sonra 60 °C’de, kabin
icinde 9 mm’lik plastik petri kaplarina, her kaba ortalama 10 ml besiyeri gelecek sekilde
dokiilmiistiir. Ardindan olasi bir istenmeyen canlilifin 6niine gegmek amaciyla petri kaplar: 1

saat boyunca ultraviyole 151k altinda bekletilmistir.

Besiyerleri katilagtiktan sonra 28 °C’de 24 saat boyunca aktiflestirilen maya suslari
BIGGY agar besiyerine ¢izme plak yontemiyle ekilerek, 30 °C’de 5 giin boyunca inkiibasyona
birakilmislardir. Inkiibasyon sonunda kahverengi, koyu kahverengi ve siyah koloniler yiiksek
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H.S iireticisi olarak kabul edilmislerdir. Maya ¢izgilerinin kahverengilesme derecesi; 1: beyaz,
2: krem, 3: acik kahverengi, 4: kahverengi, 5: koyu kahverengi ve 6: siyah seklindeki skala esas

alinarak degerlendirilmistir (Cordente, Heinrich, Pretorius, Swiegers, 2009).

Analizde pozitif kontrol olarak, HaS fireticisi oldugu bilinen Candida krusei susu
kullanilmistir. Bir diger kontrol grubu olarak ise ticari bir maya susu olan “Lalvin RC212”

kullanilmaistir.

3.2.3.2. Fermantasyon Hiz:

Fermantasyonlarda 50 mI’lik steril plastik falcon tiipleri kullanilmistir. Her tiipe 20 ml
YPD besiyeri konulmus ve 25 °C’de inkiibatorde fermantasyonlar gergeklestirilmistir.
Fermantasyon denemelerinde maya gelisme ortami olarak 20 g/l glikoz ihtiva eden YPD
besiyeri (pH 3,5) kullanilmistir. Siv1 besiyerinin pH’sin1 ayarlamada hidroklorik asit (HCI) ve
sodyum hidroksit (NaOH) kullanilmistir.

Izolatlar, denemelerin yapildigi besi ortamma konmadan &nce YPD (pH 4,5)
besiyerinde 28 °C’de 24 saat birakilarak aktif hale getirilmis ve thoma lamu ile sayilarak her bir
besi ortamma 10° hiicre/ml yogunlukta olacak sekilde aktarilmistir. Fermantasyon siiresince
karbondioksit (CO2) gazi ¢ikist oldugundan CO2 molekiiliiniin havaya karigmasinin neden
oldugu agirlik kayiplar diizenli araliklarla dl¢iilmiistiir (sekil 3.9). Gaz cikisina bagli agirlik
kayiplart sifir oldugunda fermantasyonun sona erdigi kabul edilmistir (Iranzo, Perez, Canas,
1998; Pérez-Coello, Briones-Pérez, Ubeda-Iranzo, Martin-Alvarez, 1999).

Sekil 3.9: Fermantasyon Hiz1 Olgiimleri
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3.2.3.3. Yiiksek sicakliga dayaniklilik

Mayalarin yiiksek sicaklikta gelisme yetenekleri belirlenirken, 28 °C’de 24 saat
boyunca YPD siv1 besiyerinde aktiflestirilen maya kiiltiirleri, YPD s1v1 besiyerine (10 ml) 1 6ze
dolusu inokiile edilmis, 37 ve 42 °C’de 5 giin inkiibasyona birakilarak gelismeleri, durham

tiiplerindeki gaz olusumlarina bakilarak (sekil 3.10), incelenmistir (Nikolaou vd., 2006).

Sekil 3.10: Maya gelisimlerinin Durham tiipiinde olusturdugu gaz

3.2.3.4. Yiiksek Seker Konsantrasyonuna Dayaniklilik
Uziim ve siradaki seker konsantrasyonu ¢ok yiiksek (30° brix ve iizeri) oldugunda,

ozmotik basincin artmasiyla birlikte mayalar inhibe olabilmektedirler (Hutkins, 2006).

Denemeler, brix derecesi 30°’ye ayarlanmis YPD Broth besiyerinde gergeklestirilmistir.
Maya kiiltiirleri, durham tiipii igeren besiyerine (10 ml) 1 6ze dolusu inokiile edilerek, 30 °C’de
3 giin inkiibasyon sonucunda, durham tiipiiniin {i¢te ikisinde gaz olusturan maya suslarinin

gelismeleri pozitif olarak kabul edilmistir (Iranzo vd., 1998).

3.2.3.5. Yiiksek Etanole Dayaniklilik

Maya izolatlari, YPD Broth besiyerinde 28 °C’de 24 saat aktiflestirildikten sonra, 100-
130-150-170 ml/l konsantrasyonda etanol i¢ceren 10 ml YPD besiyerlerine, Thoma lami ile
sayildiktan sonra inokule edilerek (~3 ul 10® kob/ml) 30 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilarak
bu siire sonundaki gelisimleri takip edilmistir. Tiiplerdeki gelisimin gbzlemlenmesi durham
tiipleri ve besiyerinin bulanikligina bakilarak gézlemlenmistir (Guimaraes, Moriel, Machado,

Picheth, Bonfim, 2006).

3.2.3.6 Diisiik pH Degerlerinde Geligebilme
pH degerleri HCI ve NaOH ile 3,0 ve 4,0’e ayarlanan YPD besiyerleri 15 ml’lik tiiplere

10 ml konulmustur. Her maya susu tiiplere 10 ul inokule edilmis ve 28 °C’de 7 giin boyunca
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inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda tiiplerin i¢indeki gaz birikimine bakilmistir.
Durham tiiplerinin 2/3’sinin gaz oldugu tiiplere inokiile edilen mayalarin iireme kaydettigi
kabul edilmistir. Denemede kontrol olarak, ayarlamasi yapilmayan, 6,67 pH’a sahip YPD
besiyeri kullanilmistir (Charoenchai vd., 1998).

3.2.3.7. Kiikiirt Dioksite Dayaniklilik

Sarap mayalarinda bulunmasi gereken en 6nemli 6zelliklerden birisi, baglangigta siraya
katilabilecek 25 - 200 mg/l araligindaki SOz miktarlarini tolare edebilme 6zelligine sahip
olmasidir (Parish ve Carroll, 1987) Maya suslarimin 0, 50, 100, 150, 200 mg/l
konsantrasyonlarinda SO ilave edilmis YPD besiyerlerinde gelisme 6zellikleri incelenmistir.
Aktif hale getirilen maya kiiltiirleri yaklasik 10° hiicre/ml diizeyinde olacak sekilde besi yerine
inokule edilmis ve 72 saat 28 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. (Guimaraes vd., 2006).

3.2.3.8. Ugar Asit Olusturma

Mayalarin fermentasyon asamasinda ikincil metabolit olarak meydana getirdikleri
asetik asit (CH3COOH) miktarin1 belirlemek i¢in %20 glikoz igeren malt ekstraktli sivi besiyeri
(YPD) kullanilmistir. Mayalarin besiyerinde olusturdugu ugar asitin miktarinin belirlenmesinde
buharli damitma yonteminden faydalanilmistir (sekil 3.11). Buharli damitma sistemi ile
damitilan 60 ml sivi kaynama noktasina kadar isitilmigtir. Ardindan fenolfitaleyn
indikatorliigiinde 0,1 N NaOH ¢ozeltisi ile renk degisimi gozlenene kadar titre edilmistir.
Titrasyonda renk degisimi gozlenene kadar harcanan NaOH miktar1 (ml) 0,12 ile carpilarak
fermantasyon sonunda besiyerinde mayalar tarafindan olusturulan ugar asit miktar1 asetik asit

cinsinden “g/I” olmak iizere hesaplanmistir (Ough ve Amerine, 1988).

Sekil 3.11: Buharli damitma yonteminin uygulanmasi
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3.2.4. Karakterizasyon

Saflastirilarak teknolojik testlere tabi tutulan ve testlerin sonucunda sarap yapimi igin
uygun oldugu diisiiniilen izolatlar DNA sekans analizleri yapilmak iizere harici bir laboratuvara
gonderilmistir. Boylelikle temel testlerden gecmis olan mayalarin hangi tiire ait oldugu veya S.
cerevisiae tiiriine ait olup olmadiklar1 tespit edilmistir. Sekans analizine génderilmek {izere,
maya Orneklerinin izole edildigi iiziim 6rneklerinin toplandigi 5 bolgenin her birini temsil
etmesi acisindan testlerde farkli 6zellikler gosterdigi goriilen 3’er izolat segildi. DNA sekans
analizi Tekirdag Namik Kemal Universitesi Biinyesindeki Namik Kemal Universitesi Bilimsel
ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (NABILTEM) kurulusunda
yapilmustir.

3.2.4.1. Maya Orneklerinin DNA /zolasyonu

Maya hiicrelerinden DNA ekstrakte etmek i¢in kullanilan metotlar insan veya hayvan
hiicreleri ya da viriislerden DNA ekstraksiyon metodlariyla karsilagtirildiginda daha fazla siire
gerektiren ve verim anlaminda da nispeten diisiik sonuglar veren bir prosestir. Bir maya
hiicresinin DNA’sinin elde edilmesi i¢in Oncelikle bir hayli dayanikli olan hiicre duvarinin

uzaklagtirilmasina ihtiya¢ duyulur.

Hayvansal hiicredeki hiicre duvari ¢ok sayida kompleks karbonhidrata bagli bir
proteinler biitiniidiir. Bitkilerde ise hiicre duvarini olusturan ana unsur seliilozdur. Farkli
olarak, mantarlarda ve mayalarda bu kompleks karbonhidrat, boceklerin kabuk ve iskletinde
ana yap1 maddesi olan kitindir. Bundan dolay1 maya hiicrelerinin duvarlarini pargalamak igin
lyticase veya zymolase enzimleri kullanilir. Hiicre duvari par¢alanmis olan bu hiicrelere

sferoplast denmektedir.

Sferoplastlar1 elde ettikten sonra hiicreleri parcalayarak DNA’y1 hiicreden ¢ekip serbest
hale getirmek ¢ok daha kolaydir.

DNA ekstraksiyonunda kullanilan yontemler sirasiyla soyledir;

Sorbitol tampon hazirlanmas:
e 0,7 M Sorbitol
e 0,1IMEDTA
e 0,1M Tris. HCI, pH 8,0
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1. Petriden bir maya kolonisi alinmig ve 1 ml Sorbitol tampon igeren 1,5 ml

mikrosantrifuj tiipe aktarilmig ve sonrasinda pipet ile karistirilmastir.

2. Hiicreler 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilarak toplanmis ve supernatant

atilmastir.
3. 1 ml Sorbitol tampon, 1 pl DTT ve 250 tinite lyticase eklenmistir.

4. Vorteks yapilarak maya hiicreleri ¢6ziilmiis ve 30 °C’de 30 dakika her 5 dakikada bir

karistirilarak inkiibe edilmistir.

5. Hiicreler 5.000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak toplanmis ve supernatant

atilmastir.
6. 200 ul soliisyon DL ve 20 ul proteinaz K eklenmistir.

7. Vorteks yaparak karistirilmis ve 56 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda
orneklerin karistigindan emin olmak igin Ornekler her 10 dakikada bir vorteks ile

karigtirilmistir.

8. 250 pl soliisyon B eklenip 20 saniye vorteks yapilarak karistirilmastir.

9. Kisa bir santrifiijden sonra her 3 dakikada bir karistirilarak 65 °C’de 15 dakika inkiibe

edilmistir.
10. 200 pl etanol (%96-100) eklenip, 20 saniye vorteks yapilarak karigtirilmistir.

11. Kisa bir santrifiijden sonra karigim, toplama tiipiiniin igine yerlestirilmis spin kolona

aktarilmastir.

12.10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilip sivi igeren alttaki tiip atilmis ve kolon yeni

bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

13. 700 pl soliisyon W1 eklenmis 10.000 g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Toplama

tiiptindeki s1vi atilmig ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirilmistir.

14. 700 pl soliisyon W2 eklenmis 10.000 g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Toplama

tiipiindeki s1v1 atilmis ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirilmistir.

15. 14.000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapilmaistir.
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16. Spin kolon, steril 1,5 mI’lik bir mikrosantrifiij tiipe transfer edilmistir.

17. 200 pul 70 °C’ye 1sitilmis soliisyon E eklenmis ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe

edilmistir.
18. 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

19. Santriflij sonrasinda spin kolon atilip, mikrosantrifiij tiipiiniin i¢indeki eliisyon

tamponunda izole edilmis genomik DNA elde edilmistir. (Anonim, 2021d)

3.2.4.2. ITS1-4 Bolgesinin PCR da Cogaltilmast

Calismalarda ileri primer olarak ITS1 (5'TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG 3’) ve
geri primer olarak ITS4 (5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3”) kullanilmistir. Caligmada
500 pl’lik PCR tiiplerine toplam hacim 50 pl olacak sekilde sirasiyla 17,5 ul molekiiler
caligmalar i¢in retilmis steril su, 2,5 pul buffer (MgCl> icermez), 0,5 pl
(deoksintikleotidtrifosfat) dNTP miks (dATP, dCTP, dGTP, dTTP’lerden her birinin
konsantrasyonu 200 uM olacak seklide hazirlanan karisim), 0,5 ul ITS1 ileri ve 0,5 ul ITS4
geri primerleri, 2 pl MgClz ve 0,5 ul Tag DNA polimeraz enzimi ve son olarak 1 ul DNA ilave
edilmis ve (negatif kontrol i¢in 1 ul ¢alismada kullanilan steril su kullanilir) tiipler PCR
haznesine yerlestirildikten sonra PCR reaksiyon parametreleri 95 °C’de 15 dk Initial
Denaturation (denaturasyonun baglamasi) , 94 °C’de 60 sn. Denaturation (gift zincirin
acilmasi), 55 °C’de 2 dk. Annealing (primerlerin baglanmasi), ve 72 °C’de 2 dk. Extension
(zincir uzamasi) olarak programlanmis ve bu islem 35 defa tekrarlanmistir. Islem
tamamlandiktan sonra bu reaksiyonun sonuna, son zincir uzama asamasi i¢in 72 °C’de 10 dk.
Final Extension (son uzama) eklenmis ve 4 °C’ye sogutulmus, PCR’dan ¢ikarilan tiipler -40
°C’de muhafaza edilmistir (Blaiotta vd., 2002).

