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OZET
EV YAPIMI SIRKELERDEN VE TAZE KAYISILARDAN
ASETIiK ASIT BAKTERILERININ IZOLASYONU, MOLEKULER
IDENTIFIKASYONU VE TEKNOLOJIiK OZELLIiKLERININ
BELIRLENMESI
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Banu METIN
Agustos, 2021 - 100 Sayfa

Dogada meyve ve bitki ylizeylerinde bulunan asetik asit bakterileri, seker alkollerini,
sekeri ve etanolii oksitleyerek sirke ve kombucha c¢ayi gibi fermente {irlinlerin
tiretiminde rol oynarlar. Yapilan bu ¢alismada, meyve sirkeleri ve Malatya kayisisindan
asetik asit bakterilerinin izolasyonu, molekiiler identifikasyonu ve bazi teknolojik
ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla, Hacihaliloglu ve Hasanbey
Malatya kayisisi gesitleri ile ¢esitli meyveler kullanilarak (portakal, elma, ahlat armudu,
erik, beyaz lizim ve kirmizi iiziim) iretilen Sirkeler bakteri izolasyonu igin
kullanilmistir. AAM (acetic acid medium) ve GYC (glikoz yeast extract calcium
carbonate agar) besiyerlerine yapilan ekimler sonucunda 63 izolat elde edilmistir.
Molekiiler tanimlama i¢in izolatlardan DNA ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen
DNA’lar (GTG)5 rep-PCR parmak izi analizinde kullanilmistir. Ayn1 parmak izi
gorilintiisiinli Veren izolatlar gruplanmis, her grup igerisinden segilen izolatlarin, 16S
rRNA ve/veya 16S- 23S rRNA ITS bolgeleri PCR ile ¢ogaltilip dizilenmistir. Dizilim
analizi sonuglarina gore izole edilen 63 susun 19 tanesinin asetik asit bakterisi ve 44
tanesinin ise laktik asit bakterisi oldugu gézlenmistir. Kayisida Gluconobacter cerinus
ve Leuconostoc mesenteroides tiirleri gozlenirken, sirkelerden Acetobacter syzgii,
Komagataeibacter saccharivorans, Komagataeibacter sp., Gluconobacter sp.,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum ve Leu. mesenteroides tiirleri izole
edilmistir. Her iki kayis1 cinsinde de G. cerinus ve Leu. mesenteroides tiirlerinin
gbzlenmesi bu tiirlerin Malatya kayisist mikrobiyotasinin énemli tiyeleri olduguna isaret

etmektedir. Sirkelerden izole edilen Gluconobacter sp. ELS3, ELS4, ELS5 ve



Komagataeibacter sp. GUS3 izolatlari, simdiye kadar tanimlanmis tip suslardan
farklilik gosterdiginden bunlar yeni tiir olma potansiyeli tagimaktadir. Elde edilen ve
tanimlanan asetik asit bakterilerinin sicaklik toleranslar1 30°C, 35°C ve 38°C’de, alkole
dayanikliliklari ise % 4, % 6, % 8 ve % 10 ctanol igeren GYEC (glukoz maya ekstrakti
kalsiyum karbonat agar) test edilmistir. izolatlardan 38°C’de iireyebilen olmazken, 19
sugun sadece 8’inin 35°C’de gelisebildigi gozlenmistir. Kayisi izolatlarinin etanole
dayaniklilikligi % 4-6 arasinda iken, sirke izolatlarinin % 6-8 arasinda oldugu
belirlenmistir. Izolatlar Hestrin ve Schramm (HS) besiyerinde seliiloz iiretimi a¢isindan
taranmus, bir izolatin, Komagataeibacter sp. GUS3, seliiloz iirettigi gdzlenmistir. Bu
izolatin seliiloz tiretimi 26-34°C sicaklik araliginda HS besiyerinde iki degisik pH degeri
kullanilarak (pH 5 ve pH 6) incelenmis; istatistiksel bir farklilik olmamakla birlikte, en
yiiksek seliiloz {iretimi 28°C ve pH 6 kosullarinda (1,644+0,4016 g/L) gozlenmistir.
Sonuglar Komagataeibacter sp. GUS3’lin bakteriyel seliiloz tiretiminde kullanilma

potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetik asit bakterisi, sirke, Malatya kayisisi, Komagataeibacter,
bakteriyel seliiloz



ABSTRACT
ISOLATION, MOLECULAR IDENTIFICATION AND
DETERMINATION OF TECHNOLOGICAL PROPERTIES OF
ACETIC ACID BACTERIA FROM HOME-MADE VINEGAR AND
FRESH APRICOT
Eda BUYUKDUMAN
Master, Food Engineering
Thesis Advisor: Asist. Prof. Dr. Banu METIN
August, 2021 - 100 Pages

Acetic acid bacteria found on fruit and plant surfaces in nature play a central role in the
production of fermented products such as vinegar and kombucha, by oxidizing sugar
alcohols, sugar and ethanol. In this study, it was aimed to isolate, molecularly identify
and determine some technological properties of acetic acid bacteria from fruit vinegars
and Malatya apricot. For this purpose, Malatya apricot varieties, Hacihaliloglu and
Hasanbey and vinegar samples produced using various fruits (orange, apple, pear, plum,
white grape and red grape) were used for bacterial isolation. As a result of cultivation
on AAM (acetic acid medium) and GY C (glucose yeast extract calcium carbonate agar)
media, 63 isolates were obtained. For molecular identification, DNA of the isolates was
extracted and the obtained DNAs were used in (GTG)5 rep-PCR fingerprinting analysis.
The isolates showing the same fingerprinting pattern were grouped, and the 16S rRNA
and/or 16S-23S rRNA ITS regions of the selected isolates from each group were PCR
amplified and sequenced. According to the results of the sequencing analysis, 19 of the
63 strains were acetic acid bacteria and 44 were lactic acid bacteria. While the species
Gluconobacter cerinus and Leuconostoc mesenteroides were observed in apricots,
Acetobacter syzgii, Komagataeibacter saccharivorans, Komagataeibacter sp.,
Gluconobacter sp., Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum and Leu.
mesenteroides were isolated from vinegars. The presence of G. cerinus and Leu.
mesenteroides in both apricot varieties indicated that these species are important
members of the microbiota of Malatya apricot. The isolates Gluconobacter sp. ELS3,

Vi



ELS4, ELS5 and Komagataeibacter sp. GUS3 has the potential to be defined as new
species as they differ from the type strains described so far. The temperature tolerances
of the acetic acid bacteria obtained were determined at 30°C, 35°C and 38°C, and their
alcohol tolerance was determined in GYEC (glucose yeast extract calcium carbonate
agar) medium containing 4%, 6%, 8% and 10% ethanol. While no isolates were able to
grow at 38°C, only the 8 of 19 strains were able to grow at 35°C. The ethanol tolerance
of apricot isolates was 4-6%, while that of vinegar isolates were 6-8%. Isolates were
screened for cellulose production on Hestrin and Schramm (HS) medium. One isolate,
Komagataeibacter sp. GUS3 produced cellulose. Cellulose production of this isolate
was investigated using HS medium at two different pH values (pH5 and pH6) in the
temperature range of 26-34°C; although there was no statistical difference, the highest
cellulose production (1,644+0,4016 g/L) was observed using the conditions 28°C and
pH 6. The results indicated the potential of Komagataeibacter sp. GUS3 in the

production of bacterial cellulose.

Keywords: Acetic acid bacteria, vinegar, Malatya apricot, Komagataeibacter, bacterial

cellulose
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BIRINCi BOLUM
GIRIS

Asetik asit bakterileri (AAB) seker i¢eren organik maddelerde, 6zellikle meyve ve bitki
yiizeyleri lizerinde bulunurlar (Komagata vd. 2014; Yetiman, 2012). Etanolii okside
ederek sirke ve kombucha gibi fermente iiriinlerin {iretiminde rol oynamalarinin yani
sira, bazi AAB tiirleri besiyerinde pigment ve seliiloz tiretebilmektedir (Cleenwerck ve
Vos, 2008). AAB zorunlu aerobic ve Gram negatiftirler. Baz tiirlerinde termotolerant
ozellige rastlanabilir. Optimum olarak pH 5.0-6.5 degerlerinde gelisirler, ancak diisiik
pH 3.0-4.0 degerlerinde de gelismelerini siirdiirebilirler (Gonzalez ve Mas, 2011;
Sengiin ve Kilig, 2019). AAB, bakterilerin Proteobacteria subesi, Alphaproteobacteria
smifi, Rhodospirillales takimi, Acetobacteraceae ailesinin iki grubundan biri olan
“asetik” grubundandir. 2021 yilinda Fricke vd.’nin yayinladiklar1 makalede

Acetobacteraceae ailesinin 49 cinsten olustugu belirtilmistir.

Asetik asit bakterileri, asetik asit, seliiloz, glukonik asit, sorboz ve ekzopolisakkaritler
gibi teknolojik oneme sahip metabolitleri agisindan ve fermente gida iirlinlerinin
tiretiminde rol oynamalar1 sebebiyle ilgi ¢ekicidir. Geligen teknoloji ile yeni tiirlerin
kesfi ve siniflandirilmalari, son yillarda gelismeye devam ettiginden, bilimsel potansiyel

tasimakta ve kapsamli ¢caligsmalara ihtiya¢c devam etmektedir.

Sekerli meyvelerde ve alkol iceren ortamlarda bulunan AAB’nin degisik tilkelerdeki
endemik bitki ve meyve yiizeylerinden izolasyonuna yonelik g¢aligmalar
stirdiiriilmektedir (Naloka vd., 2020; Liu vd., 2018). Bu kapsamda, iilkemizde kayisi
tretiminde ilk sirada olan ve cografi isaret belgesi alan Malatya kayisisinin
mikroflorasina yonelik bir ¢alisma literatiirde gozlenmemistir. Bu bakimdan

gerceklestirilen bu ¢alisma yeni bir nitelik tagimaktadir.

Sirke kisa tanimiyla, asetik asit ve diger bilesenlerin sulu bir ¢ozeltisidir ve diinya
capinda bir gida ¢esnisi ve koruyucusu olarak bilinir ve tiiketilir. Sirke yaklasik 10.000
yildir eski medeniyetler tarafindan halk tibbinda, yara tedavisinde, enfeksiyonu énlemek
amaciyla ve el dezenfeksiyonu olarak kullanilmaktadir. Giinimiizde, tursu, salata
soslar1 ve diger gida tiriinlerinin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Sirke

ayrica antibakteriyel, antioksidan, kan basicini diisiiriicii, diyabetin etkisini azaltic1 ve



kardiyovaskiiler hastaliklar1 onleyici fonksiyonel ozellikleriyle de taninmaktadir
(Gomes vd., 2018).