3.2.4.3. DNA Elektroforezi

DNA orneklerinin elektroforezi, %1 agaroz igeren jellerde yapilmistir (Meyers,
Sanchez, Elwell, Falkow., 1976). Yatay jel sistemleri i¢in agaroz, 100 ml tris-asetat elektroforez
tamponu igerisinde ve kaynar su banyosunda ¢oziilmiistiir. 45 °C’ye kadar sogutulan ortam
elektroforez plakalarina 30 - 50 ml olacak sekilde aktarilmis ve jel taraklari yerlestirilerek 60
dakika bekletilmistir. Bu silire sonunda tampon c¢ozelti, jeli kapatacak sekilde elektroforez

tanklaria dokiilmiis ve jellerin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar ¢ikartilmistir.
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-40 °C’den ¢ikartilan PCR’lanmig DNA 6rneklerinden 1 pl alinarak temiz bir parafilm
tizerinde 2ul boya ¢ozeltisi (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder) ile karistirilmis ve mikropipet
aracilig ile jel kuyucuklarina yiiklenmistir. DNA’nin biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla jelin
bir kuyucuguna da 5ul marker (6x LoadingDye Solution) yiiklenmistir. Yikleme islemi
bittikten sonra tank kapatilarak gii¢ kaynagina baglanmistir. Elektroforez, 100 voltta, 325
mA’de 30 - 60 dakika siire ile yapilmuistir.

Yiikleme boyasi jelin 3/4 ve 4/5’lik kismini1 gectikten sonra elektroforez islemi sona
erdirilmistir. Ortamdan alinan jel, kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanmis 0,2
ug/ml etidyum bromiir igeren ¢ozeltisinde 30 dakika boya islemine tabi tutulmustur. Boyama
islemi biten jel 366 nm dalga boyunda ultraviyole 1s1kta incelenerek Kodak Gel Logic 200
ImagingSystem kullanilarak fotograflar1 alinmistir (Macrina, Tobian, Jones, Evans, Clewell,
1982).

3.2.4.4. PCR Uriinlerinin Saflastirilmast ve DNA Dizi Analizi
Maya Orneklerinden DNA ekstraksiyonu, PCR’da ¢ogaltilan ve agaroz jelde
goriintiilenen DNA &rneklerinin DNA dizi analizi Namik Kemal Universitesi Bilimsel ve

Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (NABILTEM)’de yapilmustir.

3.2.4.5 BLAST Tarama

BLAST (Basic Alingment Search Tool), aranan dizi sirasini (niikleotid veya amino asit)
veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karsilastirarak ayn1 veya en yakin
olan dizi sirasinin ait oldugu mikroorganizmayi, % yaklagimla veren bir bilgisayar programidir.
BLAST, molekiiler biyoloji ile ilgili bilgileri bir kaynakta toplamay1 ve genom verilerinin
bilgisayar ortaminda analiz edilmesi i¢in bilgisayar programlari gelistirmeyi amaglayarak, 1988
yilinda kurulan National Center for Biotechnological Information adli kurulus tarafindan
gelistirilmis bir veri tabanidir (Ely ve Chen, 2001). Baz siras1 belirlendikten sonra, bu sira
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/) adli internet sayfasinda bulunan program kullanilarak
veri tabani ile karsilagtirilir. Tarama sonucu, aranan dizi sirasinin hangi mikroorganizmaya ait

olabilecegi, benzerlik yiizdesi ile birlikte belirlenir (Altschul v.d., 1997).
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3.2.4.6. DNA Parmakizi Analizleri
Secilen suslarin, genomik tanimlamasi, ITS bolgelerinin ¢ogaltilmas: ile yapildiktan
sonra, BLAST taramasinda S. cerevisiae tiiriine ait oldugu belirlenen izolatlarin sus bazinda

birbirlerinden farkli olup olmadiklarin1 gérmek adina DNA parmakizi analizleri yapilmistir.

Izolatlardan elde edilen DNA &rnekleri Delta 12 - Delta 21 primer ¢ifti kullanilarak Go-
Taq DNA polimeraz enzimi ile PCR’da ¢ogaltildi. Bunun gibi bazi DNA parmakizi
analizlerinde cesitli delta primerleri kullanildig1 i¢in baz1 kaynaklarda bu analizlere “interdelta

analizleri” de denmektedir.

PCR tepkimesi 25 pl hacminde 2,5 mM MgCly, 0,2 mM dNTP mix, 1 pM ileri primer
(delta 12), 1 uM, geri primer (delta 21), 1,25 Unite Go-taq flexi DNA polimeraz (Promega), 50
ng DNA i¢ermektedir. PCR sartlari, 4 dak 95 °C 6n denatiirasyon, daha sonra 30 dongii 30 sn
95 °C, 30 sn 46 °C annealing (yapistirma), 90 sn 72 °C (polimerizasyon), ve son olarak 7 dak
72 °C'de son uzatma seklindedir. PCR sonras1 ornekler %1,4'liik agaroz jeli lizerinde 1XTBE
tamponu i¢inde 100 V'da 2 saat yiiritiildii. Etidyum bromiir varliginda UV 1sik altinda
goriintiilendi ve fotograflari kaydedildi (Bilgin, 2015).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Spontan Fermantasyon Siireci ve Sonuclari
Laboratuvar kosullarinda saplarindan ayrilip patlatilan taneler ile olusturulan spontan
fermantasyonlarin 17 °C sabit sicaklikta fermantasyona birakilmasinin ardindan denemeler her

giin 1g hassasiyete sahip terazi ile tartilarak agirlik azalimlar tespit edildi.

Yapilan tartimlar ile spontan fermantasyonlarin baglama siireleri, belli periyotlardaki
hizlari, bitis asamalar1 gibi bilgilere ulasilabilecek veriler elde edildi. Sekil 4.1°deki grafige

gore;

Yenikoy disindaki tiim 6rneklerdeki fermantasyonlarin 2-3 gilinde basladigi, Yenikoy
orneklerinde fermantasyonlarin ortalama 4. Giinde bagladigi goriilmustiir. Bu siire,
orneklerdeki mikroorganizma florasinin yogunluguna ve/veya fermantasyon baslatic

mikroorganizmalarin yeteneklerine bagli olarak degisebilmektedir.

Kircasalih, Yenikdy ve Enstitii 6rneklerinde belli bir asamaya kadar yavas seyreden
fermantasyon siirecinin daha sonra hizlanmasi, alkole dayanikli olmayan, fermantasyon hizi
diisiik ancak baslangigta baskin olan non-Saccharomyces mayalardan olusan floranin,
fermantasyon stirecini baglatip, siradaki alkol miktarinin artmasi ile inhibe olmasi ve yerine
alkole dayanikli ve fermantasyon hizlar1 yiiksek Saccharomyces cinsi mayalarin ortamda
baskin hale gelmesi ile agiklanabilir. Diger Orneklerde, floradaki maya cinslerinin

dagilimindaki gesitlilikten dolay1 fermantasyon siireci daha dogrusal seyretmistir.

Fermantasyonun dogrusal seyrettigzi  Uskiip ve Hamitabat &rneklerinde
fermantasyonlarin sirastyla 13. ve 15. giinlerde bittigi ve 21 giinde biten diger denemelere
nazaran daha kisa siirdiigli goriilmiistiir. Bu fark ta fermantasyon siirecindeki dalgalanma ve
dogrusallik ile agiklanabilir. Stabil ve hizli devam eden Uskiip ve Hamitabat drneklerinde
fermantasyon siiresi daha kisa olmustur. Bu 6rneklerin kendi aralarindaki 2 giinliik farkin ise
Uskiip orneklerinin SCKM degerlerinin diger érnege gore daha diisiik olmasindan dolayi

fermante edilecek seker miktarinin nispeten az olmasi ile agiklanabilir.

Fermantasyonlarin bitisine kadar olan agirlik azalimlarindaki farklar, orneklerin ilk
asamadaki SCKM degerleri ile alakalhidir. Siradaki fermante edilebilir seker miktarinin fazla
olusu, daha fazla fermantasyon ayni zamanda daha fazla CO: ¢ikis1 anlamia gelmektedir.

Orneklerdeki agirlik azalimlar1 da, ortamdan CO2*nin ayrilmasindan kaynaklanmaktadir.
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Spontan Fermantasyonlardaki Agirlik Azalimlari
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Sekil 4.1: Farkli baglardan toplanan {iziimler ile olusturulan spontan fermantasyonlarin zaman
icindeki agirlik azalimlari

Capello, Bleve, Grieco, Dellaglio, Zacheo (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada
Italyada bulunan 12 bagdan toplanan gesitli iiziimler 25 °C sicaklikta spontan fermantasyona
birakilmis ve alkolik fermantasyonun sonlanmasi 14 giin siirmiistiir. Calismamizdaki, spontan
fermantasyonlar ise 17 °C sabit sicaklikta bekletilmis ve fermantasyon siireleri 15-25 giin
arasinda tamamlanmistir. Spontan fermantasyonlarin tamamlanma siiresinin uzun olmasi
sicakligin daha diisiik olmasindan kaynaklanmis olabilir. Sener, Canbas ve Unal 2007°de ve
Torija, Rozes, Poblet, Guillamén, Mas 2003’te yaptiklar1 ¢aligmalarda da maya gelisiminin

sicakliga bagl degisiminin bu yonde oldugunu gézlemlemislerdir.

4.2. Maya Izolasyonu ve Ornekleme

Spontan fermantasyonlarin bitiminde alinan 6rneklerden ekimler yapilmis ve petri kabi
tizerinde olusturduklari kolonilerin morfolojilerine bakarak rastgele izolasyonlar yapilip
saflastirma islemleri tekrarlandiktan sonra toplam 66 adet izolat elde edilmistir. izolatlarin
isimlendirilmesi, alindiklar1 bdlgenin adimnin bas harfi ve izolat numaras: olacak sekilde

yapilmistir (H9: Hamitabat bolgesindeki bagdan izole edilen 9. Izolat).

Izolatlarin isimlendirmeleri yapildiktan sonra sarap yapabilecek yetenekte olanlarinin

belirlenmesi amaci ile temel teknolojik testlerinin yapilmasi islemlerine baglanmistir.
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4.3. Mayalarin Teknolojik Ozelliklerini Belirlemek i¢in Yapilan Analizler

4.3.1. Hidrojen Siilfiir (H2S) Uretimi
Bu analiz izolatlarin hidrojen siilfiir olusturma derecelerini anlamak amaciyla
yapilmistir. Cizelge 4.1.°de izolatlarin BIGGY besiyeri iizerinde olusturduklar1 renkler

belirtilmektedir.
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Cizelge 4.1: Izolatlarin BIGGY besiyeri iizerinde olusturduklari renkler

Izolat No H2S Uretim Derecesi Izolat No H2S Uretim Derecesi
K1 Kahverengi U13 acik kahverengi
K2 Kahverengi U14 kahverengi

K3 Kahverengi U15 acik kahverengi
K4 acik kahverengi Ul16 koyu kahverengi
K5 Kahverengi U17 acik kahverengi
K6 Kahverengi U18 acik kahverengi
K7 acik kahverengi U19 siyah

K8 acik kahverengi H1 acik kahverengi
K9 krem rengi H2 acik kahverengi
K10 acik kahverengi H3 acik kahverengi
K11 acik kahverengi H4 kahverengi

K12 acik kahverengi H5 kahverengi

K13 Kahverengi H6 krem rengi

Y1l acik kahverengi H7 acik kahverengi
Y2 acik kahverengi H8 acik kahverengi
Y3 acik kahverengi H9 kahverengi

Y4 acik kahverengi H10 kahverengi

Y5 acik kahverengi H1l acik kahverengi
Y6 acik kahverengi H12 acik kahverengi
Y7 krem rengi H13 agik kahverengi
Y8 krem rengi H14 agik kahverengi
Y9 krem rengi H15 acik kahverengi
Ul Siyah El krem rengi

U2 acik kahverengi E2 acik kahverengi
U3 acik kahverengi E3 acik kahverengi
U4 Kahverengi E4 kahverengi

Us acik kahverengi E5 kahverengi

U6 Siyah E6 acik kahverengi
U7 Kahverengi E7 acik kahverengi
U8 koyu kahverengi ES kahverengi

U9 Siyah E9 kahverengi

U10 acik kahverengi E10 acik kahverengi
Ul1 acik kahverengi RC212 kahverengi

Ul12 acik kahverengi C. krusei” siyah

*Candida krusei

Yapilan analiz sonucunda K9, Y7, Y8, Y9, H6, E1 suslarinin krem rengi olusturdugu
gozlenerek, analiz edilen suslar arasinda en diisiik H2S iiretimine sahip oldugu tespit edilmistir.
K4, K7, K8, K10, K11 K12, Y1, Y2, Y3, Y4, Y5, Y6, U2, U3 Us, U10, U11, U12,013, U15,
U17,U18, H1, H2, H3, H7,HS8, H11, H12, H13, H14, H15, E2, E3, E6, E7, E10 suslarinin agik
kahverengi renk vererek kontrol mayasi olarak kullanilan Saccharomyce cerevisiae susundan
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daha diisiik HaS iirettigi tespit edilmistir. K1, K2, K3, K5, K6, K13, U4, U7, U14, H4, H5, H9,
H10, E4,E5, E8, E9 suslarinin kahverengi renk olusturdugu ve bunun, ticari sarap mayasi olarak
kullanilan ve kontrol grubunu olusturan sus ile ayni H>S olusum diizeyi oldugu
gdzlemlenmistir. U8 ve U16 suslarinin koyu kahverengi renk vererek yiiksek bir HzS iiretimine
sahip oldugu, U1, U6, U9 ve U19 suslarinin ise siyah renk vererek en yiiksek H,S iiretimine
sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan Candida krusei susu koyu kahverengi renk
vererek yiiksek derecede H2S fdireticisi oldugunu kanitlamig, ayni zamanda analizin
giivenilirligini gostermistir. Bir diger kontrol grubu olan ticari maya susu (Lalvin RC212) ise

kahverengi bir koloni rengi olusturmustur.

66 adet maya izolatinda yapilan H>S iiretimi analizinde, izolatlardan 43 tanesinin krem
rengi (2) ve acik kahverengi (3) renk olusturarak diisiik H2S {iretimine sahip oldugu
goriilmiistiir. Analiz edilen ticari maya susu ise BIGGY agar besiyeri iizerinde kahverengi
koloniler olusturarak ¢alismadaki 43 izolattan daha fazla H»S iirettigini gostermistir. Hidrojen
stlfir tiretme kapasitesi olarak 17 izolat, agar besiyeri iizerinde kahverengi koloniler
olusturarak ticari maya ile hemen hemen ayni oranda hidrojen siilfiir olusturma kapasitesine
sahip oldugunu gostermislerdir. Kahverengi koloniler orta diizeyde hidrojen siilfiir iretiminin
gostergeleridir ve sarap Uretimi i¢in kabul edilebilir durumdadir. 6 adet izolat ise koyu
kahverengi ve siyah koloniler olusturarak sarap iiretimi i¢in kabul edilemez diizeyde yiiksek bir
hidrojen siilfiir tiretimi sergilemislerdir. Bazi izolatlarin BIGGY agar {izerinde olusturduklari

koloni renkleri sekil 4.2’de verilmistir.

Sekil 4.2: izolatlarin BIGGY besiyeri iizerinde olusturduklari koloni renkleri

Agarbati vd. (2020) diisiik siilfiir iretmek {izere S. cerevisiae tiirii mayalarin sporlarini
laboratuvarda eslestirerek elde ettikleri 18 adet gelismis sus ile yiiriittiikkleri calismada, BIGGY

agar lizerinde krem rengi koloni olusturan 4 adet gelismis sus saptamiglar ve bunlardan 3
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tanesinin sarap yapimina da uygun oldugunu tespit etmislerdir. Agarbati vd.’nin ¢aligmasina
paralel olarak bu tez calismasinda da K9, Y7, Y8, Y9, H6, E1 kodlu suslar BIGGY agar
tizerinde krem rengi koloni olusturarak ¢ok az diizeyde HoS iirettiklerini veya hig
iretmediklerini gostermislerdir. Bu mayalardan Y7, Y8, Y9, H6, E1 suslar1 diger analizlerde
de basar1 sagladiklari i¢in, mayadan gelen H»S diizeyinin ¢ok diisiik olmasi istenen saraplarin

tiretiminde kullanilabilecegi yoniinde bir 6ngdrii olusturmaktadirlar.

Budroni vd. (2006) izole ettikleri 66 adet S. cerevisiae tiiriine ait izolattan gogunlugunun
(=%60) krem ve acik kahverengi renk verirken diger izolatlarin (=<%40) kahverengi ve koyu
kahverengi renk vermesi bu ¢alismanin ¢iktilari ile de uyusmaktadir. Bu ¢alismada 66 izolattan
43 tanesi krem rengi ve agik kahverengi koloniler olusturarak toplam izolatlarin ~%65°lik
kismini olusturmustur. Kahverengi, koyu kahverengi ve siyah koloniler olusturan izolatlar ise

toplam 6rneklemin =%35’ini olusturmustur.

Bu c¢alismaya benzer sekilde, Lopes vd. (2007), 32 maya susunun 21’sinin orta ve
yiiksek H>S {irettigini saptamiglardir ve yapilan diger testlerin ardindan mmf9 izolatinin sarap
yapimimna uygun oldugunu one slirmiislerdir. Sectikleri izolat ayni zamanda diisiik H2S
tiretimine sahip olan 11 izolattan biridir. Bu g¢alismada kontrol grubunu olusturan ticari
mayalarin birinin diisiik birinin ise yiiksek H2S olusturma egiliminde oldugu goriilmektedir ve

bu da ticari sarap mayalarimin yiiksek H»S iiretimine sahip olabildiklerini gostermektedir.

Bagder, S. (2008), ¢caligmasinda kullandig1 10 adet maya izolatinin benzer sekilde krem

rengi, acik kahverengi ve kahverengi koloniler olusturduklar goriilmektedir.

Ayrica Celik vd. (2017) c¢alismalarinda izole ettikleri 4 S. cerevisiae ve 1 Lachancea
thermotolerance tiirii maya suslarinin agik kahverengi ve kahverengi koloni olusturdugunu

gbzlemlemislerdir.

4.3.2. Fermantasyon Hiz1

Izolatlarin, siray1 fermante etmekteki hizlarini belirlemek igin yapilan analizde 50 m1’lik
tiiplere 20 ml olacak sekilde 20 g/l glikoz igeren 3,5 pH’daki YPD s1v1 besiyerleri hassas sekilde
pipetlerle dlgiilerek koyulmustur. Her bir tiipteki maya yogunulugu ~10° hiicre/ml olacak

sekilde ayarlanmistir.
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Iki tekerriirlii olacak sekilde yapilan analizde, CO2 kaybindan kaynaklanan agirlik
azalimlarina gore, hassas terazide tartilarak, belirlenen fermantasyon hizi grafikleri sekil

4.3’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.3: izolatlarm YPD siv1 besiyerindeki fermantasyon hizlari

336 saat siire ile, 66 adet izolat ve biri kirmizi biri beyaz sarap mayasi olmak iizere 2
adet ticari sarap mayas ile yiriitiilen fermantasyon denemelerinin sonunda agirlik azalimlarinin

0,0144 - 2,166 g arasinda degistigi gézlemlenmistir.

Uskiip yoresi iiziimlerinden izole edilen izolatlar olan U1, U6, U8, U9, U16, U19 nolu

mayalar 336 saat sonunda ¢ok az iireme gosterdikleri i¢in sirada meydana getirdikleri agirlik
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azalimlar1 da ¢ok az olmustur. Bu izolatlar diger teknolojik testlerde de varlik gosteremeyen

izolatlar olduklarindan bu sonug¢ normal goriilmiistiir.

Siv1 besiyerlerindeki fermantasyonlarinda varlik gésteremeyen mayalarin denemeleri
ve ticari maya denemeleri hari¢ tutuldugunda izolatlar ile yapilan denemeler 1,648 - 2,166 g
arasinda agirlik azalimlart gostermislerdir. Ortalama agirlik azalimi ise 1,872 g olarak
gozlemlenmistir. Ticari mayalar ile yapilan denemelerde ise RC212 1,801 g ve ICV Opale
1,829 g agirlik azalimi gostererek, izolatlar ile yapilan denemelerin ortalamasina yakin sonug
vermislerdir. Hamitabat ve Yenikoy yoresinden toplanan izolatlar ile yapilan denemeler diger

denemelere gore genelde daha fazla agirlik azalimi gostermislerdir.

Bagder S. (2008), 10 adet izolat ile yiriittigi ¢alismada, izolatlart 200 ml YPD
besiyerlerine inokule ederek 192 saatin sonunda inceledigi orneklerde biri haricinde hepsinin
17,7 - 18,40 g agirlik azalimi1 gosterdigini gozlemlemistir. Kontrol olarak kullandigi ticari maya
ise 18,01 g agirlik azalimi gostermistir. Ticari maya ile yapilan kontrol denemesi bu ¢alismada
yapilan kontrol denemesi ile drtiismektedir. izolatlar ile yapilan denemelerin sonugclari ise
uyusmakla beraber, bu ¢alismadaki maya ¢esitliligi nedeniyle agirlik azalim aralig1 biraz daha

genistir.

Fermantasyon hiz1 denemelerinde ¢ogu ¢alismada fermantasyonun ilk 24 ve 72 saatleri
arasindaki agirlik farki Olgiilmektedir. Mayalarin, lag fazindan sonraki bu ilk fermantasyon
donemlerinde yapilan 6l¢iim bize mayanin fermantasyon kuvveti hakkinda bir fikir vermesi
acisindan oldukga 6nemlidir. Iranzo vd. (1998), bu agirlik farkinin 0,25 g CO-/l.sa’dan fazla
oldugu maya tiirlerinin bu agidan sarap yapimina uygun ve sarabi yeterli kuvvette fermante

edebilen mayalar oldugunu belirtmektedirler.

Bu ¢alismadaki izolatlarin ve kontrol grubunun, fermantasyonun ilk 24. ve 72. saatleri

arasindaki agirlik azalimlari, ¢izelge 4.2°de gosterilmektedir.

55



Cizelge 4.2: Izolatlarin fermantasyon hizlari

izolat no Fermantasyon hizi Izolat no Fermantasyon Hizi
(g CO2/l.sa) (g CO2/l.sa)
K1 0,739 + 0,0085 U13 1,008 + 0,1476
K2 0,910 +£0,0177 Ul4 1,092 + 0,0023
K3 0,834 +0,0186 U15 1,141 £0,0152
K4 1,318 +0,0245 Ul16 0,004 + 0,0021
K5 0,764 +0,0334 U17 1,036 = 0,0088
K6 0,783 +0,0153 U18 1,068 = 0,0033
K7 1,071 +0,0141 U19 0,008 + 0,0010
K8 1,249 4+ 0,0218 H1 1,152 +£0,0285
K9 1,011 40,0218 H2 1,354 +0,0088
K10 1,492 +0,0261 H3 1,511 £0,0016
K11 1,023 +0,0119 H4 1,384 +0,0019
K12 1,419+ 0,0020 H5 1,694 +0,0133
K13 1,228 + 0,0250 H6 0,866 + 0,0163
Y1 1,618 +0,0526 H7 1,236 + 0,0000
Y2 1,292 +0,0098 H8 1,192 + 0,0004
Y3 1,698 + 0,0016 H9 1,563 + 0,0094
Y4 0,916 +£0,0137 H10 1,266 + 0,0038
Y5 1,226 + 0,0041 H11 1,468 + 0,0089
Y6 1,387 +£0,0011 H12 1,386 + 0,0004
Y7 1,691 + 0,0086 H13 1,606 + 0,0060
Y8 0,876 £ 00,0024 H14 1,517 + 0,0030
Y9 1,283 +0,0010 H15 1,372 +£0,0172
U1 0,002 + 0,0009 El 0,933 + 0,0116
02 0,984 + 00,0133 E2 1,281 +0,0084
U3 1,112 +£0,0020 E3 1,082 + 0,0082
U4 1,166 + 0,0059 E4 1,236 + 0,0027
Us 1,050 + 0,0044 E5 1,060 = 0,0061
U6 0,009 + 0,0010 E6 1,033 + 0,0306
U7 1,002 + 0,0035 E7 1,272 +0,0344
Us 0,044 + 0,0058 ES8 1,159 + 0,0050
U9 0,003 +0,0004 E9 1,191 + 0,0490
U10 0,997 £0,0101 E10 0,987 + 0,0192
Ul1 1,239+ 0,0019 RC212 1,082 +£0,0211
U12 1,057 +£0,0081 Opale 1,182 £ 0,0867

Yapilan denemelerde, siray1 fermante etme kabiliyetleri bulunmadig tespit edilen U1,
U6, U8, U9, U16, U19 izolatlar1 haricindeki tiim mayalarin 24 - 72 saatler arasindaki agirlik
azalimmin 0,25 g COo/l.sa’dan biiyikk oldugu gorilmiistiir. Calismadaki zayif izolatlarin
haricindeki diger mayalarin agirlik azalimlart 0,739 - 1,698 g CO2/l.sa araliginda oldugu
saptanmistir. Buradan yola ¢ikarak, fermantasyon giicii anlaminda, diger tiim izolatlarin,
sarapta starter kiiltiir olarak kullaniminin uygun olabilecegi goriilmektedir. izolatlardan 36

adetinin kontrol grubu olan ticari kirmizi sarap mayas: (RC212)’ndan, 30 adetinin ise kontrol
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grubu olan ticari beyaz sarap mayas1 (ICV Opale)’ndan daha yiliksek fermantasyon kuvvetine
sahip oldugu gozlemlenmistir. Fermantasyon sonundaki agirlik azalimlarinda 6nde olan

izolatlarin 24 - 72. saatler arasindaki agirlik azalimlarinda da 6nde olduklar1 saptanmastir.

Iranzo vd. (1998), yaptiklar1 calismada izole ettikleri ve denemelerde kullandiklari
Saccharomyces cinsi 74 maya susundan % 69 unun ilk 3 giindeki fermantasyon hizlarinin 0,259

CO2/l.sa’dan daha yiiksek oldugunu gérmiiglerdir.

Pérez-Coello vd. (1999), izole edip saflastirdiklar1 174 adet S. cerevisiae susundan 143
adedi 0,2 g CO2/l.sa’dan yiiksek fermantasyon hizina sahipken 31 adet mayanin, 0,2 ¢

COq/l.sa’dan az fermantasyon hizina sahip oldugu anlagilmistir.

Orli¢ vd. (2005), caligmalarinda ilk 3 giin ortalamalarini almig ve test ettikleri 22
izolattan 15 tanesinin ilk 3 giinde 20 g CO>/l.giin ortalamasinin iizerinde bir fermantasyon
hizina ulastiklarini gézlemlemislerdir. Bu da 0,83 g CO2/l.sa’ya esdeger olmaktadir ve bu

calismadaki izolatlardan daha zayif bir fermantatif kuvvete sahip oldugu goriilmiistiir.

Budroni vd. (2006), fermante siralardan izole ettikleri 66 adet S. cerevisiae tiiriine ait
izolattan %50°lik kisminin ilk 3 giin iginde 1,15 - 1,35 g COo/giin arasinda bir fermantasyon
hizi gosterdigini gozlemlemislerdir.Bu calismadaki denemelerin besiyeri miktar1 50 ml
oldugundan bu sayilar, 0,96 - 1,13 g CO>/l.sa olarak ¢evrilebilir. Ayrica ¢alismada kullanilan
siralar 190 g/l glikoz igermektedir. Arastirmacilar bu verilerin 1s18inda test edilen mayalarin
cok yiiksek bir fermantasyon hizlarmin oldugunu ve sira i¢indeki istenmeyen floray1 basarilt
bir sekilde ve kisa bir siirede baskilayacagini 6ne siirmiiglerdir. Bourdoni vd.’nin elde ettigi

veriler ile bu caligmadaki fermantasyon hizi verileri benzer 6zellik gostermektedir.