Bu calismada kirmizi iiziim, beyaz iiziim, yesil elma, kirmiz1 erik, ahlat armudu ve
portakaldan geleneksel yollarla sirke kurulmus, bu sirkeler, Malatya’dan Hacihaliloglu
ve Hasanbey ¢esidi kayisilarla birlikte asetik asit bakteri izolasyonuna tabi tutulmustur.
Izolatlarin  genotipik profillerinin  belirlenmesi amaciyla (GTG)5 rep-PCR
gergeklestirilmis, aynmi profili veren izolatlar gruplanmis ve her gruptan segilen
izolatlarin 16S rRNA ve/veya 16S-23S rRNA ITS (Internal Transcribed Spacer)
bolgelerinin dizilimleri belirlenerek molekiiler identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Izole edilen AAB’in endiistriyel kullanimi i¢in énem arz eden teknolojik 6zelliklerden;

etanol toleransi, sicaklik toleransi ve seliiloz iiretim kapasitesi incelenmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6117990/#:~:text=The%20main%20species%20responsible%20for,medium%20(2%2C%203).

IKiINCi BOLUM
LITERATUR TARAMASI

2.1 Asetik Asit Bakterileri

Asetik asit bakterileri (AAB) zorunlu aerobik, Gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz
negatif olup spor olusturmazlar (Arici, 2017). Cubuk seklinde (0.4-1.0 um genisliginde
ve 0.8-4.5 um uzunlugunda), hiicreleri tekli, ¢iftli ya da zincir seklinde, hareketli veya
hareketsiz ellipsoidal yapida mikroorganizmalardir. Cok gesitli sekerleri ve alkolleri iyi
sekilde okside etme 6zelligi gostererek son tirtinde organik asitlerin birikmesine neden
olurlar. Optimum sicakliklar1 25-30°C arasinda, gelisme sicakliklari ise 5-45°C arasinda
degisebilmekle birlikte, bazi tiirlerinde termotolerant o6zellige de rastlaniimistir.
Optimum pH 5.0-6.5 degerlerinde gelismelerine ragmen, diisiik pH 3.0-4.0 degerlerine
de dayaniklilik gosterirler (Gonzalez ve Mas, 2011; Sengiin ve Kilig, 2019).

Dogada AAB, havada ve seker iceren organik maddelerde, 6zellikle de meyvelerin
tizerinde bulunurlar. Bu bakterilerin faaliyetleri cogunlukla, mayalarin faaliyetleriyle
birlikte ger¢ceklesmektedir (Yetiman, 2012). AAB alkollii ve asidik ortamlarda yaygin
olarak bulunur ve sirke, sarap, bira, sake, elma sarabi gibi fermente tiriinler ile meyveler,
cigekler ve bitkilerden izole edilirler. Asaia suslar gigeklerin yani1 sira sivrisineklerden
ve boceklerden de izole edilmistir (Komagata vd., 2014). Asetik asit bakterilerinin
bazilar1 besiyeri ortaminda pigment ve selilloz iiretebilirler. Ayrica asetik asit
bakterilerinde siklikla spontane mutasyonlar meydana gelebilir (Cleenwerck ve Vos,
2008).

Asetik asit bakterilerinin izolasyonu amaciyla gelistirilen besiyerleri iginde glucose
yeast agar (GY), glucose yeast extract CaCOs (GYC) agar ve reinforced AE-medium
(RAE) sayilabilir. Ayrica, mannitol yeast extract pepton (MYP) agar (% 2.5 D-
Mannitol, % 0.5 maya, % 0.3 pepton, % 2 agar) da kullanilmistir (Millet ve Funel, 2000).
Asetik asit bakterilerinin belirlenmesi besiyerinde etanolden asetik asit iireterek
bakteriyel gelismenin oldugu yeri berrraklastirmasiyla Frateur (1950) tarafindan
tanimlanan yontemle veya besiyerindeki bromokresol moru gdstergesinin yesilden
sartya renk degisim gostermesiyle (Carr, 1968) tespit edilebilir (Swings vd., 1992;

Cleenwerck ve Vos, 2008). Daha fazla asetik asit bakterisi tanimlamak amaciyla yeni



besiyerleriyle de ¢alismalar yapilmaktadir (Sengilin ve Kilig, 2019). Bunlara ragmen
asetik asit bakterilerinin izolasyonu icin kullanilan besiyerleri kiiltiire edilemeyen
tiirlerin (viable but non-cultivable-VNBC) belirlenmesinde yetersiz kalabilmektedir
(Sengiin ve Kilig, 2019).

izole edilen AAB fenotipik olarak; farkli pH ve sicaklik degerlerinde gelisme, etanolden
asit iiretimi, asetat ve laktat oksidasyonu ve seker fermantasyon testleri yapilarak
tanimlanabilmektedir. AAB’nin molekiiler diizeyde tanimlanmasi i¢in bir ¢ok yontem
bulunmakta olup bunlar arasinda DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyonu ile
ribozomal RNA gen dizilemesi (5S rRNA, 16S rRNA ve 23S rRNA) sayilabilir (Sievers
vd., 1996; Yamada vd., 1996).

AAB glukozu glukonik aside, arabinozu; arabonik aside, galaktozu; galaktonik aside
sorbitolii de sorboza okside edebilir. Bu iiriinler, fermantasyon endiistrisi i¢in dnem
tasimaktadir. Bazi AAB tiirleri seliiloz iiretme yetenegine sahiptirler (Yetiman, 2012).
AAB etanol, seker ve seker alkollerini oksitleme ve saf kristalin nano-seliiloz
biyosentezi yetenekleri ile biyoteknoloji ve gida endistrilerinde ©nemli rol
oynamaktadir. Onemli endiistriyel uygulanabilirlige sahip biyomolekiillerin yani sira,
antioksidan 6zellikler ve insan sagligi iizerinde yararh etkiler sunan sirke ve kombucha
gibi Urlinlerin iretiminde de kullanilmaktadir. Gida, ila¢ ve kimya endiistrilerinde
kullanilan D-glukonik asit ve keto-D-glukonik asitler, Gluconobacter suslari tarafindan
D-glikozdan iiretilir (Gomes vd., 2018; Komagata vd., 2014).

2.1.1 Asetik Asit Bakterilerinin Siniflandirilmasi

Asetik asit bakterilerini simiflandirmaya yonelik ilk girisim 1894 yilinda Hansen
tarafindan yapilmistir. Beijerinck, 1898'de Acetobacter cinsini ilk defa isimlendirmis,
1925 yilinda Visser't Hooft, asetik asit bakteri siniflandirmasinda biyokimyasal
ozellikleri diisiinen ilk bilim insan1 olmustur (Gomes vd., 2018). AAB’nin morfoloji,
biyokimyasal ve fizyolojik kriterlere gore ilk siniflandirilmasi Asai (1934- 1935)
tarafindan yapilmistir. Bu siniflandirmada asetik asit bakterileri iki cins seklinde
Acetobacter ve Gluconobacter olarak ayrilmistir. 1950°de Frateur bes fizyolojik kritere
gore simiflandirma yapmistir. Acetobacter tiirlerinin etanolii, asetik aside doniistiiriip

ardindan asetik asidi, su ve COz’e okside etmeleri ve Gluconobacter tiirlerinin ise
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etanolii asetik aside okside edip ardindan su ve CO2’e okside edememeleri bu cins

arasindaki ana farklilik olmaya devam etmektedir (Yetiman, 2012).

Gonzales ve Mas (2011) mevcut tiim AAB cinslerini kullanilarak toplam 64 sus ile bir
calisma yapmistir. 16S-23S ITS bolgesinin AAB’lerin daha ileri siniflandirilmasi olan
polifazik yaklasimlarda kullanima dahil olmasinin yararli oldugundan bahsetmislerdir
(Gonzales ve Mas, 2011). AAB 12 cins olarak (Acetobacter, Gluconobacter,
Gluconacetobacter, Kozakia, Granulibacter.  Tanticharoenia, = Ameyamaea,
Acidomonas, Asaia, Neoasaia, Saccharibacter ve Swaminatania) Proteobakterilerin a-
alt boliimiinde asidofilik bakterilerin bir dali olarak Acetobacteraceae ailesinde
simiflandirilmistir. Bu smiflandirmayr geleneksel fenotipik testlerle gerceklestirip, bu
testlerle AAB izolatlarinin tanimlanmasinin zor oldugundan ancak gida islemlerinin
uygunluk kontrolii i¢in biiyiik 6nem tasidigindan bahsetmislerdir (Cleenwerck ve De
Vos, 2008).

AAB Acetobacteriaceae familyasi altinda olup filogenetik olarak {i¢ ana gruba ayrilir:
Birinci grup Acetobacter, Gluconobacter, Neokomagataea ve Saccharibacter cinslerini,
ikinci grup; Asaia, Kozakia, Neoasaia ve Swaminathania cinslerini ve {igiincii grup;
Gluconacetobacter ve Komagataeibacter cinslerini igerir. Acidomonas, Endobacter ve
Granulibacter cinsleri, AAB altinda her biri tek bir tiire sahip bagimsiz alt soylar
olusturur (Komagata vd., 2014). Sekil 2.1’de Acetobacteriaceae familyasinin 2014

yilinda olusturulmus filogenetik agaci verilmistir.
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Yamada (2016) AAB’ni 17 cins ve 84 tiir altinda toplamistir. 17 cinsinden 5 cinsi;
Acetobacter (25 tiir), Gluconobacter (14 tiir), Gluconacetobacter (11 tiir), Asaia (8 tiir)
ve Komagataeibacter (13 tiir) ¢ok sayida tiirii igerir ama geri kalan 12 cinsin monotipik
oldugu, yani 2 tiirden olusan Neokomagataea cinsi hari¢ digerlerinin sadece 1 tiir
icerdigi belirtilmistir. Calismada AAB cins adlar1 soyle siralanmustir; Acetobacter,
Gluconobacter, Gluconacetobacter, Komagataeibacter, Acidomonas, Asaia, Kozakia,
Saccharibacter, Neoasaia, Granulibacter, Swaminathania, Tanticharoenia,
Neokomagataea, Ameyamaea, Endobacter, Nguyenibacter ve Swingsia (Yamada,
2016).

Son yillarda yapilmis ¢alismalardan Liu vd. (2018) makalesindeki veriler dahilinde
Acetobacteraceae ailesi 35 cins ve 135 tiir olarak belirtilmistir (Liu vd., 2018). Fricke
vd. 2021 yilinda yayimladiklar: makalede de 49 cins belirtilmistir (Fricke vd., 2021).

Acetobacteraceae ailesi genislemeye devam etmektedir. Son on yilda yeni AAB tiirleri
onerilmistir. Bu nedenle, siniflandirma ve taksonomileri molekiiler, fizyolojik ve
biyokimyasal Ozelliklere dayanan ¢esitli degisikliklerin ve giincellemelerin konusu

olmustur (Gomes vd., 2018).

Asetik asit bakterilerinin belirli metotlarlarla saflastirildiktan sonra dizilimlerinin
belirlenmeleriyle filogenetik agaglar vasitasiyla siiflandirmalart daha net yapilmaya
baslanmistir. Yeni tiirler kesfedildikce yapilan ¢alismalarda karsilastirma amagli agaclar
yenilenmistir. En kapsamli yapilan agaclara 6rnek olarak Sekil 2.2°de 2016 yil1 ait bir

calisma konmustur.
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Sekil 2.2: Asetik asit bakterilerinin 85 tiir ile olusturulmus 16S rRNA filogenetik
agaci
Kaynak: Yamada, 2016
8



2.1.2 Asetik asit bakterilerinin iireme parametreleri

Asetik asit bakterileri ve asetik asit fermantasyonu {izerine pH, sicaklik, etanol ve asit
konsantrasyonu, kiikiirt dioksit, oksijen ve diger besin elementleri gibi faktorler etki

etmektedir (Unal, 2007).

Asetik asit bakterileri yaklasik 30°C igin optimum gelisme sicakligina sahip mezofilik
bakterilerdir. Ureme, daha yiiksek sicakliklarda énemli &lgiide azalir ve genellikle
34°C'nin tzerindeki sicakliklarda pek gozlenmez. Termotolerant suslar yiiksek
sicakliklara diger bakterilere gore daha dayaniklidir. Ornegin 37°C'de ve hatta 42°C'ye
kadar sicakliklarda gelisme gosteren izolatlara rastlanmistir (Soemphol vd, 2011;
Charee vd., 2020). Fermantasyon sirasinda, biyolojik aktivitenin bir pargast olarak 1s1
tretilir. Ancak asetik asit bakterilerinin mezofilik karakterinden dolayi, optimum
sicakligi koruma igin sogutma sistemi gereklidir. Bu da endiistriyel uygulamalar i¢in
onemli dezavantaj olusturmaktadir (Saichana vd., 2014). Yapilan ¢alismalarda tropikal
tilkelerden izole edilen bircok AAB’nin endiistriyel uygulamalar i¢cin daha uygun
termotolerant yetenege sahip olduklar1 farkedilmistir. Saeki vd. (1997) Acetobacter
rancens, A. pastorianus, A. lovaniensis, A. aceti, A. liquefaciens ve A. xylinum, olarak
simiflandirilan termotolerant AAB suslari izole etmislerdir. Bazi suslarin, 38 ile 40°C'de
asetik asit iretebildikleri, ayrica yiiksek konsantrasyonlarda etanolii (%9'a kadar)
oksitleyebildikleri gosterilmistir (Saeki vd., 1997).

Termotolerans ozellik gosterebilen bakterilerin 6liimciil olmayan stres kosullari
yasadiginda gosterdigi uyum, yasadigi yiiksek sicaklik gibi durumlarda mutasyonlar
gegirip bunu tolere edebilmelerine neden olabilmektedir (Soemphol vd., 2011; Charee
vd., 2020).

2.1.3 Asetik asit bakterilerinin metabolik yollar

Asetik asit bakterilerinin metabolik yollarinda olusan son firiinleri krebs dongiisiine
girerek COz ve su olusana kadar okside olabilirler. Sekil 2.3’de gosterilen diyagramda
metabolit yollar sematize edilmistir. Asetik asit bakterilerinden; Acetobacter,
Acidomonas ve Gluconacetobacter cinsleri etanoliin neredeyse tamamini oksidasyona
ugratarak krebs dongiisiinii tamamlayabilirlerken, Gluconobacter cinsine ait

bakterilerin metabolizmasinda fonksiyonel krebs dongiisii yoktur (Yetiman, 2012).
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Sekil 2.3: Asetik asit bakterilerinin kullandiklar: alternatif metabolik yollariin
sematik diyagrami (EMP: Embden-Meyerhoff-Parnas, WD: Warburg-Dickens,
ED: Entner-Doudoroff)

Kaynak: Yetiman, 2012

Krebs dongiisii, hiicresel oksijenli solunumun, glikoliz evresinden sonra gelen ikinci
asamasidir. Krebs dongiisii sonrasi 2 mol piriivik asitten 2 ATP, 4 CO., 6 NADH ve 2
FADH: olusur. Sekil 2.4°te verilen krebs dongiisiinde de goriilen dongii basamaklarinda
olusan her NADH ve FADH2, enerji iiretimi i¢in elektron tasima sistemine (ETS)
aktarilir (Allen ve Cowling, 2011).
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Sekil 2.4: Krebs Dongiisii
Kaynak: Celik, 2019
2.1.4 Asetik asit bakterilerinin metabolizma uriinleri

a) Glukonik asit

Glukonik asit meyvelerde, bitkilerde ve sarap, sirke ve bal gibi diger gidalarda dogal
olarak bulunur (Gomes vd., 2018). E574 kodlu gida katki maddesi olarak anilir ve
meyve suyu ve sarap gibi iceceklere eksi aroma vermek ve aci tadi azaltmak amaciyla
katilir. Ayn1 zamanda selator 6zelligiyle kire¢ ve pas giderme igin deterjan yapisina
katilmaktadir. insaat sektdriinde cimentonun hizli kurumasina katkisiyla dayanikliligini
arttirir (Kizilkaya ve Dinger, 2019). Gidalarin aromatik profilindeki rolii nedeniyle son
tirlinlin duyusal kalitesi agisindan fermantasyon sirasinda es zamanli olarak glukonik
asit ve asetik asit tireten AAB suslarinin kullanilmasi tercih edilir. Glukonik asit ilag
endiistrisinde ayrica, hipokalsemi, hipomagnezemi ve anemiyi tedavi etmek i¢in mineral
takviyeleri olarak islev goren Ca™?, Mg ve Fe™ gibi iki degerlikli metallerin

glukonatlarinin olusturulmast amaciyla kullanilir. Endiistriyel iiretimlerde maliyet
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dikkate alindigindan az substrata kars1 hizli iiretim ve ¢ok tirtin 6ncelikli hedeflerdendir

(Gomes vd., 2018; Kizilkaya ve Dinger, 2019).

b) Sorboz ve askorbik asit

Ozellikle genis bir oksidatif kapasiteye sahip bir AAB olan Gluconobacter cinsinin
suslari, D-sorbitoliin endiistriyel L-askorbik asidin (C vitamini) liretiminde 6nemli bir

ara {lirlin olan L-sorboza doniistiiriilmesi i¢in kullanilabilir (Gomes vd., 2018).

c) Bakteriyel seliiloz

Seliiloz, bitkiler, algler ve baz1 bakteriler olmak tlizere bir¢ok farkli organizma tarafindan
sentezlenir. Diinyada en fazla bulunan biyopolimerlerden biridir. Seliilozun
mikrobiyolojik tiretimi ve bakteriyel selillozun olagandisi 6zellikleri son yillarda ilgi
cekmistir. Tipik olarak lignin, hemiseliiloz ve pektin ile karisik bulunan bitkisel
seliilozun aksine, bakteriyel seliiloz son derece saftir. Ayrica, bakteriyel seliiloz ytliksek
kristallik, yliksek derecede polimerizasyon, yiiksek molekiil kiitlesi, yliksek su tutma
kapasitesi, yiiksek gerilme mukavemeti, yiiksek elastikiyet ve milkemmel biyo-
uyumluluk ve biyo-bozunurluk gibi bir¢ok benzersiz fizikokimyasal ve mekanik 6zellik
gosterir. Bakteriyel seliiloz gidalarda jellestirici, stabilize edici ve koyulastirici bir ajan
olarak farmasdtik uygulamalarda; yara iyilesmesi ve yanik tedavileri i¢in biyomedikal
ve kalp kapak protezlerinde, yapay kan damarlar1 iretimlerinde kullaniima
potansiyeline sahiptir. Sivi bir ortamda bakteriyel selillozun hiicreleri yilizeye yakin
durarak aerobik bakterilerin oksijen elde etmesine yardimci oldugu bilinmektedir
(Gomes vd., 2018: Giindiiz vd., 2015).

d) Diger ekzopolisakkaritler

AAB tarafindan iiretilen en yaygin ekzopolisakkarit seliiloz olmasina ragmen, levan ve
dekstranlar gibi diger 6nemli polisakkaritleri de tiretebilirler. Levan, biyolojik olarak
bozunabilirlik, biyouyumluluk ve nanoparcaciklarin yani sira filmlerin olusturulmasi
gibi o6zelliklerden dolayr 6nemli biyomedikal ve fonksiyonel gida 6zellikleri sergiler.
Ciftlik hayvanlar iizerine yapilan caligmalarda hayvanlarin bagirsaklarinda levanin
mikrobiyal bagirsak toplulugu izerindeki yararli etkileri gosterilmistir. Gida

endiistrisinde levan, bir emiilsifiye edici ajan, renklendirici ve tatlandirici arag olarak ve
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bir yag ikamesi olarak kullanilir. Ayrica, levan miikkemmel antioksidan ve
antienflamatuar potansiyel sergiler. Asetik asit bakterileri tarafindan iiretilen diger
mikrobiyal ekzopolisakkaritler arasinda asetan veya ksilinan, mannan ve glukonasetan
da bulunur (Gomes vd., 2018).

2.1.5 Fermantasyon c¢esitleri

Insanlik tarihinde bilinen en eski gida isleme teknolojisi fermantasyondur (Yurdakul
vd., 2017). Biiylik molekiillii maddelerin kiigiik molekiillere ayrilmasina fermantasyon
denir mikroorganizmalar vasitasiyla (Pamir, 1985; Unliitiirk ve Turantas, 2003).
Fermantasyonda rol oynayan mikroorganizmalar olarak bakteriler (laktik asit
bakterileri, asetik asit bakterileri, propiyonik asit bakterileri), mayalar (Saccharomyces,
Candida pseudotroicalis, Kluyveromyces marxianu) ve kiifler (Penicillium
camembertii, P. roqueforti, Mucor rasmusen, Aspergillus oryzae) sayilabilir (Unliitiirk
ve Turantas, 2003). Oksidayon reaksiyonu sonucunda farkli bakteri, maya ve kiiflerin
etkileri ile substrat indirgeme ve yiikseltgeme reaksiyonlar1 sonrasinda fermantasyon
son Uriinlerinin ¢iktilarina gore fermantasyon gesitleri asagidaki sekilde adlandirilir

(Miiller, 2001).

1. Alkol fermantasyonu: Mayalarin ve ayni zamanda Zymomonas tiirlerinin anaerobik
metabolizmasinin son ana {iriinii etanoldiir. Her ikisinde de etanol asagida verildigi

gibi fermantasyona ugrar (Miiller, 2001).
Glukoz — CO. + Etanol
Sekil 2.5: Alkol fermantasyonu

Kaynak: Miiller, 2001
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3.