Bagder S. (2008), calismasinda, 24. ve 72. saatler arasinda 9 izolatin 1,06 - 1,56 g
CO2/l.sa arasinda degisen fermantasyon hizlarma ulastigini gdzlemlemistir. Izolatlardan 6
tanesi fermantasyon hizi konusunda kontrol grubu olarak kullanilan ticari mayadan daha iyi
sonug vermistir. Ayrica, Celik vd. (2017), caligmalarinda segtikleri 5 adet izolatin fermantasyon
hizlari ile ilgili olarak 0,45 - 1,7 g CO2/l.sa hizlari arasinda degerlere ulasmislardir. Bagder S.

ve Celik vd. nin ulastig1 bu sonuglar bu ¢aligma ile de uyum saglamaktadir.
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4.3.3. Yiiksek Sicakhiga Dayamkhihk

Starter kiiltiir olarak dnerilecek izolatlarin, sarap iiretim proseslerinde goriilebilecek en
yiiksek sicakliklara mukavemet gostermesi ve bu sicakliklarda geligebilmesi gerekir. Yapilan
analizde izolatlar 28 °C’de 24 saat aktiflestirildikten sonra YPD siv1 besiyerlerine inokule edilip
5 giin boyunca 37 °C ve 42 °C’lerde inkiibasyona birakilmistir. 5. giinde besiyerlerinin i¢ine
konulan durham tiiplerindeki gaz olusumlarina gore goézlenen gelisimler ¢izelge 4.3.’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.3: Izolatlarin 37 °C ve 42 °C sicakliklarda gelisebilme yetenekleri

. Sicaklik (°C) . Sicaklik (°C)
Izolat No 37 42 Izolat No 37 42
K1 + + U13 + +
K2 + + Ul14 + +
K3 + + Ul15 + +
K4 + + Ul6 + +
K5 + + U17 + -
K6 + - U18 + +
K7 + + U19 + +
K8 + - H1 + +
K9 + + H2 + +
K10 + + H3 + +
K11 + + H4 + +
K12 + + H5 + +
K13 + + H6 + +
Y1 + + H7 + +
Y2 + + H8 + -
Y3 + + H9 + +
Y4 + + H10 + -
Y5 + + H11 + +
Y6 + + H12 + +
Y7 + + H13 + +
Y8 + + H14 + +
Y9 + + H15 + -
U1 + - El + +
U2 + - E2 + +
U3 + + E3 + +
U4 + + E4 + +
Us + + E5 + +
U6 + - E6 + +
U7 + + E7 + +
U8 + + E8 + +
U9 + - E9 + +
U10 + + E10 + +
Ul1 + + RC212 + +
| U12 + + Opale + +

58



Yapilan denemede, izole edilen biitiin suslarin 37 °C’de gelisebildigi gdzlemlenmistir.
66 izolatin sadece 10 tanesi 42 °C’de gelisim gosterememistir. Bu analiz ile izole edilen
mayalarinin biiylik ¢ogunlugunun sarap yapimi i¢in iStenen sicaklik dayaniminin oldugu

gorilmistiir.

42 °C’de gelisim gosteremeyen 10 izolattan 5 tanesi Uskiip yoresi bagmdaki
tiztimlerden izole edilen mayalardir. Bu bagdaki liziimlerin, hasat agsamasindaki, briks derecesi
nispeten diisiik oldugundan (14 °Bx) dogal olarak fermantasyon sonundaki alkol oranmi da
nispeten diisiik (6,75 V/V) olmustur. Bundan dolay1 Uskiip ydresinden toplanan iiziimlerden
izole edilen mayalardan bir kisminin Saccharomyces cinsi disindaki mayalardan olabilecegi
g6z Onilinde bulundurulmustur ve 42 °C’de gelisim gostermeyen izolatlarin Saccharomyces
cinsinin disindaki (non-Saccharomyces) mayalar oldugu tahmin edilmektedir. Calismamizda
sadece teknolojik 6zellikleri iyi olan mayalarin bazilar1 dizileme analizine gonderildigi i¢in, bu
analizde 42 °C’de gelisim gostermeyen maya izolatlarinin hangi cinse bagl oldugu daha ileride

yapilacak olan ¢aligmalarla saptanabilir.

Her iki sicaklikta da gelisim gdsteren izolatlardan bazilari, diger testlerin sonuglar1 da
g6z oniinde bulundurularak, se¢ilmis ve dizileme analizi yapilmistir. Analizde kontrol grubu
olarak kullanilan ticari mayalar (Lalvin RC212 ve ICV Opale) her iki sicaktikta da gelisim

gostermistir.

Nikolaou vd. (2006), tarafindan yapilan ¢aligmada, secilen 6 maya izolatinin tiimiiniin

37 °C’de gelisme gosterirken, 42 °C’de 4 tanesinin geligebildigini gézlemlemislerdir.

Bagder S. (2008), izolatlar1 YPD besiyerlerine inokule ederek 37 °C ve 42 °C’lerde
gelisimlerini inceledigi analizde izolatlarin hepsinin 37 °C’de gelisim gosterdigi ancak referans

maya da dahil olmak {izere 11 sustan hi¢birinin 42 °C’de gelisemedigini gézlemlemistir.

Cavdaroglu, C. (2017), fermantasyon asamasindaki siradan izole edip saflastirdigi 37
adet maya susu arasindan alkol toleransi giiclii olan mayalar1 tanimlayarak elde ettigi 5 maya
susunu 28, 37 ve 45 °C sicakliklarda fermantasyona tabi tutmustur. 28 ve 37 °C sicakliklarda

tiim izolatlar gelisim gosterirken 45 °C sicaklikta higbir maya susu gelisim gdsterememistir.
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Antia vd. (2018), 20 adet S. cerevisiae maya susunu 30, 35 ve 45 °C sicakliklarda YPD
besiyerinde 3 giin boyunca ¢ogalmaya birakmislardir. Inkiibasyonun sonunda 30 ve 35 °C’de

tiim izolatlar gelisirken 45 °C’de sadece 3 adet izolatin gelisebildigini gdozlemlemislerdir.

4.3.4. Yiiksek Seker Konsantrasyonuna Dayamklihik
30 °Bx’e ayarlanmis YPD besiyerlerine 10’ar ml izolat inokule edilmistir. 30 °C’de 3
giinlin sonunda falconlar i¢indeki durham tiiplerinde olusan gaz birikimi incelendiginde tiim

izolatlarin ve kontrol grubunun 30 °Bx’te gelisebildigi goriilmistiir (gizelge 4.4).

Cizelge 4.4: Izolatlarin 30 °Bx konsantrasyonda YPD besiyerlerindeki gelisimleri

izolat No 30 °Bx izolat No 30 °Bx lzolat No 30 °Bx izolat No 30 °Bx

K1 + Y5 + U13 + H11 +
K2 + Y6 + Ul4 + H12 +
K3 + Y7 + U15 + H13 +
K4 + Y8 + Ul6 + H14 +
K5 + Y9 + U17 + H15 +
K6 + U1 + U18 + El +
K7 + U2 + U19 + E2 +
K8 + U3 + H1 + E3 +
K9 + U4 + H2 + E4 +
K10 + U5 + H3 + E5 +
K11 + U6 + H4 + E6 +
K12 + U7 + H5 + E7 +
K13 + U8 + H6 + E8 +
Y1 + U9 + H7 + E9 +
Y2 + U10 + H8 + E10 +
Y3 + Ul1 + H9 + RCR212 +
Y4 + Ul12 + H10 + Opale +

Bu analizde, tiim izolatlarin yiiksek seker iceriginde gelisebilme yeteneginde oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle geg hasat, sicak iklim iiziimlerinden veya botrytisli asmalardan elde
edilen saraplarda yiiksek seker konsantrasyonlarindan dolayr mayalarin fermantasyon baslatma
becerilerinde aksamalar goriilebilir. Bu gibi nedenlerden 6tiirii ilk fermante edilecek siradaki
yiksek seker konsantrasyonunun olusturdugu ozmotik basingtan etkilenmeyerek
fermantasyonu sorunsuz ve hizli bir bi¢imde baslatacak starter kiiltiir kullanimi 6nem
arzetmektedir. Calismamizda izole edilen tiim izolatlarin yiiksek seker konsantrasyonundan
kaynaklanacak stres faktorlerine karsi direngli oldugu ve bu ortamda ¢ogalip fermantasyonu

sorunsuz baslatabilecegi gézlemlenmistir.
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Iranzo vd. (1998), yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri ve denemelerde kullandiklar
Saccharomyces cinsi 74 maya susundan her birinin 30 °Bx’te gelisim gosterdiklerini

belirtmislerdir.

Bagder S. (2008), 30 °Bx diizeyindeki YPD sivi besiyerlerinde yaptigi denemede,

kullandig1 izolatlarin hepsinin bu konsantrasyonda gelisebildigini gézlemlemistir.

Lee vd. (2011) gesitli meyvelerden izole edip teknolojik 6zelliklerinin iyi oldugunu
tespit ettikleri 70 adet mayadan sadece 18 tanesi %30, 40 ve 50 glikoz igeren besiyerlerinde
gelisebildigi i¢in bu 18 maya ile yapilan analizde %30, 40 ve 50 glikoz konsantrasyonlari

arasindaki gelisim farklar1 bir hayli yliksek bulunmustur.

Kuchen vd. (2019), saraplarda bozulmaya yol agan maya tiirlerinde yaptiklari caligmada
10 Saccharomyces spp. olmayan maya ve kontrol grubu olarak ta 1 adet S. cerevisiae tiirii maya
kullanmis ve bunlarin gelismelerini 21° ve 30° brikslerde test etmislerdir. 21 °BX’te tiim
mayalar gelisirken 30 °BX’te sadece 3 adet bozulmaya yol agan maya gelismis ve kontrol grubu

mayanin da gelistigi gozlemlenmistir.

4.3.5. Yiiksek Etanole Dayamkhlik

Maya izolatlar1, 100-130-150-170 ml/l konsantrasyonda etanol igeren 10 ml YPD sivi
besiyerlerine, Thoma lamu ile sayildiktan sonra inokule edilerek (3 ul = 10° kob/ml) 30 °C’de
72 saat inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon sonunda durham tiiplerinde olusan gaz ve
besiyeri bulaniklifina bakilarak gelisimler gézlendiginde Cizelge 4.5’ de gosterilen sonuglara

ulasilmistir.
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Cizelge 4.5: Izolatlarin farkli etanol konsantrasyonlarindaki gelisimleri

izolat etanol konsantrasyonu (%) izolat etanol konsantrasyonu (%o)

No ~10 13 15 17 No 10 13 15 17
K1 + + + - U13 + + + -
K2 + + + - Ul4 + + + -
K3 + + + + Ul15 + + + -
K4 + + + - Ul16 - - - -
K5 + + + + U17 + + - -
K6 + - - - U18 + + + +
K7 + + + + | U019 - - - -
K8 + + + + H1 + + + -
K9 + + - - H2 + + + -
K10 + + + + H3 + + + -
K11 + + + + H4 + + + -
K12 + + + + H5 + + + -
K13 + + + + H6 + + + -
Y1 + + + - H7 + + + -
Y2 + + + - H8 + - - -
Y3 + + + - | Hg + - - -
Y4 + + + - H10 + + + -
Y5 + + + - | HI2 B - . .
Y6 + + i - | H12 + - - -
Y7 + + + - | H13 B - . .
Y8 + + + - H14 + + + -
Y9 + + + - H15 + + + -
Ul + + + - El + + + -
U2 + + - - E2 + + + -
U3 + + + + E3 + + + -
U4 + + + - E4 + + + -
Us + + + - E5 + + + -
U6 + + - - E6 + + + -
U7 + + + - E7 + + + -
U8 + + + - E8 + + + -
U9 + - - - E9 + + + -
U10 + + + - E10 + + + -
Ul11 + + + - RC212  + + + -
U12 + + + - Opale + + - -

Izole edilen maya izolatlarindan ¢ogu sarap yapacak yeterlilige sahip olan mayalarda
istenilen %15 konsantrasyonda etanol varliginda canliliklarini stirdiirmiis (Ger6es vd. 2020) ve
fermantasyon yaratacak gilice ulasmislardir. Neredeyse biitiin saraplarin alkol oraninin %8 - 15
arasi oldugu diisliniildigiinde, ¢alismada izole edilen 66 adet mayanin 53 adeti etanol stresine
kars1 starter olarak gorev yapabilecek niteliktedir. 13 adet maya ise %15 etanol
konsantrasyonunda inhibe olmustur. Bu mayalarin starter kiiltiir olarak One stiriilebilir

kapasitede olmadiklar1 diisiiniilmektedir.
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U16 ve U19 izolatlar1 en diisiik konsantrasyon olan %10 konsantrasyonda dahi gelisim
gosterememislerdir. K6, U9, HS, H9, H11, H12, H13 izolatlar1 ise %10°da gelisip %13 te
gelisememislerdir. K9, U2, U6 ve U17 izolatlar1 ise %10 ve %13 konsantrasyonlarda gelisim
gosterebilmis ancak %15 konsantrasyonda gelisim gosterememistir. Bu maya suslarinin beyaz
sarap veya daha diisiik alkollii saraplarin yapiminda kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu
distiniilmektedir (Bagder S. 2008). Bu gibi alanlarda kullanilabilme ihtimalleri daha ileriki

caligmalarda arastirilabilir nitelige sahiptir.

Etanol dayaniklilig: testlerinde izolatlarin %17 alkole dayaniklilig1 da test edilmistir.
Kircasalih kdyiindeki bir bagdan izole edilen izolatlarin 9°’u %17 etanole dayanim gosterip
gelisebilmislerdir. Ayrica Uskiip bolgesindeki bagdan izole edilen 2 adet izolat ta %17 etanol

konsantrasyonunda gelisebilmistir

Kontrol suslarinin ikisi de %17 etanol konsantrasyonunda gelisememistir. Kontrol
suglarindan kirmizi sarap mayast olarak satilan RC212, %10, 13, 15 etanol
konsantrasyonlarinda gelisim gosterirken, beyaz sarap mayasi susu olarak satilan ICV Opale

%15 etanol konsantrasyonunda gelisim gosterememistir.

Nikolaou vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, %8, 9, 10, 11, 12 v/v etanol
konsantrasyonlarinda  hazirladiklart  besiyerlerinde  biitin =~ mayalar %8 ve %9
konsantrasyonlarda fermantasyon baslatabilmistir. Ancak bu izolatlarin sadece 1 adeti %10
etanol konsantrasyonunda fermantasyon baslatabilmistir. izolatlarin higbirisi %11 ve %12
konsantrasyonlarda fermantasyon baslatamamislardir. Caligma sonunda nispeten daha
dayanikli olan susun, tek basina kullanildiginda, aromatik yonden daha nitelikli ve meyvemsi
saraplar Urettigi gozlemlenmistir. Bu da calismamizda %17 etanol konsantrasyonlarinda

gelisim gosteren izolatlarin daha nitelikli sarap yapabilecegini 6ngdrmemizi saglamaktadir.

Bagder S. (2008), yapmis oldugu calismada, 10 adet izole edilmis sarap mayasindan biri
haricinde hepsi %10 konsantrasyona kadar dayanim gostermislerdir. 6 izolat ise %14
konsantrasyonda canliliklarm1 korumuslardir. Ilging sekilde calismada referans olarak
kullanilan ticari maya susu (Fermicru AR2) %12 ve %14 konsantrasyonlarda canlilik
sergileyememistir. Bunun nedeni ise, Fermicru AR2 mayasinin, iiretici firma tarafindan beyaz
sarap mayas1 olarak tanimlanmis Oneriliyor olmasi olarak diisliniilebilir. Bundan dolay1

calismamizda %38, 10 ve 13 etanol konsantrasyonlarinda gelisip %15 konsantrasyonda gelisim
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sergileyemeyen izolatlarin ileriki ¢alismalarda beyaz veya rose saraplarda starter kiiltiir olarak
kullanilabilirliginin arastirilabilecegi diisliniilmektedir. Yine aym sekilde Celik vd. (2017),
calismalarinda izole ettikleri izolatlarin %12 v/v alkole dayanikli olup olmadigini test
etmislerdir. Kullandiklar1 4 S. cerevisiae susundan 2 tanesi %12 konsantrasyonda ¢ok iyi bir
gelisim sergilemiglerdir. Caligmalarinin sonunda yapilan duyusal analizlerde en begenilen
sarabin, ayn1 zamanda %12 konsantrasyonda en fazla gelisim gosteren suslardan biri olan 1088

susu oldugunu ortaya koymuslardir.