Laktik asit fermantasyonu: Anaerobik kosullarda gida maddelerinin yapisinda
bulunan seker LAB’leri tarafindan laktik asit ve diger bazi son iiriinlere doniistiirtiliir
(Unliitiirk ve Turantas, 2003). Déniistiiriilen son iiriinlerin cins ve miktarina gore de
siniflandirilirlar. Homofermentatif laktik asit bakterileri, glukoz sekerini fruktoz
difosfat (FDP) yolu ile parcalayarak fermantasyon sonucu %95 ve {istli oranlarda
laktik asit tiretirlerken; heterofermentatif laktik asit bakterileri ise, glukoz sekerini
heksoz monofosfat (HMF) yolu ile pargalayarak fermantasyon sonucu yarisi laktik
asit ve bunun yaninda diger yaris1 yiiksek oranda etanol, asetik asit, gliserol,

mannitol ve fruktoz olustururlar (Yiiksekdag ve Beyatli, 2003).
Homofermentatif yol:
Glukoz — 2 CH3z- CHOH- COOH (Laktik Asit)
Heterofermentatif yol:
Glukoz — CH3z- CHOH- COOH + Asetik asit + CO>
Sekil 2.6: Laktik asit fermantasyonu
Kaynak: Yiiksekdag ve Beyatli, 2003
Diger tip fermantasyonlar:
Propiyonat fermantasyonu
3 Laktat—> 2 Propiyonat + asetat + CO>
Sekil 2.7: Propiyonat fermantasyonu
Kaynak: Miiller, 2001

Karisik asit ve biitandiol fermantasyonu
Biitirat ve aseton-biitanol fermantasyonu

Homoasetat fermantasyonu (Miiller, 2001).
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2.2 Sirke

Sirke alkoliin asetik aside donistiiriildigii bir fermantasyon triinidiir. Sirke liretim
asamalarindan olan alkollesme siireci g6z oniine alindiginda sarap ve bira gibi alkollerin
tarihgesinin, tarihin ilk caglarina uzandig diisiiniilebilir (Tiirker, 1963). MO 5.000'lere
kadar, Babillerin hem hurma sarabi hem de hurma sirkesi yapmak i¢in hurmayi fermente
ettiklerine inaniltyordu. Orta Asya Tiirklerinin, Siimerlerin, Asurlularin, iranlilarin, eski
Misirhilarin, Etililerin ve eski Yunanlilari da sirke yaptiklari belirlenmistir. MO 3000
yillarma ait eski Misir kiiptindeki tortuda dogada yalnizca sirkede bulunan sirke
solucam fosili goriilmiistiir. Eski ¢aglarda sirke, ilag olarak kullanilmasinin yaninda,
serinletici bir icecek ve sofralarda salatalarda yemeklere katki olarak tiiketilmistir

(Akbas ve Cabaroglu, 2010).

Sirkenin tanimu, lilkelere ve mevzuatlarina gore farklilik arz etmektedir. TSE 1880 EN
13188 Sirke Standards; "Tarim kokenli sivilar veya diger maddelerden, iki agamali alkol
ve asetik asit fermantasyonuyla, biyolojik yolla iiretilen kendine 6zgii lirtin" olarak
sirkeyi tanimlanmaktadir. Bu standartta sirke cesitleri, tretiminde kullanilan
hammaddelere goére isimlendirilmistir. Sarap sirkesi, meyve sirkesi, meyve sarabi
sirkesi, elma sarab1 sirkesi, alkol sirkesi, tahil sirkesi, malt sirkesi, aromal1 sirkeler ve
diger sirkeler gibi (Giilcii 2009: Unal, 2017). Codex Alimentarius’a ve FAO/WHO gida
standartlarina gore sirke “iki agamali fermantasyon prosesi, yani etil alkol ve asetik asit
fermantasyonu ile, nisasta ve/veya seker iceren tarimsal kokenli hammaddelerden
tiretilen, insan tiikketimi i¢in uygun olan bir sivi” olarak tanimlanir (Yetiman, 2012:
Anon., 2000).

Sirkenin kimyasal bilesiminde; organik asitler, alkoller, fenolik maddeler, amino asitler,
tat ve aroma bilesenleri vardir. Sirkenin sahip oldugu mikroflora gesitliliginin saglik
tizerindeki olumlu etkilerinin yanisira asitlik, aroma, renk gibi 6zellikleri kiymetlidir.
Fakat hammaddeye, iiretim yOntemine, hammaddenin hasat iklimine gore bile
degisebilen bu floranin sabit olmadig1 bilinmektedir. Sirke mikroflorasinin kompleks
yapisini belirlemek amaciyla bugiine kadar pek ¢ok calisma yapilmistir. (Yetiman,
2012). Sirke, dogal iiretimi disinda sirkenin igine sonradan eklenebilen asetik asit, renk
verici maddeler ve kuru madde arttiricilar degisik oranlarda katilarak en fazla tagsis ve

hilelere maruz kalan iiriinlerden biridir (Akbas ve Cabaroglu, 2010).
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2.2.1 Sirke cesitleri

Dogada bitkisel kaynakli, alkole fermente olabilen sekerce zengin hammaddeler veya
diger hammaddelerden ilk olarak alkol ve asetik asit fermentasyonuyla elde edilen sirke
iiretildigi hammaddeye gore isimlendirilir. Ornek olarak bal sirkesi, elma sirkesi, piring
sirkesi vb verilebilir. (Yetiman, 2012). Tablo 2.1’de hammaddelere gore sirke ¢esitleri
verilmis ve bu sirkelerin dretildigi {ilkeler siralanmistir. Sirkelerin kuruldugu
hammaddeler ¢ok c¢esitli olmakla beraber tabloda 5 grupta toplanmistir, bunlar meyve,

sebze, hububat, sarap ve diger sirkelerdir.

Tablo 2.1: Diinyanin degisik iilkelerinde farklh hammedelerden iiretilen bazi

sirke cesitleri

Sirke Cesidi Hammadde Uretildigi Ulke

Meyve sirkeleri

Balsamik sirke Uziim s1rasi Italya

Cilek sirkesi Cilek Ispanya

Dut sirkesi Beyaz ve karadut Tiirkiye

Elma sirkesi Elma ya da elma sarab1 | Diinya geneli
Hindistan cevizi sirkesi Hindistan cevizi Giineydogu Asya
Hurma sirkesi Hurma Japonya, Giiney Kore
Incir sirkesi Incir Tiirkiye

Vigne sirkesi Visne Avrupa, ABD

Uziim sirkesi Uziim Tiirkiye, Orta Dogu

Hububat sirkeleri

Bira sirkesi Arpa Almanya
Kurosu (Siyah piring sirkesi) | Piring Japonya

Siyah sirke Bugday, dar1 Dogu Asya, Cin
Piring sirkesi Piring ya da sake Japonya, Cin

Sebze sirkeleri
Domates sirkesi Domates Japonya, Dogu Asya
Sogan sirkesi Sogan Dogu Asya

Sarap sirkeleri

Sarap sirkesi Diisiik alkollii saraplar Diinya geneli
Palmiye suyu sirkesi Palmiye sarab1 Afrika, Asya ve Gliney
Amerika
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Diger sirkeler
Bal sirkesi Bal Avrupa, Afrika, Amerika
Beyaz distile sirke Alkol ABD, Cin
Kombucha sirkesi Cay ve seker Asya
Malt sirkesi Malt Kuzey Avrupa
Peynir alt1 suyu sirkesi Peynir alt1 suyu Avrupa

Kaynak: Sengiin ve Kilig, 2019

2.2.2 Sirke iiretim yontemleri

Sirke iiretiminde 3 temel yontem vardir: 1. Yavas yontem (ylizey kiiltliri fermantasyonu
ya da Orleans ya da geleneksel siireg), 2. Cabuk yontem (jenarator yontemi) ve 3. Derin
kiiltiir yontemi (Submers, batik siire¢ ya da daldirma) (Unal, 2007; Sengiin ve Kilig,
2019).

1. Yavas yontem: Fig1 gibi agz1 acik hava alabilen alkollii siv1 sirkelesmeye birakilir.
Sirkelesme 1.5 -2 ay siirer. 1 m? zar alan1 giinde 0,5 litre saf alkolii okside eder. Kalite
agisindan yavas yontem iz elementlerin olusabilmesi igin iyi bir sonug¢ verir (Unal,
2007).

2. Cabuk yontem (jenerator yontemi): Kap icerisine mikroorganizmanin tutunabilecegi
genis yiizeyden sirkelestirilecek olan alkollii sivi yukaridan damlama suretiyle akitilir.
Dolgu materyali {izerindeki tutunmus olan AAB ile temas eden alkol, fermantasyon
sonunda asetik asite doniistiiriiliir. Alkoliin tamaminin asite doniisecegi sekilde alkolli
stvinin akig hizi ayarlanir ve gerekli olan hava sirkiilasyonu kabin kenar deliklerinden
saglanir. Ozel olarak Frings Jeneratdrii bu amacla gelistirilmis ve hala kullanilmaktadir.

(Unal, 2007; Aktan ve Kalkan, 1998).

3. Derin kiiltiir yontemi (Submers) yontemi: Asetik asit bakterileri bu yontemde alkollii
stvilarin ylizeyinde degil i¢inde ¢alisirlar. Sirkelestirilecek sivinin igerisine devamli ¢ok
ince hava kabarciklar1 verilir. Sirke tiretimi boylece ¢abuk yonteme gore 30 kez daha
hizl1 gergeklesmektedir. Asetatorlerde yapilacak liretimlerde “6zel bakteri kiiltiirlerinin”
kullanilmas gerekmektedir. Derin kiiltiir yontemi ve hizli yontem, ekonomik ve tiretim

stiresi agisindan, yavas yonteme gore daha avantajli oldugundan ticari olarak en ¢ok bu
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yontemler tercih edilmektedir (Unal, 2007; Tiirker, 1963). Derin kiiltiir yontemiyle elde
edilen sirkelerin daha yiiksek miktarda asetik asit, laktik asit, tartarik asit, malik asit,

stiksinik asit ve sitrik asit icerdigi tespit edilmistir (Kirci, 2017).

2.2.3 Sirke Fermentasyonu

Sirke alkol ve asetik asit fermentasyon asamalariyla {iretilen bir {irlindiir.
Fermentasyonun ilk asamasinda mayalar (genellikle Saccharomyces cerevisiae)

anaerobik yolla sekerleri etil alkole ve suya doniistiiriir (Sekil 2.4: Etil alkol olusumu)

(Aktan ve Kalkan, 1998).