Costa vd. (2014) biyoetanol iiretiminde kullanilan starter kiiltiirler ile yaptiklari
calismada, c¢esitli etanol konsantrasyonlari ve sicaklik kombinasyonlarinda sicaklik ve etanol

konsantrasyonu arttiginda maya gelismelerinde zayiflamalar ve durmalar gézlemlenmistir.

Antia vd. (2018), palm saraplarindan izole ettikleri 20 adet S. cerevisiae maya susunun
hepsinin %10 etanol konsantrasyonunda gelisim gosterirken, 17 tanesinin %15 etanolde
gelisebildigini ve %20 etanolde ise 2 adet maya izolatinin gelisim gdsterdigini belirlemislerdir.
Calisma sonunda %20 etanole dayanikli olan suslardan biri biyoetanol iiretiminde starter kiiltiir
olarak kullanilmak {iizere Onerilmistir. Boylelikle calismamizdaki izolatlardan %17 alkol
dayanimina sahip olan suslarin, ileride yapilacak ¢aligmalar ile biyoetanol {iretimi icin de

onerilebilecegi ihtimali dogmaktadir.

Calismamiza paralel olarak, Gerdes vd. (2020), izole ettikleri maya suslarin1 %5, 10 ve
15 etanol konsantrasyonunda olan kati besiyerlerine inokule etmislerdir. izolatlarm %76’smin
%15 konsantrasyonda gelisme gostermedigini ve %96’sinin %10 konsantrasyonda

gelisebildigini gbzlemlemistir.

4.3.6. Diisiik pH Degerlerinde Gelisebilme

Uziim sirasinin pH skalasi 2,75 — 4,25 arasindadir (Fleet ve Heard, 2002). Sinir degerler
seyrek goriilen durumlar veya 6zel amach saraplarda gecerli olmakla beraber sira pH’s1 genel
olarak 3,0 — 4,0 arasinda degisir. Bu seviyedeki pH’lar mikroorganizmalar i¢in bir stres faktorii
olusturacagindan dolay1r sarap starteri olarak secilecek izolatlarin ilk asamada bu pH
araliklarinda gelisim gostermesi aranmaktadir. pH’s1 3,0 ve 4,0’e ayarlanan YPD sivi
besiyerlerine izolatlar inokule edilerek 28 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmigtir. Durham
tiiplerindeki gaz oranina bakarak gerceklestirilen analiz sonuglar ¢izelge 4.6°da verilmistir.

Denemede kontrol olarak pH ayarlamasi yapilmayan 6,67’lik YPD siv1 besiyeri kullanilmustir.
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Cizelge 4.6: Izolatlarin farkli pH'lardaki YPD siv1 besiyerlerindeki gelisimleri

izolat pH izolat pH izolat pH izolat pH

No 3,0 40 | No 3,0 4,0 No 3,0 40 | No 30 40
K1 + + |Y5 + + | U13 + + | H11 + o+
K2 + + | Y6 + + | U14 + + | H12 + o+
K3 + + |Y7 + + | U15 + + | H13 + o+
K4 + + |Y8 + + | Ul6 + + | H14 + o+
K5 + + |Y9 + + | U17 + + | H15 + o+
K6 + + | U1 + + | UI18 + + | El1 + 4
K7 + + |02 + + | U19 + + |E2 + o+
K8 + + U3 + + H1 + + E3 + +
K9 + + U4 + + H2 + + E4 + +
K10 + + | U5 + + | H3 + + | E5 + o+
K11 + + | U6 + + | H4 + + | E6 + o+
K12 + + |07 + + | H5 + + |E7 + o+
K13 + + | U8 + + | H6 + + |E8 + o+
Y1 + + U9 + + H7 + + E9 + +
Y2 + + U010 + + | H8 + + | E10 + o+
Y3 + + U1l + + | H9 + + |RC212 + +
Y4 + + | U12 + + | H10 + + | Opale + o+

Yapilan analizde biitiin izolatlarin ve kontrol suslariin pH 3,0 ve 4,0 stres faktoriine
dayanikli olduklari ve bu pH’larda gelisim gosterebildikleri ortaya ¢ikmustir. Izolatlar arasinda
fark gozlemlenmemis ve tiim durham tiiplerinin tamaminin gaz ile doldugu goriilmiistiir. Bu
sonug ile izolatlarin, liziim ¢esiti, liziim olgunlugu, kabuk tane oran1 v.b. faktorlerden kaynakli
olarak diisiik olabilen sira pH’sina dayanip, pH stres faktorii 6zelinde fermantasyon baslatma

yetenegine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Buna benzer ¢alismalarda;

Bagder S. (2008), yapmis oldugu ¢alismada 10 adet izole edilmis sarap mayasi vel adet
ticari maya susu kullanmistir. 3,0 ve 4,0 pH degerlerindeki sivi YPD besiyerine inokule ettigi

biitliin mayalarin gelisim gosterdigini ortaya koymustur.

Lu vd. (2016), durian meyvesinin sirasini ve bir adet ticari maya kullanarak
gerceklestirdigi bir ¢aligmada, 3,1 ve 3,9 pH degerleri ile 20 °C ve 30 °C sicakliklardaki sira
kombinasyonlarindan dogacak fermantatif farkliliklar1 ele almistir. Bu ¢alismada pH’1n etanol
tretimi konusunda sicakliktan daha belirleyici bir stres faktorii oldugunu ortaya koyan
arastirmacilar ayn1 zamanda pH farkliliklarinin siranin kimyasal bilesimine de etki ettigini
gozlemlemislerdir. Lu vd.’nin ¢alismasina gore, nispeten giiclii stres faktorlerinden oldugu
goriilen sira pH’smna dayanim konusunda, c¢alismamizda izole edilen maya tiirlerinin
gelisiminin 1yi oldugu goriilmektedir.
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4.3.7. Kiikiirtdioksite Dayamklihik

Izolatlarin, fermantasyon baslangicinda siraya katilabilecek 25 - 200 mg/I araligindaki
SO2’yi tolare edebilecek giicte olup olmadigini anlamak i¢in, maya suslar1 0, 50, 100, 150, 200
mg/l konsantrasyonlarinda SO ilave edilmis YPD besiyerlerinde, 72 saat 28 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucundaki gelisimler gdzlemlenmis ve sonuglar

cizelge 4.7'e gosterilmistir.

Cizelge 4.7: Izolatlarmn farkli SO, (ppm) konsantrasyonlarindaki gelisimleri

izolat SOz (ppm) izolat SOz (ppm)

No 0 50 1200 150 200 |MNO 0 50 100 150 200
K1 + + + + + | 013 + + + + +
K2 + + + + + U14 A + + + +
K3 2 + + + + | U015 + + + + +
K4 + + + + + | Ul16 + + + + +
K5 + 3 = + + | 017 + + + + +
K6 + + + + + |U18 + + + + +
K7 + + + + + | U019 + + + + +
K8 + + + + + H1l + + + + +
K9 + + + + + |H2 + + + + +
K10 + + + + + | H3 + + + + +
K11 + + + + + |H4 + + + + +
K12 + + + + + |H5 + + + + +
K13 + + + + + | H6 + + + + +
Y1 + + + + + H7 + + + + +
Y2 + + + + + | HS8 + + + + +
Y3 + + + + + H9 + + + + +
Y4 + + + + + | H10 + + + + +
Y5 + + + + + |H1I1 + + + + +
Y6 + + + + + | H12 + + + + +
Y7 + + + + + | H13 + + + + +
Y8 + + + + + | H14 + + + + +
Y9 + + + + + | H15 + + + + +
U1 + + + + + E1l + + + + +
U2 + + + + + E2 + + + + +
U3 + + + + + E3 + + + + +
U4 + + + + + E4 + + + + +
Us + + + + + E5 + + + + +
U6 + + + + + | E6 + + + + +
U7 + + + + + E7 + + + + +
Us + + + + + ES + + + + +
U9 + + + + + E9 + + + - -
U10 + + + + + E10 + + - - -
Ul1 + + + + + |RC212 + + + + +
U12 + + + + + | Opale + + + + +
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Yiirtitiilen analizde, E9 ve E10 izolatlar1 haricindeki, biitiin maya suslarinin, yasal {ist
sinir olan 200 ppm SO konsantrasyonunda gelisim gosterdikleri belirlenmistir. Kontrol grubu
olarak kullanilan maya suslar1 da tiim SO; konsantrasyonlarinda gelisebilmistir. Bu tabloya
gore 2’si haricindeki tiim izolatlar, SO, dayanimi bakimindan, genel olarak sarap yapiminda
kullanilabilir goziikkmektedir. 200 mg/l konsantrasyonda gelisim gostermeyen izolatlar 15mg/I
konsantrasyonu da tolare edemedigi ve birinin 100 mg/l konsantrasyonda dahi gelisemedigi
gozlemlenmistir. Bu mayalar sarap yapimi i¢in zayif olarak degerlendirilmistir. Benzer sekilde

diger caligmalarda;

Parish ve Carroll (1987), izole ettikleri 4 adet S. cerevisiae maya susundan 2’sinin 300
mg/l SO2’yi, 1’inin 200 mg/l SO2 konsantrasyonunda gelisebildigini, diger maya susunun ise
25 mg/l SO2’ye dahi duyarli oldugunu tespit etmislerdir.

Nurgel C. (2000), inceledigi S. cerevisiae mayalariin tamaminin 100 ve 150 mg/l SO>
konsantrasyonlarinda ilk giinde fermantasyona bagladiklari, 200 mg/l SO konsantrasyonda ise,

bazi mayalarin fermantasyona 3. giin basladiklart belirtilmistir.

Cocolin vd. (2004), yeni tip sarap liretim yerlerinden izole ettikleri S. cerevisiae tiiriine
ait izolatlarin %65’inin 150 mg/l, %45’inin 300 mg/l SO2; eski tip sarap iiretim yerlerinden
izole ettikleri suslarin ise, tiimiiniin 150 mg/l, %95’inin 300 mg/l SO2’ye dayanikli olduklarini
belirtmislerdir.

Nikolaou vd. (2006) izole edip segtikleri mayalarin 6 adeti ile yaptiklar1 analizde 100,
200 ve 300 mg/l konsantrasyonda SO i¢eren sivi besiyerlerinde yaptiklari analizlerde 300mg/I
konsantrasyonlu besiyerindeki bir mayanin haricindeki biitlin mayalarin, biitiin

konsantrasyonlarda gelisim gosterdigini gézlemlemislerdir.

Bagder S. (2008), 0, 50, 100, 150, 200 mg/l konsantrasyonlarinda SO ilave edilmis
YPD siv1 besiyerlerinde mayalarin gelisme 6zelliklerini incelemistir. Calisma kapsaminda

incelenen tiim maya suslarinin, tiim konsantrasyonlarda gelisme gosterdigi goriilmiistiir.

Cavdaroglu, C. (2017), izole edilmis 37 adet susun teknolojik 6zelliklerini inceledigi
calismasinda, bu suslar arasindan segtigi 5 maya susu ile 50, 10, 150, 200 mg/l
konsantrasyonlarinda SO: iceren besiyerlerinde yaptigi analizlerde biitiin suslarin gelisme

kaydettigini gézlemlemistir.
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Celik vd. (2017), izole ettikleri mayalardan, teknolojik 6zelliklerine gore belirledikleri
4 S. cerevisiae ve 1 Lachancea thermotolerance tiirii maya suslariin, 200 mg/l SOz i¢eren
besiyerlerindeki gelisimlerini analiz etmisler ve tiim suslarin gelisim gosterdigini

belirlemislerdir.

4.3.8. Ucar Asit Olusturma

Mayalarin fermentasyon asamasinda ikincil metabolit olarak meydana getirdikleri
asetik asit (CH3COOH) miktarini belirlemek i¢in % 20 glikoz iceren malt ekstraktli sivi besiyeri
(YPD) kullanilmistr.

Ucar Asit iiretim miktarlarint belirlemek {izere, 6nceki analizlerde sarap yapimi igin
gerekli Ozellikleri karsilamis olan, 15 adet maya secilmistir. Maya se¢iminde teknolojik
ozellikleri karsilayan izolatlardan, ayn1 bagdan izole edilenler arasinda, fermantasyon hizlar
birbirinden farkli olan maya suslar1 secilmistir. Boylece maya suslarinin ayni olma sansinin en

aza indirilmesi hedeflenmistir.

Cizelge 4.8: Maya izolatlarinin olusturdugu ucar asit miktarlari

Izolat no Ucar asit (g/l) izolat no Ucar asit (g/l)
K1 0,336 £0,021 U18 0,348 £ 0,094
K10 0,420 + 0,098 H4 0,408 £0,138
K11 0,332 +£0,132 H5 0,268 + 0,045
Y4 0,328 £0,028 H6 0,276 £ 0,012
Y7 0,304 £ 0,037 E2 0,328 £ 0,037
Y9 0,352 £0,091 E4 0,292 £+ 0,048
U3 0,348 £ 0,072 E7 0,256 + 0,007
U14 0,328 + 0,014 RC212 0,280+ 0,018

Opale 0,322 + 0,045

Mayalarin fermentasyon asamasinda ikincil metabolit olarak meydana getirdikleri
asetik asit miktarmin belirlenmesinde kullanilan buharli damitma sistemi ile fermantasyon
sonunda besiyerinde mayalar tarafindan olusturulan ugar asit miktar1 asetik asit cinsinden “g/I”
olmak {izere hesaplanmustir. Izolatlarin inokule edildigi besiyerlerindeki asetik asit miktarlari

cizelge 4.8.’te gosterilmektedir.