CeéH1206 ——» 2C2HsOH + 2CO;
Seker Maya Etil alkol

Sekil 2.8: Etil alkol olusumu
Kaynak: Aktan ve Kalkan, 1998

Ikinci asamada iiretilen etil alkol Acetobacter ve Gluconobacter gibi AAB tarafindan
aerobik sartlarda asetik asite okside edilir (Sekil 2.5: Asetik asit olusumu) (Aktan ve
Kalkan, 1998).

CoHs0H + O AAB » CH3COOH + H»0
Etil alkol Asetik asit

Sekil 2.9: Asetik asit olusumu
Kaynak: Aktan ve Kalkan, 1998

Asetik asit fermentasyonundan sonra ortama oksijen verilmeye devam edilirse iist
oksidasyon meydana gelir, asetik asit su ve karbondioksite parcalanir (Sekil 2.6: Su ve
CO2 olusumu) (Aktan ve Kalkan, 1998).

CH3COOH + O —» H20 + CO2

Sekil 2.10: Su ve CO2 olusumu
Kaynak: Aktan ve Kalkan, 1998
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100 g glikozdan yaklasik 51 g alkol ve 49 g karbondioksit, 10 g alkolden de yaklasik
130 g asetik asitin meydana geldigi belirlenmistir. Endiistride 1 g alkolden 1g sirke
asidinin meydana gelmesi ekonomiktir ve bu miktar yaklasik %76’lik bir randiman
vermektedir (Unal, 2007).

2.2.4 Sirke besinleri, biyoaktif bilesenleri ve saghga etkileri

Sirke igindeki besin bilesenleri arasinda asit baz dengesini koruyabilen, hiicre
metabolizmasini diizenleyen, enerji saglayan ve bagisikligi artiran amino asitler,
sekerler, vitaminler ve mineraller, polifenoller, melanoidinler, tetrametilpirazin ve diger
biyoaktif bilesikler Icindeki maddelerin tiirleri ve

konsantrasyonlari, kullanilan ham maddeler, kullanilan {iretim teknolojisi ve mikrobiyal

zengin olarak bulunur.

fermantasyonlar ile iliskilidir (Xia vd., 2020). Tablo 2.2’ de verilen sirkelere gore
igerdikleri mineraller gosterilmistir. Uretildikleri iilkelere ve hammaddelere gore

mineral igerikleri farklilasabilmektedir.

Tablo 2.2: Farkh sirke cesitleri ve icerdikleri mineraller

Sirke Hammadde | Fermantasyon Ulke Analitik | Mineraller | Referans
cesitleri yontemi yontem
Geleneksel ev | Uziim/ elma Sivi Tiirkiye ICP- Se, Cr, Cu, Oztiirk vd.
yapimu Tiirk fermantasyon OES Mg, Co, Zn, (2015)
. . Na, K, Ca, Ni
sirkesi ve Mn
Palmiye Palmiye Sivi Hindistan HPLC Mg, Ca, Mn, Ghosh vd
sirkesi suyu fermantasyon Cu, Zn, Na, K (2015)
ve Fe
Siyah sirke - - Cin ICP- K, Mg, Ca, Fe, Chou vd.
OES Mn ve Se (2015)
Endiiliis sarap Uziim Sivi Ispanya ICP- | Al As B Ba | Paneque vd.
sirkesi fermantasyon OES Ca, Cd, Co, (2016)
Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na,
Ni, P, Pb, S,
Sr, VveZn
Domates Domates Sivi Japonya AAS Ca, Na, K, Mg | Koyama vd.
sirkesi fermantasyon veFe (2017)
Kaynak: Xia vd., 2020
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Geleneksel ve endiistriyel sirkelerde yapilan arastirmada, sirkede en bol bulunan
mineraller Na, K ve Ca olarak belirlenmistir. Geleneksel ev yapimi sirkeler antioksidan
ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve endiistriyel sirke 6rneklerine kiyasla daha ¢ok
laktik asit bakterisi, asetik asit bakterisi, maya ve kiif yiikiine sahip olduklari

gdzlemlenmistir (Oztiirk vd., 2015).

Sirke hammaddelerinin islevleri sadece sirke lezzetlerine katkida bulunmakla kalmaz,
antibakteriyel aktivite, kan basincini diisiirme, antioksidan aktivite, diyabetin etkilerini
azaltma ve kardiyovaskiiler hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde de 6nemli rol oynar.
Sirkenin fonksiyonel o&zellikleri yaninda hiicre metabolizmasi regiilasyonunun
diizenlenmesi, immiinoregiilasyon, antikoagiilasyon ve beyin gelisiminin
tyilestirilmesinde faydalar1 oldugu kanitlanmais ve lipit metabolizmasinin diizenlenmesi,

karaciger korumasi ve kan basinci ve glikoz kontroliinde etkili oldugu ortaya konmustur

(Xia vd., 2020: Gomes vd., 2018).

Sirke, hammaddesine gore degisen biyoaktif bilesenleri sayesinde kanser gelisimini
onlemesi gibi saglik agisindan olumlu etkilere sahiptir. Sirke gesitlerinden, “liziim
sirkesinin sindirimi kolaylastirdigi, hububat sirkesinin istah agict oldugu ve kalsiyum
emilimini destekledigi, piring sirkesinin kan basincini dengeledigi, elma sirkesinin
antitimor etkiye sahip oldugu ve ¢ilek sirkesinin kan glukozunu ve serum insiilinini
diizenleyici etkiye sahip oldugu bilinmektedir.” olarak bahsedilmistir (Kirci, 2017,
Samanidou vd., 2001).

Sirke sadece yemeklerde, salatalarda degil, tursu yapiminda da kullanilmaktadir. Salga,
mayonez, hardal ve diger benzeri gidalarin hazirlanip konservelenmesinde ve gidalarda
koruyucu madde olarak ve ilag iiretimlerinde de yararlanilmaktadir (Unal, 2007). Sekil
2.7’te sirke hammaddelerinin igerdigi besinler ve biyoaktif bilesenler verilmistir. Bu

biyoaktif bilegenlerin fonksiyonel agidan 6zellikleri 6rneklenmistir.
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BESINLER | BIYOAKTIF BILESENLER FONKSIYONEL OZELLIKLER

Amino asitler Organik asitler Antibakteriyel, antioksidan, anti-timér, anti-infilamasyon,
glikoz kontroll, kan basinci ve kilo kaybi

Vitaminler Polifenoller
Mineraller Melanoidler E a
Sekerler Tetrametilpirazin

Sekil 2.11: Sirkenin Biyoaktif bilesenleri
Kaynak: Xia vd., 2020

Uretilen sirkelerin hammaddelerine gore bircok fonksiyonel dzellikler belirlenmistir.
Son zamanlarda farkli hammaddelerden iiretilen sirkelerde yapilan arastirmalar farkli
fonksiyonel 6zellikler ortaya koymustur. Vigneden ve konsantre visne suyundan elde
edilmis sirke 6rneklerinde gallik asit, klorojenik asit, katesin, epikatesin, kafeik asit, p-
kumarik asit ve ferulik asit gibi bilesikler tespit edilmistir (Ozen, 2018). Dut sirkesinin
gliclii antimikrobiyal ve antioksidan ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Aydin,
2013). Karadut meyvesinden sirke tiretim siiresince i¢inde bulunan katesin, klorojenik
asit ve kafeik asitte artiglar olusmustur (Marangoz, 2016). Giivem sirkesi insan sagligini
destekleyici fenolik bilesikler, antosiyanin, flavonoid, tanen ve antioksidan aktivite
niteliklerini barindiran fonksiyonel bir sirkedir (Kirci, 2017). Genellikle tahil ve meyve
sirkelerinin, pisirme ve yillardirma asamalarinda olusan sirkedeki makromolekiil
bilesenlerden olan melanoidinlerden dolay: daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 bildirilmistir (Sengiin ve Kilig, 2019). Giiniimiizde sirke az miktarda
antiseptik olarak da kullanilmaktadir (Akbas ve Cabaroglu, 2010).
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2.3 Malatya Kayisis1 (Prunus armeniaca L.)

Tirkiye kayisinin genetik kdkeni olmamasina ragmen diinyanin en onemli kayisi
treticisidir. Tirkiye’de neredeyse biitiin kayisi tiirleri yetistirilir (Y1lmaz, 2008; Y1lmaz,
Kargi ve Kafkas, 2011). FAO’nun 2019 verilerine gore diinyada yaklasik olarak
4.084.000 ton taze kayisi liretilmistir. Tlrkiye bunlarin iginde ~ 847000 ton taze kayisi
tiretim paymi tek basia karsilamistir. Ayrica bitkisel iiretim genel midirligi, tarim
havzalar1 genel bagkanligi tarafindan 2019 yilinda yayinlanan kayisi biiltenine gore;
2018 yilinda Malatya’da yaklasik 750.000 ton yas kayist iiretimi gerceklesmistir
(Anonim, 2019). Tirkiye yaklasik %21’°lik pay ile diinya kayisi iiretiminde ilk sirada
yer alir. Tiirkiye'yi Pakistan, iran, Ozbekistan, ve italya gibi iilkeler takip etmektedir
(Unal, 2010).

Tiirkiye’deki kayisilar diger bolgelerdeki kayisilardan daha fazla cesitlilige sahip olup
renk, lezzet ve tat gibi Ozellikleriyle farklilik gosterirler. Tiirkiye kayisi ihracatinin
yarisindan fazlasi Malatya tarafindan karsilanmaktadir. Malatya’da mevsimine ve
cografi bolgesine uygun meyveler yetistirilmekle birlikte; Malatya, diinyada en fazla
hasilat1 yapilan kayisisiyla tinliidiir. Evliya Celebi, 1655 yilindaki Malatya seyahatinden
7.800 meyve bahgesi ve 7 kayist ¢esidinden; “kirmizi, beyaz, sari, sulu, etli adlarinda
kayisilardan” bahsetmistir. Malatya ismini donemin halklarindan Hititler zamaninda
"Melitue, Maldiya, Melita" olan kelimelerden "meyve bahgesi" anlamina gelmesinden
almistir (Unal, 2010). Kayis taze olarak, kurutularak ve konserve seklinde y1l igerisinde
tiiketilebilen bir meyvedir. Potasyum ve A vitamininin dnciilii olan B-karoten yoniinden
zengindir (Alan vd., 2013). Malatya kayisisi, bahgelerinin % 90-95'lik boliimii
kurutmalik kayisi cesitlerine tesis edilmistir. Yetistirilen kayisi ¢esitlerinin % 73’nii
Hacihaliloglu, % 17’sini Kabaasi, kalan kismi ise % 1’den az olan diger tiirlerin
Soganci, Hasanbey, Zerdali (yabani kayisi) ve Cataloglu agaglari olusturur (Giiglii vd.,
2006: Unal, 2010).