Izolatlarn ucar asit olusturma derecelerinin saptanmasi calismasi ii¢ tekerriirlii olacak
sekilde yapilmistir. Mayalarin fermantasyon siirecinde olusturdugu ucar asit miktarlarinin

istatistiksel olarak birbirlerinden farkli olup olmadigini anlamak i¢in 6ncelikle normalite testi
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yapilmis ve ug degerler saf dis1 birakildiktan sonra tek yonlii anova analizi yapilmistir. Yapilan
anova analizinde model 6nemli olarak bulunmustur (p<0.05). Ardindan yapilan Tukey ¢oklu
karsilastirma testi ve gruplandirmada ise izolatlarin ucar asit olusturma derecelerinin

birbirlerinden istatistiksel olarak farkli olmadig goriilmiistiir.

Asetik asit, saraplarin ugucu asitliginin ana bilesenidir ve bu nedenle sarap kalitesi i¢in
kritik 6neme sahiptir. Saraplardaki konsantrasyonu yaklasik olarak 0,5 g/l'dir ve Uluslararasi
Bag ve Sarap Orgiitii (OIV) standartlarina gore saraplarin sahip olabilecegi en yiiksek ugar asit
konsantrasyonu, asetik asit cinsinden 1,2 g/I’dir (Uluslararas1 Bag ve Sarap Orgiitii (OIV),
2021).

Ugucu asitlik hiicre biliylimesinin baslangicinda olusur (Alexandre vd. 1994) ve iiretimi
maya susuna bagli olarak degiskenlik gdsterdigi gibi (Erasmus, Cliff, van Vuuren, 2004), ortam
bilesimi, vitaminler, baslangigtaki seker konsantrasyonu ve sicaklik degisimleri gibi
fermantasyon kosullarina da baglidir (Monk ve Cowley, 1984). Sarap mayalari, ayn1 zamanda
liziim sirasinda yiiksek seker konsantrasyonlarinin (> 35 °Bx) neden oldugu hiperozmotik stres
tepkisinin bir yan {irlinii olarak ta asetik asit {iretir. Ayrica liziim tanelerinin zedelenmesi ve

botrytis (kursuni kiif) te sarapta ugar asitin artmasina sebep olur (Erasmus vd. 2004).

Nikolaou vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, fermantasyon sonunda izole edilen
84 S. cerevisiae susundan segilen 6 tanesi ile yapilan analizde besiyerlerindeki fermantasyonlar
sonunda ugar asit miktar1 0,31 - 0,48 ¢/l arasinda bulunarak ortalamanin altinda ucar asit

olusturduklar tespit edilmistir.

Lopes vd. (2007), starter kiiltiir olarak kullanilacak S. cerevisiae tiirii maya izole etmek
i¢in yaptiklar1 ¢calismada 32 yerli maya susundan sectikleri 2 adet S. cerevisiae ve 2 adet ticari
sarap mayasi ile yiiriittiikleri analizde, otokton mayalar 0,65 ve 0,78 g/l ugar asit iiretirken ticari

suslar 0,65 ve 0,87 g/l ugar asit tiretmislerdir.

Tristezza vd. (2014), Giliney italya’daki Apulia Bolgesi'nin yerel ve antik {iziimii olan
“Susumaniello” tiziimleri ile yapilan bir aragtirmada H2S salinimi az oldugu tespit edilen 200
sus arasindan rastgele alinip saflastirilan 72 adet sus iizerinde yapilan molekiiler tanimlama
sonucunda elde edilen 15 S. cerevisiae susu i¢in ¢esitli teknolojik analizler yiiriitiilmiistiir. Bu
15 sus ile yiiriitiilen ¢alismada susumaniello {liziim siralar1 kullanilmis ve denemeler 25 °C’de
gerceklestirilmistir. Analizler sonunda otokton mayalarin 0,14 - 0,37 g/l arasinda, kontrol

mayasi olan ticari susun ise 0,46 g/l ugar asit olusturdugu gézlemlenmistir.



Celik vd. (2017), izole ettikleri mayalardan, teknolojik 6zelliklerine gore belirledikleri
4 S. cerevisiae ve 1 L. thermotolerance tiirii maya suslari ile yaptiklart analizde, mayalarin 15
°C'de, 200 ppm SOz ve %12 v/v alkol iceren YPD siv1 besiyerinde fermantasyon sonunda
tirettigi ucar asit degerlerini 0,72-1,02 g/l arasinda bulmuslardir. Calismanin sonucunda en

diisiik ucar asit iireten 1088 kodlu mayay starter kiiltiir olarak 6nermislerdir.

Furdikova vd. (2017), Slovakyadaki belirli baglardan topladiklari Gewurztraminer ¢esiti
tiztimlerden izole ettikleri 3 otokton maya ile yiiriittiikleri caligmada, ¢alisilan biitiin mayalarin

yaklasik 0,3 g/l ugar asit olusturduklarini saptamislardir.

4.4. Karakterizasyon

4.4.1. DNA Dizileme Analizi

Teknolojik testlerde, sarap yapabilecek yeterliligi gdstermis olan mayalar arasinda ayni
bagdan izole edilmis olanlarin kendi i¢inde farklhilik gOsterme sansini arttirmak adina
fermantasyon hizlarinin birbirlerinden uzak oldugu diisiiniilen izolatlar belirlenmis ve her
bagdan 3’er adet olacak sekilde secilmistir. Segilen K1, K10, K11, Y4, Y7, Y9, U3, U14, U18,
H4, H5, H6, E2, E4, E7 izolatlarinin S. cerevisiae tiiriine ait olup olmadiklarinin anlamak igin
DNA dizileme analizi yapilmak iizere Tekirdag Namik Kemal Universitesi’'ne bagl olan

NABILTEM’e gonderilmistir.

ITS gen bolgeleri iki yonlii olarak okunmus ve her iki yonde de okunan niikleotit dizileri
birbirleri ile karsilagtirilmistir. Fark gosteren yerler DNA dizileme kromatogramlari tizerinden
manuel olarak degerlendirilmis ve BLAST analizi i¢in hazir hale getirilmistir. Dizi analizi
sonuglart BLAST programi ile GenBank'ta var olan diziler ile karsilagtirilmis ve maya
orneklerinin molekiiler tanilar1 yapilmistir. Yapilan dizileme analizleri sonucunda segilen 15
izolati hepsinin Saccharomyces cerevisiae tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. Orneklerin DNA

dizi analizi ve bu o6rneklere yapilan BLAST arama sonuglar1 EK-1'de toplu olarak verilmistir.

4.4.2. DNA Parmakizi Analizleri
Dizileme analizleri ile elde edilen sonuglarda, 15 izolatin da S. cerevisiae tiiriine ait
oldugu belirlendikten sonra, sus bazindaki farkliliklar1 degerlendirmek tizere, DNA parmakizi

analizlerinin segilen tiim izolatlara uygulanmasina karar verilmistir.

Delta 12-21 primerleri ile PCR’da g¢ogaltilan DNA o6rnekleri 1,4’°liikk agaroz igeren
IxTBE jel’de 100V ta 2 saat yiriitiildiikten sonra goriintiileri kaydedilmistir (sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Delta 12 - delta 21 primerleri ile ¢ogaltilan DNA’larin jel elektroforezindeki
goruntusu

Elektroforez sonrasi kaydedilen goriintii incelendiginde K10 - K11, Y7 -Y9, U3 - U18,
H4 — H5 ve E2 — E7 izolatlarinin birbiri ile ayn1 suslar oldugu goriilmiistiir. Ilging sekilde farkls
bir bagdan aliman E4 izolatinin da H4 ve HS izolatlar1 ile ayn1 sus oldugu goriilmiistiir. S.
cerevisiae tiiriine ait olan ticari sarap mayast ile izole edilip se¢ilen higbir izolatin, sus bazinda,
ayni olmadigr goriilmiistiir. Delta 12-21 primerlerinin kullan1ldigit DNA parmakizi sonucunda,

secilen suslar arasindan 9 tanesinin farkli S. cerevisiae susu oldugu goriilmistiir.

Legras ve Karst (2003), DNA parmakizi analizi ile S. cerevisiae suslarinin ayriminda
en etkili olan primer c¢iftinin delte 12 - delta 21 primer ¢ifti olugunu ortaya koydugu
caligmalarina istinaden bu ¢alismada da ayn1 primerler kullanilmis ve yapilan DNA parmak izi

analizinde Legras ve Karst’in ¢alismasindaki elektroforez goriintiisiiniin benzerine ulasilmistir.
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Bilgin A.N. (2015), topladig tiziimlerden izole ettigi, farkl cinslerdeki 334 adet otokton
mayanin dizileme analizlerini ITS1 ve ITS4 primer g¢iftlerini kullanarak gerceklestirdikten
sonra S. cerevisiae tiiriine ait mayalarin birbirlerinden farkli olup olmadiklarini, yine delta 12
ve delta 21 primer ¢iftlerini kullanarak analiz etmistir. Calismasinin sonunda bu yontemle 3
adet farkli S. cerevisiae susunun sarap yapim Ozellikleri bakimindan oOne ¢iktigini
gozlemlemistir. Tez ¢alismamizda da ayni yontemler izlenerek, temel teknolojik 6zellikleri
tasiyan suslarda, genomik karakterizasyon ¢alismasi yapilmis ve 9 farkli S. cerevisiae susu elde
edilmistir. Ancak bu suslarin saraplarda etkin sonuglar verip vermeyecekleri ileride yapilacak

caligmalarla belli olacaktir.

Garofalo vd. 2016 yilinda, iiziim gesitlerinde dogal maya florasini ortaya koymak
amactyla yaptiklar1 ¢alismada dizileme analizlerini ITS 1 - ITS 4 primerlerini kullanarak ve
DNA parmak izi analizlerini ise delta 12 - delta 21 primer ¢iftini kullanarak
gerceklestirmislerdir. Tez c¢alismamizda da Garofalo vd.’nin ulagtigi jel goriintiisiiniin

benzerine ulagilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, glinlimiizde, Diinyadaki sarap iireticisi iilkelerde 6ne ¢ikan ve tamamiyla
yerel 6zellikler tagiyan teruar saraplarinin liretiminin bir pargasi olarak yapilan yerel mayalarin
izolasyonu ve tanimlanmasi ¢alismalarma paralel olarak Ulkemizin kendi gen kaynaklarindan
yerel mayalarin toplanmasi, amaca uygun ve direngli tiirlerin belirlenerek, sarap yapimina
uygun, S. cerevisiae tiiriine ait olan mayalarin se¢ilmesi amaglanmigtir. Bu sayede lokal ve
amaca uygun sarap mayalar1 elde ederek bolgesel saraplarin karakteristik farklarini tam
anlamiyla yansitan teruar saraplarin iiretimine katki saglanabilir ve buna ek olarak iilkemizde
ihracati yapilan saraplarin karakteristik tatlar tasimasinin, boylece lilkemiz saraplarinin yurtdisi
pazarinda daha genis bir alana yayilmasinin &niinii acilabilir. ileriki dénemde sarap mayalar
konusunda iilkemizin digsa bagimliligini azaltmak ve ayrica kendi starter kiiltlirlerimizi
tanimlama ve {iretme yolunda adimlar atilmasina katki saglamak ta calismanin hedefleri

arasindadir.

Proje kapsaminda Kirklareli, Edirne ve Tekirdag illerinde farkli 6zellikler tagiyan 5
lokasyondan Papazkarasi iizlimleri, maya izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in toplanmistir.
Spontan fermantasyonlar sonunda, morfolojik 6zelliklerine gore bakilarak rastgele segilen 66
adet saflastirilmis izolat elde edilmistir. Izolatlara uygulanan teknolojik analizler sonucunda 46

adet mayanin sarap yapabilecek kapasiteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Hidrojen siilfiiriin saraplarda yarattigi ¢iliriik yumurta kokusu istenmeyen bir durum
oldugundan sarap starteri olarak kullanilacak mayalarin diisiik seviyelerde H2S iiretmesi
istenmektedir. Yapilan hidrojen siilfiir iiretimi analizinde referans olarak alinan ticari maya susu
(Lalvin Bourgovin RC212) BIGGY agar iizerinde kahverengi koloniler olusturarak orta diizey
bir hidrojen siilfiir iireticisi oldugunu gostermistir. Kullanilan ticari maya sinir olarak kabul
edilerek analizdeki diger izolatlardan kahverengi ve daha agik tonlarda koloniler olugturan 60
adet izolat sarap mayasi potansiyeli tasityan mayalar olarak kabul edilmistir. Koyu kahverengi
ve daha koyu tonda koloni olusturan 6 adet izolat (U1, U6, U8, U9, U16 ve U19) yiiksek
hidrojen siilfiir {iretimlerinden dolay1 sarap yapma 06zelligi tasimayan maya kategorisinde

degerlendirilmistir.

Y7,Y8, Y9, H6, E1 suslarinin, diger teknolojik analizlerde de basar1 sagladiklarindan

dolay1, mayadan gelen H>S diizeyinin ¢ok diisiik olmasi istenen veya hasarl iiziimlerden

73



yapilacak  saraplarin  iiretiminde kullanilabilme potansiyellerinin  yiiksek oldugu

gbzlemlenmistir.

Sarap mayalariin fermantasyonun ilk asamalarinda ortamda baskin hale geg¢meleri
gerektiginden 24. ve 72. saatler aras1 lireme hizinin yiiksek olmasi istenmektedir. Calismada,
bu araliktaki agirlik azalimlarina bakildiginda, U1, U6, U8, U9, U16, U19 izolatlar: haricindeki
biitlin izolatlar 0,25 g.CO2/l.sa fermantasyon hizinin {izerinde bir performans gostermistir. 66
izolattan 30 tanesi, kontrol grubu olarak kullanilan kirmizi ve beyaz sarap mayalarindan daha
1yl performans gosterirken, 7 tanesi de kontrol grubu olarak kullanilan iki ticari mayanin
arasinda bir performans sergilemislerdir. Fermantasyon hiz1 yliksek mayalar oransal olarak, en
fazla Yenikdy ve Hamitabat’tan toplanan iizimlerden izole edilen izolatlardir. Bu konuda
yapilan diger ¢alismalara bakarak izolatlarin yarisindan fazlasinin, sirayr ¢ok kuvvetli bir
sekilde fermante edebilen, yiliksek fermantasyon hizina sahip, baskin mayalar oldugu

gozlemlenmistir.

37 °C ve 42 °C’de yapilan yiiksek sicaklikta ¢ogalma kabiliyeti 6lgiim testlerinde, tim
izolatlar 37 °C’de gelisim gosterirken, 10 izolat 42 °C’de gelisim gosterememislerdir. Geriye
kalan 56 adet izolat her iki sicaklikta da gelisim gostermistir. Bu oran, benzer ¢alismalardaki
izolatlarin 42 °C’deki gelisimlerine kiyasla yiiksek bir oran olarak goriilmektedir. Yiiksek
sicakliklarda iyi gelisim gosteren mayalarin, sogutma sistemi bulunmayan ve fermantasyon
stiresince  asir1  sicaklik  ylikselmelerinin ~ goriilebildigi  durumlarda fermantasyon

duraksamalarinin 6niine gegmek i¢in kullanilabilme potansiyeli vardir.

Calismadaki tim maya izolatlarmin 30 °Bx konsantrasyonda gelisebildikleri
gbzlemlenmistir. Bu yonden bakilarak izolatlarin ge¢ hasat edilen, sicak iklimde yetismis veya
botrytisli iziimlerden elde edilen yiiksek seker konsantrasyonuna sahip siralardan elde edilecek
saraplarin Uiretiminde ozmotik basinca dayanikli starterler olarak kulanilabilecekleri

gorilmiistiir.

U16 ve U19 izolatlar1 %10 ve K6, U9, H8, H9, H11, H12, H13 izolatlar1 ise %13 alkolde
gelisim gosteremediklerinden dolay sarap starteri olarak degerlendirmeye alinmamislardir. K9,
U2, U6 ve U17 izolatlar1 ise %10 ve %13 konsantrasyonlarda gelisim gosterebilmis ancak %15
konsantrasyonda gelisim gosterememistir. Bu maya suslarinin, yiiksek alkollii saraplarin
yapiminda kullanilmas1 potansiyel sorunlara yol acabilir. Ancak beyaz sarap veya daha diisiik

alkollii saraplarin yapiminda kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu
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gibi alanlarda kullanilabilme ihtimalleri daha ileriki caligmalarda aragtirilabilir nitelige sahiptir.
53 adet izolat %15 -etanol konsantrasyonunda gelisebilmistir. Bu konsantrasyonda
gelisebilmeleri, sarap yapimi icin yeterli bir 6zellik olup, starter olarak kullanilabileceklerini
gostermektedir. Ayrica K3, K5, K7, K8, K10, K11, K12, K13, U3 ve Ul18 izolatlar1 %17 etanol
konsantrasyonlarinda  dahi  gelisim  gdstermislerdir. %15 ve {stliindeki etanol
konsantrasyonlarina dayaniklilik testleri daha ¢ok biyoetanol veya biyokiitle iiretimlerinde
kullanilacak starter kiiltiirlerin se¢ilmesinde yapilan analizlerdendir. Ancak etanoliin maya
tizerinde bir stres faktorii oldugunu diisiindiigiimiizde starter kiiltiir olarak kullanilacak maya
susunun bu stres faktoriine ne kadar dayanikli olursa stres altindayken iirettigi ve kaliteye
olumsuz etki edebilen ikincil metabolitlerini iiretme ihtimalinin de o denli diisiik olacagini
ongorebiliriz. Bu nedenle ¢aligmada starter kiiltlir olabilecegi one siiriilen izolatlarin, %17
etanol konsantrasyonunda gelisim gosterebilen suslarin izole edildigi baglarda, bu izolatlarin

icinden de secilmesine karar verilmistir.

Fermantasyonun basinda ve sonunda genellikle goriilen pH araligi 3,0 ve 4,0 olmaktadir
ve ¢aligmadaki tiim izolatlar bu pH araliginda gelisim géstermistir. Ayrica E9 ve E10 izolatlar
disindaki tiim izolatlar 0-200 ppm SO: konsantrasyonlarinda gelisim gdstermislerdir. 200 ppm
SO; konsantrasyonu iilkemizde Tiirk Gida Kodeksine gore yasal sinir olarak belirlenmistir.
Yiiksek kiikiirtlemenin gerekebilecegi, diisiik asitli sira, beyaz lizim sirasi, darbe ve ¢iirtiklerin
fazla oldugu iiziimlerin saraba islenmesi vs. gibi durumlarda c¢alismadaki izolatlarin

kullanilabilecegi ongoriilmektedir.

Teknolojik 6zellikleri belirlenen izolatlardan sarap yapimi i¢in uygun olanlar arasindan
secilen mayalarin ugar asit olustuma potansiyelleri incelendiginde, OIV standartlarina gore
saraplarin sahip olabilecegi en yiiksek ugar asit konsantrasyonu olan 1,2 g/I’den daha az asetik
asit olusturduklar goriilmiistiir. Elde edilen degerler diger ¢alismalarla karsilastirildiginda
ortalama oldugu saptanmistir. Yapilan Tukey coklu karsilastirma testinde izolatlarin ugar asit

olusturma derecelerinin birbirlerinden istatistiksel olarak farkli olmadig1 goriilmiistiir.

Trakya yoresine ait bir cesit olan Papazkarasi iiziimii {izerinden izole edilerek
saflagtirilan 66 adet izolata uygulanan teknolojik testlerde, 46 adet izolatin sarap yapabilmek
icin gerekli temel kriterlere sahip oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin iginden, yapilan
analizlerden yola ¢ikilarak, birbirinden farkli oldugu diisiiniilen 15 adet maya secilerek DNA
dizileme analizine tabi tutulmus ve hepsinin S. cerevisiae tiirline ait oldugu gorilmistiir.

Izolatlarin sus bazinda birbirlerinden farkli olup olmadigimi anlamak igin DNA parmakizi
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analizleri yapilmis ve ¢calisma sunucunda sarap yapabilme yetenegine sahip, 9 farkli S. cerevisia

susu elde edilmistir.

Elde edilen izolatlar Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitlisii biinyesinde -80 °C’de
gliserol stoklarda saklanmaktadir. Molekiiler tanimlamasi yapilan izolatlarin sarap
uygulamalarinda gosterecekleri performanslari gorebilmek i¢in bir T.C. Tarim ve Orman
Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigline ilgili proje sunulmus ve

kabul edilmistir.
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EK 1. Secilen izolatlarin ITS 1-4 gen bolgelerinin DNA dizileri ve BLAST analiz
sonuc¢lari

K1

CCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAA
AACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATT
CCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGT
GAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTT
TTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTT
TTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTAT
CGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCA
GGTAGGA

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
935 bits(506) 0.0 506/506(100%) 0/506(0%) Plus/Plus
Query 2 CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAAACAAG 61

Frrrrrrrrrrrrererrrrerrrrrr et e et et e
Sbjct 260 CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAAACAAG 319

Query 62 AATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC 121

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 320 AATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTITCAACAACGGATCTCITGGITC 379

Query 122 TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 181

FEErrrrrrrrr et e e e e e et e et e et e e e e e e e e e
Sbjct 380 TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 439

Query 182 ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTG 241

FEErrrrrrrrr et et et e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 440 ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTG 499

Query 242 AGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACT 301

FEErrrrrrrrrerrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 500 AGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACT 559

Query 302 TGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGttttttttttCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTG 361

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrreerrrrrre et e
Sbjct 560 TGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTG 619
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Query 362 CTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTT 421

FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e et err e e e e e e e e e e e
Sbjct 620 CTIGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGITTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTITT 679

Query 422 ATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTT 481

FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e et err e e e e e e e e e e e
Sbjct 680 ATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTT 739

Query 482 AAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 507

FEEETEEErrrrr el
Sbjct 740 AAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 765

K10

GTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT
TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGG
CATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATA
CTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAA
AGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTT
ACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGA
AGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
920 bits(498) 0.0 498/498(100%) 0/498(0%) Plus/Minus
Query 1 GTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCG 60

Errrrrrrrrrer e e e et e e e et e e et e e e e e e
Sbjct 450070 GTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTITGTCAAAAACAAGAATTTTCG 450011

Query 61 TAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCG 120

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrre et rr e rr e
Sbjct 450010 TAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCG 449951

Query 121 ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGA 180

Errrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e et et e e e e e e e
Sbjct 449950 ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGA 449891

Query 181 ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCAT 240

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e et e e e e e e e
Sbjct 449890 ATCITTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCAT 449831
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Query 241 TTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTG 300

PErrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrerrr e et e e et r e
Sbjct 449830 TTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTG 449771

Query 301 CTGGCCTTTTCATTGGATGL Lttt tt Lt tCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGT 360

PErrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrerrr e et e e et r e
Sbjct 449770 CTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGT 449711

Query 361 ATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAG 420

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e et e e e e e e
Sbjct 449710 ATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTITATACTGAG 449651

Query 421 CGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTG 480

FrErrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 449650 CGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTITAAAGTTIG 449591

Query 481 ACCTCAAATCAGGTAGGA 498

PEEEEEEEEr et
Sbjct 449590 ACCTCAAATCAGGTAGGA 449573

K11
TGTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAA
TGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAG

AGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTA
AGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGAC
AATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTT
TCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTAT
CTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAT
ATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCT
TCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGC
TGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGG
TATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTAT
ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGT
TCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
1485 bits(804) 0.0 804/804(100%) 0/804(0%) Plus/Minus
Query 3 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGALLE 62
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Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

434606

63

434546

123

434486

183

434426

243

434366

303

434306

363

434246

423

434186

483

434126

543

434066

603

434006

Frerrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTT

CELttGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTC

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e
TTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTC

CAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTAT

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
CAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTIGTAAGTTTCTTTCTTGCTAT

TCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrerr e e e e e e
TCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA

ACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGG

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e e e
ACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGG

CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrrrrrrrr e e e e e e e
CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGA

ATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e
ATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT

CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e et er e e e e e e
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA

GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTT

GAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGL Lttt tttCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
GAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTT

89

434547

122

434487

182

434427

242

434367

302

434307

362

434247

422

434187

482

434127

542

434067

602

434007

662

433947



Query 663 GAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCELELELEAT 722

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e et e e e e e e
Sbjct 433946 GAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTITTTAT 433887

Query 723 ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAA 782

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e et e e e e e e
Sbjct 433886 ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTICTTAA 433827

Query 783 AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 806

FEEEETEEEErrrr e
Sbjct 433826 AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 433803

Y4
TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAA
TGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAG

AGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTA
AGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGAC
AATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTT
TCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTAT
CTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAT
ATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCT
TCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGC
TGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGG
TATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTAT
ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGT
TCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
1489 bits(806) 0.0 806/806(100%) 0/806(0%) Plus/Minus
Query 1 TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGAE 60

LErrrrrerrrrrrererrrrerrrrrreerrrrrre et e
Sbjct 434608 TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGAT 434549

Query 61 Tttt ttGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAG 120

LErrrrrerrrrrrererrrrerrrrrreerrrrrre et e
Sbjct 434548 TTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAG 434489

Query 121 TCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCT 180

FEErrrrrrrrrrr e e e e e e e e et e e e e e e e e
Sbjct 434488 TCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCT 434429

90



Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

181

434428

241

434368

301

434308

361

434248

421

434188

481

434128

541

434068

601

434008

661

433948

721

433888

781

ATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATA

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e
ATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATA

CAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGG

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e
CAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGG

GGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAA

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
GGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAA

GAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e
GAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT

CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerrrerr e e e e e e e
CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTG

AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTT

GAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAAC

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e et er e e e e e e
GAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAAC

TTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGL Lttt tt tCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGC

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e et e et e e e e e e e
TTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGIGC

TTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCEELEELL

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e
TTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTT

ATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
ATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTT

AAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 806

91

240

434369

300

434309

360

434249

420

434189

480

434129

540

434069

600

434009

660

433949

720

433889

780

433829



Sbjct 433828 AAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 433803

Y7

CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGA

[TTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGAT
GGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTT
TCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATT
AAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTT
TGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTAT
TCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTC
AAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGC
CTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATA
ATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATACTG
AGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTA
AAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
1482 bits(802) 0.0 802/802(100%) 0/802(0%) Plus/Minus
Query 1 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGALtttt 60

FErrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 434604 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTT 434545

Query 61 ttGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCA 120

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrre et rr e rr e
Sbjct 434544 TTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCA 434485

Query 121 GCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTC 180

LErrrrrerrrrrrerrrrrrer et e e et et r e
Sbjct 434484 GCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTC 434425

Query 181 CAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC 240

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e et e e e e e e e
Sbjct 434424 CAAACGGTGAGAGATTTCTGIGCTTTTGITATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC 434365

Query 241 ACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCC 300

Errrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e et et e e e e e e e
Sbjct 434364 ACACTGTGGAGITTTCATATCTTTGCAACTTITTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCC 434305
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Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Y9

301

434304

361

434244

421

434184

481

434124

541

434064

601

434004

661

433944

721

433884

781

433824

CAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
CAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT

TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG

CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC

N
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr et e e e e
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC

GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGA

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrr e rr e e e e e
GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGA

AATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGL Lt L L L L tCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGA

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrr e rr e e e e
AATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGA

GGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCEELLEELLATAC

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATAC

TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAG

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTARAG

TTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 802

FEEEEEEErrr el
TTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 433803

360

434245

420

434185

480

434125

540

434065

600

434005

660

433945

720

433885

780

433825

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAAT

GGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGA
GATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAA
GTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACA
ATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTT
CTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATC
TATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATA
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TTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTT
CTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCT
GGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGT
ATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATA
CTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTC
TTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAC

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
1487 bits(805) 0.0 805/805(100%) 0/805(0%) Plus/Minus
Query 1 TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAARATGGALL 60

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrr e rr e e e e e
Sbjct 434607 TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATT 434548

Query 61 CLELELEGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGT 120

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrr e rr e e e e e
Sbjct 434547 TTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGT 434488

Query 121 CCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTA 180

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 434487 CCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTITTCTTGCTA 434428

Query 181 TTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATAC 240

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
Sbjct 434427 TTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATAC 434368

Query 241 AACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGG 300

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 434367 AACACACTIGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTITTCTITTGGGCATTCGAGCAATCGGG 434308

Query 301 GCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAG 360

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
Sbjct 434307 GCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAG 434248

Query 361 AATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC 420

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 434247 AATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTIGGTTIC 434188

Query 421 TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 480
Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e
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Sbjct 434187 TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 434128

Query 481 ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTG 540

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e et e e e e e e
Sbjct 434127 ATCATCGAATCTITTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCIGTTTIG 434068

Query 541 AGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACT 600

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e et e e e e e e
Sbjct 434067 AGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTITAACT 434008

Query 601 TGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGL Lt Lttt tCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCT 660

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrerrr e et r e
Sbjct 434007 TGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCT 433948

Query 661 TGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCLLLLEELA 720

PErrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerr e rrrr e e et b e e
Sbjct 433947 TGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTA 433888

Query 721 TACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTA 780

LErrrrrerrrrrrerrrrrrer et e et r et e e
Sbjct 433887 TACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTA 433828

Query 781 AAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 805

CEEETTEEErrrrr et
Sbjct 433827 AAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 433803