Malatya bolgesinde TUIK 2009 verilerine gore yas kayisinin % 50'si, kuru kayisinin %
901 iretilmektedir (Asma, 2000; Yildirim vd., 2011). 28 ocak 2001°de Tiirk patent
enstitiisiiniin cografi igaret tescil belgesi yaymlanmistir. Malatya’nin en Snemli
kurutmalik kayis1 ¢esidi Hacihaliloglu’dur. 1900’lii yillarin basinda bir seleksiyon
sonucu Malatya’nin 12 km kuzeydogusundaki Hacihaliloglu ¢iftliginde bulundugundan
admi burdan almistir. Adin1 1930 Yilinda Malatya’nin eski belediye baskanlarindan

olan Hasan Derinkok’iin bahgesindeki gesitten alan Hasanbey, en 6nemli sofralik kayisi
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¢esididir. Hasanbey ¢esidinin suda ¢6ziiniir kuru madde miktarinin yiiksek olmasindan
dolayr ilk baslarda Kkurutulmasi denenmis ancak g¢esidin zor kosullara, yola
dayanikliligindan ve meyvesinin iri olmasindan dolayi tiikketim agisindan sofralik olarak
tiretilmesine devam edilmistir. Tirkiye'nin diger bolgeleri ve diinyaki kayisilarla
karsilastirildiginda, Malatya kayisilarinin kuru madde orani %25-30 iken digerleri
%15’1 gecememektedir. Boylece diger bolgelerde yaklasik 6-7 kg yas kayisidan 1 kg
kuru kayist randimani alinirken, Malatya'da 3-4 kg yas kayisidan 1 kg kuru kayisi elde
edilmektedir (Unal, 2010).

2.4 Amag ve Gerekce

Acetobactericeae ailesinin igerisinde bulunan AAB 6zellikle molekiiler ¢alismalarin
hizlanmasiyla tanimlanan yeni tiirlerle genislemeye devam etmektedir. Meyve ve bitki
yiizeyleri ile fermente {iriinler AAB i¢in kaynak teskil etmektedir. AAB, sirke ve
kombucha cay1 gibi fermente {irlinlerin {iretiminde rol oynamalari ve teknolojik 6neme
sahip asetik asit, glukonik asit, L-sorboz, bakteriyel seliiloz gibi metabolitleri sebebiyle
bilimsel arastirmalar acisindan ilgi ¢ekmektedir. Ulkemizde cografi isaret almis ve
yiiksek kuru madde oraniyla diger tiirlerden ayrilan Malatya kayisisinin mikroflorasina
yonelik bir calisma bugiline kadar gercgeklestirilmemistir. Bundan dolayr 6ncelikle
kayistya ait bir AAB florasi ¢ikarilmast amaglanmistir. Yiiksek seker icerigi ile AAB ve
LAB gibi bakteri tiirlerinin ekolojik nisi olma potansiyeli goz 6niinde bulundurularak
Malatya kayisis1t AAB izolasyonu i¢in bir kaynak olarak se¢ilmistir. Kayisinin yani sira
cesitli meyveler kullanilarak kurulan ev sirkeleri de AAB izolasyonu igin kullanilmistir.
Ev sirkeleri i¢in kullanilan hammaddeler spontan fermantasyon yoluyla
sirkelestirilmistir. Starter kiiltlir kullanilmadigindan dogal gelisen nikrofloranin farkl
ve zengin bir AAB potansiyeli olacag dngdriilmiistiir. izole edilen bakteriler molekiiler
yontemlerle tanimlanmis ve endiistri i¢in dnemlilik arz eden sicaklik ve etanol toleransi

ile bakteriyel seliiloz {iretim potansiyelleri incelenmistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Arastirmada meyvelerden dogal fermantasyon yontemi ile kurulan ev sirkeleri ve
Malatya’dan getirilen taze kayisilar kullanilmistir. Hacihaliloglu ve Hasanbey kayisi

cesitleri 2019’un Temmuz ayinda Malatya’dan temin edilmistir.

Ikinci arastirma materyali olan 6 cesit sirke (elma sirkesi, Adapazar {iziim sirkesi, beyaz
tizim sirkesi, portakal sirkesi, erik sirkesi ve ahlat armudu sirkeleri) Agustos- Eyliil
(2019) aylarinda kurulmus ev sirkeleridir. Istanbul’dan elma ve beyaz {iziim,
Adapazari’ndan kirmizi iiziim, Edirne’den kirmizi erik ve Sekil 3.1°de sol tarafta
gosterilen ahlat armudu ilagsiz yetistirilen agaglardan toplanmuistir. Portakal
Istanbul’daki marketten temin edilmistir. Her bir meyve giizelce yikanip pargalandiktan
sonra hijyenik sartlar altinda icme suyu ile oda sicakliginda cam sisede olmak iizere
evde dogal fermantasyon yontemi ile daha once iiretilmis elma sirkesi (Istanbul’da
toplanan elma ile 2018 yilinda iiretilmis sirke) katilarak tiretilmistir. Sirkeler 1,5 - 3 ayda
olgunlastiktan sonra sirke analar1 sag taraftaki resimde Sekil 3.1°de gosterildigi gibi

alinarak sivi kisim analizlerde kullanilmstir.

Sekil 3.1: Ahlat Armudu; Elma Sirkesi ve Sirke Anasi
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3.2. Metod

Arastirma materyali olan taze Malatya kayisis1 asetik asit bakterilerini zenginlestirmek
amactiyla, homojenize edilerek agirlig1 sabitlenene kadar fermantasyona birakilmistir.
Fermantasyon 2 paralel olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen fermente olmus
homojenizat ile diger arastirma materyalimiz, 6 farkli meyvelerden dogal fermantasyon
yoluyla kurulup olgunlasan ev sirkeleri, peptonlu su ile belirli oranlarda seyreltilip,
AAM (acetic acid medium) ve GYC (glikoz yeast extract calcium carbonate agar)
petrilerine ekilerek bakterilerin izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Petrilerde iireyen
bakteriler saflastirilip ve Gram (-) DNA izolasyonu prosediirine goére DNA
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bu DNA’larin 16S rRNA ve 16S-23S rRNA ITS
bolgeleri PCR yapilarak jel elektroforez vasitasiyla goriintiileri alinmistir. Daha sonra
PCR iiriinlerinin piirifikasyon islemi gerceklestirilmis ve dizilimi belirlenmistir. DNA
dizilimleri BLAST programi ile incelenerek tanimlamalart yapilmistir. Sekil 3.2°de bu

akis sematize edilmistir.

Asetik asit bakterisi olarak tanimlanan izolatlarin sicaklik ve etanol toleranslar
belirlenmigtir. Ayrica seliilloz liretme kapasiteleri de dl¢iilmiis ve seliiloz {iretebilen

izolatlarin belirli sicaklik ve pH’lardaki seliiloz iiretim kapasiteleri incelenmistir.

BAKTERILERIN iZOLASYONU
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Sekil 3.2: Bakteri izolasyonu ve Molekiiler Tanimlama Akis Semasi
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3.2.1. Sirke Orneklerinde pH Analizi

Farkli sirke drneklerinin pH’lar dijital pH metre (EC215 Hanna Instruments pH Meter,

China) ile dlgiilmiistiir.

3.2.2. Kayisi ve Sirke Orneklerinden Asetik Asit Bakterilerin izolasyonu

Kayis1 orneklerinden AAB izolasyonu i¢in her bir ¢esit kayisidan 100 g tartilarak
stomacher (Bagmixer 400, Interscience, Saint Nom, France) cihazi ile homojenize
edilmis ve steril kavanozlar igerisinde 15 giin boyunca agirliklar1 sabitlenene kadar
30°C’de fermantasyona birakilmistir ve 2 paralel olarak ¢alismistir. Fermantasyon ile
alkol ve aside dayanikliliklarindan 6tiiri AAB’ni zenginlestirmek hedeflenmistir. Her
bir kavanozdan alinan &rnekler 10’ den baslanarak 10~>’e kadar seyreltilip Sekil 3.3°de
gosterilen yayma plak yontemi kullanilarak AAM (acetic acid medium, 10 g/L glucose
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 15 g/L pepton (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), 8 g/L maya ekstrakt1 (Biolife, Milano italia) ve 15 g/L agar (Sigma-
Aldrich)), % 0,3 asetik asit ve % 0,5 etanol (Nielsen vd., 2007) ve GYC (glucose yeast
extract calcium carbonate agar, 100 g/L glucose (Sigma-Aldrich), 10 g/L maya ekstrakti
(Biolife), 20 g/L kalsiyum karbonat (Sigma-Aldrich) ve 15 g/L agar (Sigma-Aldrich)
(Sharafi vd., 2010) besiyerlerine ekim yapilmistir. Tiim besiyerleri otoklavda 121°C'de
15 dk steril edilmistir. Besiyerlerine asetik asit ve etanol otoklav sonrasi eklenmistir.

Petriler inokiilasyondan sonra 30°C’de 3-4 giin inkiibe edilmislerdir.

g&@@@

Sekil 3.3: Yayma Plak Metodu

Sirke 6rneklerinden asetik asit bakterisi izolasyonu igin, 6 ¢esit sirkeden 5 mL alinip 45
mL peptonlu suyla (%0,1 pepton (Merck)) birlikte filtreli posete konup
stomacher (Interscience) ile homojenize edilmistir. Sonrasinda her bir sirke ¢esidinden
alinan &rnekler 2 paralel olarak 102, 102 ve 107 e kadar peptonlu su ile seyreltilip 100

uL‘lik miktarlarda alinarak Drigalsi spatiilii yardimiyla yayma plak yontemi yapilmis
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ve AAM besiyerine ekim gergeklestirilmistir. Petriler inokiilasyondan sonra 30°C’de 2-
4 giin inkiibe edilmislerdir (Sharafi vd., 2010).

3.2.3. izolatlarin Saflastirilmasi ve Gliserol Stoklarim Hazirlanmasi

Ekimler neticesinde inkiibasyon sonucunda 25 - 250 arasi koloni gelisen petrilerden,
morfolojik olarak farklilik arz eden kolonilerin sayisinin karekokii kadar koloni se¢ilmis
ve saflastirmak iizere baska petrilere Sekil 3.4’te gosterildigi gibi li¢ ¢izgi ekimi
yapilmustir.

Sekil 3.4: U¢ Cizgi Ekim Yontemi

Bu siirenin sonunda petrilerde iireyen tek kolonilerden segilerek ayni sivi besiyerlerine
ekilmistir. Ayn1 kosullarda inkiibe edilip tiiplerde gelisen bakteriler Sekil 3.5’de
gosterildigi sekilde inkiibatorden ¢ikarilmis ve Kryo tiiplerine 500 uL miktarda olacak
sekilde ve 2 paralel olarak alinmistir. Ustlerine son hacim %20 gliserol icerecek sekilde
gliserol (Sigma-Aldrich) eklenerek vortekslenmis ve -80°C'de stoklanmistir (Nielsen
vd., 2007).