U3
TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAA
TGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAG

AGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTA
AGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGAC
AATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTT
TCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTAT
CTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAT
ATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCT
TCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGC
TGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGG
TATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTAT
ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGT
TCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAG

Saccharomyces cerevisiae
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Score Expect Identities Gaps Strand

1491 bits(807) 0.0 807/807(100%) 0/807(0%) Plus/Minus

Query 1 TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGARAATGGAL 60

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e
Sbjct 434608 TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGAT 434549

Query 61 CLLELEEGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAG 120

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e
Sbjct 434548 TTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAG 434489

Query 121 TCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCT 180

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrerr e e e e e e
Sbjct 434488 TCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCT 434429

Query 181 ATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATA 240

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerrrerr e e e e e e e
Sbjct 434428 ATTCCAAACGGIGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATA 434369

Query 241 CAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGG 300

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e
Sbjct 434368 CAACACACTGTGGAGITTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGG 434309

Query 301 GGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAA 360

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 434308 GGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAA 434249

Query 361 GAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT 420

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e et er e e e e e e
Sbjct 434248 GAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCITGGIT 434189

Query 421 CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTG 480

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 434188 CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTIG 434129

Query 481 AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTT 540

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
Sbjct 434128 AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTIT 434069

Query 541 GAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAAC 600
Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 434068 GAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTIGGAGTTAAC 434009
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Query 601 TTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGL Lt Lttt tCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGC 660

PErrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrerrr e et e e et r e
Sbjct 434008 TTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGC 433949

Query 661 TTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCELEEEEL 720

PErrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrerrr e et e e et r e
Sbjct 433948 TTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTT 433889

Query 721 ATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTT 780

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e et e e e e e e
Sbjct 433888 ATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCIT 433829

Query 781 AAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAG 807

EEEEEErrr e et
Sbjct 433828 AAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAG 433802

U14
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATG
GATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAG

ATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAG
TTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAA
TTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTC
TTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCT
ATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATAT
TAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTC
TCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTG
GCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTA
TAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATAC
TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCT
TAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
1485 bits(804) 0.0 804/804(100%) 0/804(0%) Plus/Minus
Query 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGALEL 60

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e re e e e et e e et rrr e
Sbjct 434606 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTT 434547

Query 61 CLELEGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTC 120
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Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

434546

121

434486

181

434426

241

434366

301

434306

361

434246

421

434186

481

434126

541

434066

601

434006

661

433946

Frerrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
TTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTC

CAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTAT

N
CAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTAT

TCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
TCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA

ACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrerr e e e e e e
ACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGG

CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerrrerr e e e e e e e
CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGA

ATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e
ATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT

CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e et er e e e e e e
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA

GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTT

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e et er e e e e e e
GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTT

GAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGL Lttt tttCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
GAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTT

GAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCLELELLLEAT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
GAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTITTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTAT
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434487

180

434427

240

434367

300

434307

360

434247

420

434187

480

434127

540

434067

600

434007

660

433947

720

433887



Query 721 ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAA 780

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrr e e e e e et e e e e e e
Sbjct 433886 ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTICTTAA 433827

Query 781 AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 804

PEEEEEErrr e e
Sbjct 433826 AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 433803

U18
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATG
GATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAG

ATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAG
TTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAA
TTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTC
TTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCT
ATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATAT
TAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTC
TCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTG
GCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTA
TAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATAC
TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCT
TAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCAAAGA

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
1500 bits(812) 0.0 812/812(100%) 0/812(0%) Plus/Minus
Query 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGALEL 60

FErrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 434606 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTITGAAAATGGATTT 434547

Query 61 Tttt tGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTC 120

Lrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrerrr e rrr e e e e
Sbjct 434546 TTTTGITTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTC 434487

Query 121 CAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTAT 180

Lerrrrrrrrrrrrreerrrrrrerrrrrrerrr e e et rr e
Sbjct 434486 CAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTICTTGCTAT 434427

Query 181 TCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA 240

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
99



Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

H4

434426

241

434366

301

434306

361

434246

421

434186

481

434126

541

434066

601

434006

661

433946

721

433886

781

433826

TCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA

ACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGG

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
ACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTITTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGG

CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGA

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGA

ATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e
ATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT

CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

N
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e e e e
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA

GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTT

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTT

GAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGL Lttt t ttCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTT

GAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCELELELLLEAT

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
GAGGTATAATGCAAGTACGGTCGITTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTAT

ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAA

AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGC 812

FEEEEEEE et e e et
AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGC 433795

100

434367

300

434307

360

434247

420

434187

480

434127

540

434067

600

434007

660

433947

720

433887

780

433827



TGTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATGATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAA
TGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAG
AGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTA
AGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGAC
AATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTT
TCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTAT
CTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAT
ATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCT
TCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGC
TGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGG
TATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTAT
ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGT
TCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
1480 bits(801) 0.0 803/804(99%) 0/804(0%) Plus/Minus
Query 3 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATGATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGALLL 62

PErrrrrrrrrrrrrerrrrrreer rrrrerrr e e et e e e
Sbjct 434606 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTT 434547

Query 63 CLLEGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTC 122

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrre et rr e rr e
Sbjct 434546 TTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTC 434487

Query 123 CAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTAT 182

LErrrrrerrrrrrerrrrrrer et e et et r e
Sbjct 434486 CAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTAT 434427

Query 183 TCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA 242

Lerrrrrrrrrrrrreerrrrrrerrrrrrerrr e e et rr e
Sbjct 434426 TCCAAACGGTGAGAGATTTCTIGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA 434367

Query 243 ACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGG 302

Lerrrrrrrrrrrrreerrrrrrerrrrrrerrr e e et rr e
Sbjct 434366 ACACACTGTGGAGITTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGG 434307

Query 303 CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCARAAACAAGA 362
Lerrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrerrr e rrr e e e
Sbjct 434306 CCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGA 434247
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Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

HS

363

434246

423

434186

483

434126

543

434066

603

434006

663

433946

723

433886

783

433826

ATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e
ATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT

CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

N
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGA

GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e
GCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTITGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTT

GAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGEL Lttt tt tCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerrrerr e e e e e e e
GAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTITTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTT

GAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCLELELLLEAT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e
GAGGTATAATGCAAGTACGGTCGITTTAGGTITTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTAT

ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e et er e e e e e e
ACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAA

AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 806

FEEEEEEE e et
AGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 433803

422

434187

482

434127

542

434067

602

434007

662

433947

722

433887

782

433827

GCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGG

ATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGA
TGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGT
TTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAAT

TAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCT
TTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTA
TTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATT
AAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
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ACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCT
CAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGG
CCTCTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTAT
AATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATACT
GAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTT
AAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAG

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
1472 bits(797) 0.0 799/800(99%) 0/800(0%) Plus/Minus
Query 2 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGAL tttt 61

Frrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr et e e e e
Sbjct 434604 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTT 434545

Query 62 TtGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCA 121

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerrrerr e e e e e e e
Sbjct 434544 TTGITTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCA 434485

Query 122 GCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTC 181

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerrrerr e e e e e e e
Sbjct 434484 GCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTIC 434425

Query 182 CAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC 241

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 434424 CAAACGGIGAGAGATITCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC 434365

Query 242 ACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCC 301

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e et er e e e e e e
Sbjct 434364 ACACTGTGGAGITTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCC 434305

Query 302 CAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT 361

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e et er e e e e e e
Sbjct 434304 CAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT 434245

Query 362 TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG 421

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 434244 TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCITGGITCTCG 434185

Query 422 CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC 481

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
Sbjct 434184 CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC 434125
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Query 482 ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC 541

LErrrrrerrrrrreerrrrrerrrrrr e et et et e
Sbjct 434124 ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC 434065

Query 542 GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGA 601

PErrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrerrr e et e e et r e
Sbjct 434064 GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGA 434005

Query 602 AATTGCTGGCCTCTTCATTGGATGttttttt tCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGA 661

Errrrrrrr e rrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 434004 AATTGCTGGCCTITTTCATTGGATGTTTTTTTITCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGA 433945

Query 662 GGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCEEELELEATAC 721

FrErrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 433944 GGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTITTTITATAC 433885

Query 722 TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAG 781

rErrrrrrrrrrerrrrrrerr e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 433884 TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCITAAAG 433825

Query 782 TTTGACCTCAAATCAGGTAG 801

FEEEEEErrr e
Sbjct 433824 TTTGACCTCAAATCAGGTAG 433805

H6

GGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTCTGT
TATAGGACAATTAAAACCGTTTCCATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTG
CAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACATACACAAAC
AATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAAT
TTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC
GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAAC
TTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGC
GTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAA
TCTTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGG
CGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA

Saccharomyces cerevisia

Score Expect Identities Gaps Strand
1182 bits(640) 0.0 646/649(99%) 0/649(0%) Plus/Minus

104



Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

434451

61

434391

121

434331

181

434271

241

434211

301

434151

361

434091

421

434031

481

433971

541

433911

601

433851

GGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTCTGTTATA

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrerrrerrrerrrerr e e et
GGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTICTGIGCTITTGTITATA

GGACAATTAAAACCGTTTCCATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTT

Frrrrrrrrerrerrreer rrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
GGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTT

TCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACATACACAAACAATTTTATCTATT

Ferrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrr e rrr e e e
TCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATT

CATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAAC

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrr e rr e e e e e
CATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAAC

TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGT

N
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGT

AATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGG

N
AATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGG

TATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
TATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGT

GAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGEEELLLLEC

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
GAGTGATACTCTTTGGAGT TAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTC

CAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
CAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTA

CCAACTGCGGCTAATCELL Lttt tATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGA

GCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 649

FEErrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGA 433803

105

60

434392

120

434332

180

434272

240

434212

300

434152

360

434092

420

434032

480

433972

540

433912

600

433852



E2

TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAAT
TTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAG
AAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCT
AGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTG
TTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTT
GCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAA
CAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAA
TTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC
GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAAC
TTGAAATTGCTGGCCCTTTTCATTGGATGTTTATTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTG
CGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTA
ATCTTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAG
GCGAACAATGTTCTTAAAGTTGACCTCAATCAGGTAGGA

Score Expect Identities Gaps Strand
1489 bits(806) 0.0 811/813(99%) 1/813(0%) Plus/Plus
Query 1 TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGA 60
FEETEEE e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1 TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGA 60

Query 61 AAATGGALLLLLLEtGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAG 120

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e
Sbjct 61  AAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAG 120

Query 121 ATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCT 180

Frrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr et r et e e
Sbjct 121 ATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCT 180

Query 181 TTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCG 240

FErrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 181 TTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCG 240

Query 241 TTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGA 300

FEErrrrrrrrrerrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 241 TTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTITTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGA 300

Query 301 GCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTITGTC 360
FEErrrrrrrrr et et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 301 GCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTIGTC 360
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Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

E4

CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGA

361

361

421

421

481

481

541

541

601

601

661

660

721

720

781

780

AAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATC

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e
AAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATC

TCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGA

A
TCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGA

ATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCAT

FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e et err e e e e e e e e e e e
ATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCAT

GCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTG

FErrrrrrrrrrerrr e e e e et e e e e e e e e e e e e
GCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTICTTIG

GAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCCTTTTCATTGGATGTTTATTTTCCAAAGAGAGGTTTC

FErrrrrrrrrrerrrerre e reerrrerrerrrerr e e e e e
GAGTTAACTTGAAATTGCTGG-CCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTC

TCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAA

FErrrrrrrrrrerrr e e e e et e e e e e e e e e e e e
TCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAA

TCtttttttATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAAC

FEErrrrrrrrrerrr et e e e et e e e e e et e e e e e e
TCTTTTTTTATACTGAGCGTATTGGAACGT TATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAAC

AATGTTCTTAAAGTTGACCTCAATCAGGTAGGA 813

FEETEEEEErr et e e e e el
AATGTTCTTAAAGTTGACCTCAATCAGGTAGGA 812

TTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGAT
GGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTT
TCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATT
AAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTT
TGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTAT
TCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTC

107

420

420

480

480

540

540

600

660

659

720

719

780

779



AAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGC
CTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATA
ATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATACTG
AGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTA
AAGTTTGACCTCAAATCAGGTAG

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand
1478 bits(800) 0.0 800/800(100%) 0/800(0%) Plus/Minus
Query 1 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGARATTTAATAATTTTGARAATGGALLEEL 60

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrerr e e e e e e
Sbjct 434604 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTT 434545

Query 61 CLGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCA 120

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrr e rr e e e e e
Sbjct 434544 TTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCA 434485

Query 121 GCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTC 180

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr et e e e e e
Sbjct 434484 GCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTC 434425

Query 181 CAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC 240

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 434424 CAAACGGIGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAAC 434365

Query 241 ACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCC 300

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
Sbjct 434364 ACACTGTGGAGITTTCATATCTTTGCAACTTITTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCC 434305

Query 301 CAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT 360

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrr e rrrr e e e e
Sbjct 434304 CAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT 434245

Query 361 TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG 420

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e
Sbjct 434244 TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTIGGTTCTCG 434185

Query 421 CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC 480

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 434184 CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC 434125
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Query 481 ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC 540

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 434124 ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGC 434065

Query 541 GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGA 600

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 434064 GTCATTTCCTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGA 434005

Query 601 AATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGL Lttt tttCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGA 660

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e
Sbjct 434004 AATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGA 433945

Query 661 GGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCLLLLLLtATAC 720

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrr e rr e e e e e
Sbjct 433944 GGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTATAC 433885

Query 721 TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAG 780

Frrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr et e e e e
Sbjct 433884 TGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAG 433825

Query 781 TTTGACCTCAAATCAGGTAG 800

FETTTEREEErr il
Sbjct 433824 TTTGACCTCAAATCAGGTAG 433805

E7
CAGTTTCCGTAGGTGAACTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAA
AATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACA

AGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTG
TAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGG
ACAATTAAAACCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCAT

Saccharomyces cerevisiae

Score Expect Identities Gaps Strand

484 bits(262) le-132 262/262(100%) 0/262(0%) Plus/Plus

Query 3 GTTTCCGTAGGTGAACTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGAL 62
LTt e e e e e e et e e et e e e

Sbjct 7 GTTTCCGTAGGTGAACTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGAT 66

Query 63  ttttttGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAG 122
FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 67 TTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAG 126
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Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

123

127

183

187

243

247

TCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCT

A
TCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCT

ATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e et e e e
ATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATA

CAACACACTGTGGAGTTTTCAT 264

FEETEEETEr et rrrd
CAACACACTGTGGAGTTTTCAT 268
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182

186

242

246