Sekil 3.5: AAM Brothlarda Bakterilerin inkiibasyon Sonrasi Goriintiisii
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3.2.4. izolatlarn identifikasyonu

a) DNA izolasyonu

Malatya kayisisindan ve sirkelerden elde edilen izolatlar DNA izolasyonuna tabi
tutulmustur. Bunun igin, PureLink™ Genomic DNA Mini Kit’inin (Thermo Scientific,
Waltham, ABD) Gram (-) bakterileri igin kullanilan prosediirii kit el kitabinda
anlatildig: sekilde kullanilmigtir. Bu yonteme gore, bir gece sivi besiyerlerinde tiremis
kiiltiir (10 mL) 13.000 rpm’de 5 dak. siireyle santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra
stipernatant atilmig, pelletin tizerine 180 pL digestion buffer ve 20 uL proteinaz K (kit
icerisinde mevcuttur) eklenerek tiipler hafif bir sekilde vortekslenmistir. Tiipler
Termomikserde (Miulab, Zhejiang, Cin) 55°C’de 30 dak. inkiibe edilip inkiibasyon
sonunda 1 plL RNase (kit igerisinde mevcuttur) eklenmis ve vortekslenmistir. Oda
sicakliginda (20-25°C) 2 dak. bekletildikten sonra igerisine 200 pL lysis/binding buffer
eklenmis ve homojen bir soliisyon elde edilecek sekilde vortekslenmistir. Tiiplere 200
uL %96-100 etanol (Merck) ilave edilip 5 saniye vortekslenmis ve bu karigim kit
icerisinde bulunan kolonlara aktarilmistir. Kolonlar 10 000 g’de 2 dak. santrifiij
(Hitachi, Himac CR22N, Japonya) edilmistir. Santrifiij sonunda toplama tiipleri atilmus,
kolonlar yeni toplama tiipleri izerine yerlestirilmislerdir. Kolonlara 500 uL wash buffer
1 eklendikten sonra 10 000 g’de 1 dak. santrifiij edilerek yikanmus, toplama tiipleri
atilarak kolonlar yeni toplama tiiplerine yerlestirilmistir. Uzerlerine 500 pL wash buffer
2 eklenen kolonlar tekrar 10 000 g’de 1 dak. santrifiij edilmistir. Toplama tiiplerinde
biriken s1v1 dokiildiikten sonra tekrar kolonlar tiiplere yerlestirilmis ve tiipler maximum
hizda 3 dak. santrifiij edilmistir. Siire sonunda kolonlar steril 1,5 mL’lik mikrosantrifiij
tiiplerine yerlestirilerek igerisine 70 pL elution buffer eklenip 1 dak. oda sicakliginda
inkiibasyona brrakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler maximum hizda 1 dak.
santrifiij edilerek izole edilen DNA mikrosantrifiij tliplerine alinmig ve -20°C’de

saklanmustir.

b) Rep-PCR ile Gruplama

Elde edilen izolatlar1 dizilim analizinden once gruplamak ve birbirleriyle ayni olan
suslar1 elemek amaciyla rep-PCR gergeklestirilmistir. Rep-PCR sonucunda jelde ayni
profili veren izolatlardan biri veya bir kag1 segilerek 16S rRNA identifikasyon PCR’1

yapilmis ve dizi analizine tabi tutulmustur.
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Rep-PCR’1 reaksiyonun final hacmi 25 pl olacak sekilde Tablo 3.1’de gosterilen
reaksiyon elemanlarindan her bir 6rnek igin PCR tiiplerine belirtilen miktarlar
konmustur. PCR reaksiyonu, 6n denatiirasyon 95°C’de 7 dak. 30 dongii 90°C’de 30 s.
denatiirasyon, 40°C’de 60 s. baglanma ve 65°C 8 dak. uzama ve son uzama 65°C’de 16
dak olacak sekilde T100 Thermal Cycler (Biorad, California, USA) cihaz1 ile
gerceklestirilmistir (Dream Taq el kitabi, Thermo Scientific) (Versolavic, 1994). DNA
kontaminasyonunun kontrolii amagli negatif kontrol olarak ayni reaksiyon DNA yerine

steril distile su kullanilarak yapilmistir.

Tablo 3.1: Rep-PCR Reaksiyon Elemanlari

Reaksiyon Elemanlari Miktar (uL)
Dream Buffer (10x) (Thermo Scientific, 20 mM) 25uL
Tag DNA polimeraz (Thermo Scientific, 5 U/uL) 0,25 uL
GTG-5 (Macrogen, 10 mM) 2 uL
dNTP Mix (2,5 mM) 2ul
DNA (=100 ng/uL) 1uL
dH.0 (Distile su) 17,25 uL
Toplam Hacim 25 uL

¢) Identifikasyon PCR’1

Asetik asit bakterilerinin tanimlanmasi i¢in hem 16S hem de 16S-23SITS bélgesinin
dizilimi basari ile kullanilmistir (Gonzales ve Mas, 2011; Ruiz vd., 2000). 16S-23S ITS
PCR i¢in 16S itslve 23S its2 primerleri, 16S rRNA PCR igin 27F ve 1492R primerleri
veya 616V ve 630R primerleri kulllanilmistir. Laktik asit bakterileri igin ise 16S rRNA
ile sonu¢ alinamadigir durumlarda rpoA ve dnaK bdlgeleri ¢ogaltilmistir (Tablo 3.2).
Primerlerin dizilimleri Tablo 3.2°de verilmistir. PCR reaksiyonu, rep-PCR ile aym
sekilde gerceklestirilmis, hazirlanan primerlerden her reaksiyon igerisinde 1’er pL
kullanilmistir. PCR reaksiyonu, 6n denatiirasyon 94°C’de 7 dak. uzama 34 dongii
94°C’de 30 s. denatiirasyon, 50°C’de 30 s. baglanma ve 72°C 1 dak. ve son uzama
72°C’de 10 dak.olacak seklinde T100 Thermal Cycler (Biorad) cihazi ile
gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.2: PCR I¢in Kullamlan Primerler

Primer Primer Dizilimi Yapisma Sicakligi Referans
adi (Annealing)(°C)
1492R 5-GGT TACCTT GTT ACG ACT T-3' 50 °C John Willey
and Sons.,
1991
27F 5-AGA GTT TGATCC TGG CTC AG-3' 50 °C John Willey
and Sons.,
1991
630R 5-CAK AAA GGA GGT GAT CC-3' 52 °C Juretschko
vd., 1998
616V 5-AGAGTTTGATYM TGG CTC-3' 52 °C Juretschko
vd., 1998
16SITS1 5’-ACC TGC GGC TGG ATC ACC TCC-3’ 55 °C Ruiz vd.,
2000
23SITS2 5’-CCG AAT GCC CTT ATC GCG CTC-3’ 55 °C Ruiz vd.,
2000
dnaK 5’-GCT TGT CTT TTT GCT ACT TGA CC-3’ 60°C Selby vd.,
1790R5 2011
dnaK 5’-CAG TTATGG AAG GTG GGG AAC-3’ 60°C Selby vd.,
500F3 2011
rpoA23R 5’-ACH GTR TTR ATD CCD GCR CG-3’ 50 °C Nyanzi vd.,
2013
rpoA21F 5-ATG ATY GAR TTT GAA AAA CC-3’ 50 °C Nyanzi vd.,
2013

d) Agaroz Jel Elektroforezi

DNA orneklerinin elektroforezi, rep-PCR icin %1,5 agaroz igeren ve tanimlama

PCR’lar i¢in %0,8 agaroz igeren jellerde yapilmistir (Meyers vd., 1976). Yatay jel
sistemleri i¢in agaroz ve 100 mL 1XTAE (tris (Sigma-Aldrich)-EDTA (Sigma-Aldrich)-
asetik asit (Sigma-Aldrich) 250 mL’lik cam sise igerisinde mikrodalga firinda

¢oziilmiistiir. Icerisine 5 pL red-safe (Intron, Daejeon, South Korea) eklenmis ve

karistirtlmistir. Yaklasik 45°C’ye kadar sogutulan soliisyon elektroforez yeni kalibina

100 mL olacak sekilde aktarilmis ve jel taraklari yerlestirilerek 30 dakika bekletilmistir.

Bu siire sonunda tampon ¢6zelti, jeli kapatacak sekilde elektroforez tanklarina dokiilmiis

ve jellerin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar ¢ikartilmistir. PCR 6rneklerinden
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10 pL alinarak temiz bir parafilm iizerinde yiiritme boyasindan 2 uLL boya ¢ozeltisi ile
karistirtlmis ve mikropipet aracilii ile jel kuyucuklarina yiiklenmistir. DNA’nin
biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla jelin bir kuyucuguna da 6 pL XLarge DNA Ladder
RTU marker (Gene Direx, St. Louis ABD) yiiklenmistir.

Elektroforez, 16S PCR’lar1 i¢in 80- 95 voltta yaklasik 45- 60 dak ¢alistirilmistir. Rep-
PCR igin ise 35 voltta 4,5- 5 saat DNA’larin yiirlimesi beklenmistir. Yiikleme boyasi
jelin 3/4 ve 4/5°1ik kismini gegtikten sonra elektroforez islemi sona erdirilmistir (Lee

vd., 2012). Islem sonunda jel, gériintiileme cihazinda (Azure 300, ABD) incelenmistir.

e) PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR’da ¢ogaltilan ve agaroz jelde goriintiilenen PCR reaksiyonlari (~ 75 uL) GeneJet
PCR saflastirma kiti (Thermo Scientific) kullanilarak kit el kitabinda anlatildig: sekilde
saflastirilmistir. Mikrosantrifiij tiipe Ornegin 5 kati kadar BNL buffer eklenip
vortekslendikten sonra spin kolonlara aktarilmigtir. Santrifiij isleminden sonra 750 puL
washing buffer eklenmis ve kitapcigin belirledigi prosediir geregi santrifiijlenmistir.
Alttaki kolon atilarak steril mikrosantrifiij tiipii yerlestirilmistir. Ustiine 40 uL elution
buffer eklenmis ve santrifiijlenmistir. Saflagtirma islemi tamamlandiginda 6rneklerden
5 uL almarak 1 pL boya ile karistirthp kuyucuklara yiiklenip kontrol olarak jelde
bakilmis, sonrasinda her 6rnek son hacimde 30 uL olarak dizilim analizine gonderilmek

tizere -20°C'de muhafaza edilmistir.

f) BLAST Tarama

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), aranan dizilimi (niikleotid veya amino
asit) veri tabaninda bulunan mikroorganizmalarin dizileri ile karsilastirarak, %
benzerligi en yakin olan dizilimleri veren bir bilgisayar programidir (Polat ve Karahan,
2009). Bu programda dizileme sonuglart (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
adresli internet sayfasinda niikleotit blast kismindaki bolime girilerek diger
mikroorganizmalarin dizilemlerini iceren veri tabanlari ile karsilastirilir. Tarama
sonucu, aranan dizinin hangi mikroorganizmaya ait olabilecegi, benzerlik yiizdesi ile
birlikte belirlenir (Altschul vd. 1997). Elde edilen dizilimler BLAST programina

girilerek bakteri identifikasyonlar: yapilmistir.
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3.2.5. izolatlarin Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Swvi igerisinde (submerged) sirke iiretimlerinde yiiksek sicaklik toleransi, yiiksek etanol
ve asetik asit konsantrasyonlarina dayaniklilik tercih sebebidir (Unal, 2007). Asetik asit
bakterilerinden bakteriyel seliiloz iiretiminde de fayda saglanmaktadir, bunun igin
seliiloz ve biyofilm iiretim kapasitesi yiiksek izolatlar tercih edilir. Bu nedenle
izolatlarin etanol ve sicaklik toleranslari ile seliiloz iiretim kapasitelerinin belirlenmesi

hedeflenmistir.

g) Etanol Toleransi

Etanol toleransinin belirlenmesi amaciyla izolatlar 6ncelikle 1 giin boyunca 180 rpm ve
30°C’de 50 mL’lik zenginlestirilmis besiyerinde (%1 glukoz (Sigma-Aldrich), %1 maya
ekstrakt1 (Biolife), %1 etanol (Merck), w/v) inkiibe edilmislerdir. Daha sonra, %0,1
peptonlu su icerisinde 10° seviyesinde seyreltilip 100 pL alinarak parallel olacak sekilde
degisik etanol konsantrasyonlari (%4, %6, %8, %10) iceren (otoklavdan sonra
eklenmistir) GYEC besiyerinde (%1 glukoz (Sigma-Aldrich), %1 maya ekstrakti
(Biolife), %2 kalsiyum karbonat (Sigma-Aldrich), %2 agar (Sigma-Aldrich), w/v)
yayma plak metodu kullanilarak paralelli olarak ekilmis ve 30°C’de 72 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Seffaf zonla tireme goriilenler, belirtilen konsantrasyonlara
toleransli olarak kabul edilmislerdir (Chen vd., 2016).

h) Sicaklik Toleranslarinin Belirlenmesi

[zolatlar etanol toleransinda anlatildig1 sekilde zenginlestirilmis besiyerinde gelistirilip
inkiibe edildikten sonra diliisyonlardan 100 pL alinarak 2 paralel olacak sekilde %4
etanol konsantrasyonu iceren GYEC besiyerine yayma plak metodu kullanilarak
paralelli olarak ekilmis ve 30°C, 35°C ve 38°C’de 72 saat siireyle inkiibasyona
birakilmislardir. Yine etanol toleransinda belirtildigi sekilde seffaf zonla {ireme

gosterenler belirtilen sicakliklara toleransl olarak kabul edilmislerdir (Chen vd., 2016).

1) Seliiloz Uretim Kapasitesinin Belirlenmesi

HS (Hestrin—Schramm, 1954) besiyerinde %2 glikoz (Sigma-Aldrich), % 0,5 maya
ekstrakt1 (Biolife), % 0,5 pepton (Merck), % 0,27 Na;HPOy4 (Isolab) ve % 0,115 CsHsO-
(Sigma-Aldrich) bulunmaktadir. Seliiloz iiretimi i¢in iki farkli pH, pH:5 ve pH:6 ve bes
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farkli sicaklik (26°C, 28°C, 30°C, 32°C ve 34°C) kullanilmistir. Orneklerin pH’1
seyreltik HCI ile pH 5’e ayarlanmistir (Gomes vd., 2013). Ozellikle izolatlar 2 paralel
olacak sekilde 30°C’de iki giin siireyle 5 mL’lik HS besiyerinde prekiiltiir olarak
iiretilmislerdir. Inkiibasyonun sonunda besiyeri-hava ara yiizeyinde biyofilm olusturan
izolatlar prekiiltiirle birlikte 250 mL erlen igerisinde bulunan 45 mL HS besiyerine
eklenmis ve toplamda 50 mL kiiltiir 7 giin statik sartlarda bekletilmistir (Gomes vd.,
2013). Seliiloz tabakasi olan biyofilm alinarak 80°C’de %2 NaOH (Sigma-Aldrich)
¢ozeltisi igerisinde 45 dakika bekletilerek seliiloz olmayan bilesenlerden arindirilmastir.
Distile su ile pH 7 olana kadar bolca yikandiktan sonra 45°C’de inkiibatorde sabit
agirliga gelinceye kadar kurutulup agirligt belirlenmistir (Aswini vd., 2020).
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DORDUNCU BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

Bu arastirmada asetik asit bakterilerini izole etmek 6 ¢esit sirke (elma, ahlat armudu,
erik, portakal, kirmizi ve beyaz iiztim) ve 2 ¢esit Malatya kayisis1 (Hacihaliloglu ve
Hasanbey) kullanilmistir. Izolatlar molekiiler yontemlerle tanimlanmus, bazi teknolojik
ozellikleri (etanol ve sicaklik toleransi ile seliiloz iiretimi) belirlenmis ve elde edilen

sonuglar bu boliimde alt basliklar halinde siralanmustir.

4.1. Sirke Orneklerinin pH Degerleri

Bakteri izolasyonlarinin yapildigi sirke 6rneklerinin pH’lar1 Tablo 4.1°de verilmistir. En
diisiik pH 3,11 ile beyaz iiziim sirkesinde 6l¢iiliirken, en yiiksek pH degeri 3,62 ile ahlat
armudu sirkesinde gozlenmistir. Sirkelerin pH degerlerindeki farkliliklarin sebebi
kullanilan hammaddelerin igeriklerinden, olgunlagsma sicakligi ve siirelerinden
kaynaklanabilir. Kullanilan hammaddeler igerisinde ahlat armudu ile diger meyvelerden
daha yiiksek pH elde edilmistir. Bunun sebebi sirkenin daha ge¢ olgunlasma siiresi
istemesinden olabilir. Bu sirke bakterileri hemen gelisememis, bu sebeple fermantasyon
ge¢ baglamis olabilir. Ayrica ahlat armudu sirkesine eklenen tuz orani digerlerine gore

daha fazla olmus olabilir.

Tablo 4.1: Sirke Orneklerinin pH Degerleri

Sirke Ornegi pH
Erik Sirkesi (ES) 3.25+0.1
Kirmizi Uziim Sirkesi (AUS) | 3.17 0.1
Portakal Sirkesi (PS) 3.38+0.0
Elma Sirkesi (ELS) 3.21+0.1
Ahlat Armudu Sirkesi (AAS) | 3.62+0.1
Beyaz Uziim Sirkesi (GUS) | 3,11+0.1
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Gerbi vd., (1998) 65 farkli sirke 6rneginin pH degerlerinin 2.36-3.0 arasinda degistigini
belirlemislerdir. Aktas ve Cabaroglu’nun 2010°da yaptiklar1 arastirmada da 12 farkli
marka tiziim sirkesi 6rneklerinde pH’larin 2.63 ile 3.27 degerleri arasinda degistigi
belirtilmistir. Oztiirk vd., (2015) geleneksel ev yapimu Tiirk sirkesinin, farkli illerden
temin edilmis 8 farkli hammaddeden {iretilen 25 sirkenin en yiikksek pH’in1 {iziim
sirkesinde 3,90 £ 0.02 ile dlgerlerken, en diisiik pH 11 2.63 £ 0.02 ile limon sirkesinde

Olemiislerdir.

4.2. Malatya Kayisisi ve Sirke Orneklerinden Olas1 Asetik Asit Bakterilerinin

izolasyonu

Malatya’ya ait Hacihaliloglu kayisi cinsi ve Hasanbey kayisi cinslerinden 45 tane izolat
elde edilmistir. Dogal fermantasyon yoluyla iiretilmis ve benzer sirke analariyla
kurulmus elma, beyaz iiziim, kirmiz1 {iziim, ahlat armudu, portakal ve kirmizi erikten
yapilmis sirkelerden ise 24 izolat saflastirilmistir. Tablo 4.2°de elde edilen izolatlarin

saflagtirildiklar1 hammadde kaynaklar1 ve besiyerleri ile birlikte verilmistir.

Tablo 4.2: izolatlarin Saflastirildiklar: Besiyerleri

Kayisi- Sirke

Acetic Acid Medium Besiyeri

Glucose Yeast Extract Calcium

Kayist Izolatlar:

HFA1l1,HFA12,HFA13,HFA15

Cesitleri (AAM) Carbonate Besiyeri (GYC)
HFAL1,HFA2,HFA3 HFA4,HFAS, HFG1,HFG2,HFG3,HFG4,HFG5,
Hacihaliloglu HFAB,HFA7,HFA8,HFA9,HFAL0, HFG6,HFG7,HFG8,HFG9,HFG10,

HFG11,HFG12,HFG13,HFG14,
HFG15,HFG16,HFG17,HFG18

BFAG,BFA7,BFA8,BFAY,

BFG1,BFG8,BFG9,BFG21

ELS1,ELS2,ELS3,ELS4,ELS5,ELS6

Hasanbey Kayis: | BFALLBFA13 BFA15,BFAI6,
Fzolatlar BFAL7
PS1,PS2,PS3,PS4
AUS1,AUS2,AUS3,AUS4
Cesitli Sirke GUS1,GUS2,GUS3 -
Tzolatlar: AAS1,AAS2,AAS3,AAS4
ES1,ES2,ES3

*Kisaltmalarin agihimi EK3’te verilmistir.
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Kayist izolatlart AAM ve GYC besiyerlerinden izole edilirken, ¢esitli sirke izolatlari
AAM besiyeri kullanilarak izole edilmistir. Kayisi izolatlariin GY C besiyerinde koloni
olusturmalar1 zayif oldugundan ve AAM besiyeri ile daha fazla koloni elde edildiginden

sirke izolatlarinda yalnizca AAM tercih edilmistir.

Perumpuli vd., 2014’te Hindistan cevizi sirkesiyle yaptiklari ¢aligmalarinda asitik asit
bakterileri i¢cin PDA (potato dextrose agar), YPG (yeast extract peptone glycerol) ve
YPS/YPM (yeast extract peptone mannitol) besiyerlerini kullanmislar, Gluconobacter
ve Acetobacter tiirii suslar tanimlamislardir. Saeki vd. (1997) asetik asit bakterileri i¢in
potato medium kullandiklarindan bahsetmislerdir. Sengiin ve Kilig (2019) derleme
makalelerinde genelde sirke AAB’lerinin izolasyonu amaciyla gelistirilen glucose yeast
agar (GY), glucose yeast extract CaCOs agar (GYC) ve reinforced AE-medium (RAE)
gibi besiyerlerinin kullanildigin1 ancak bu besiyerlerinin dahi tiim tiirlerin gelisimi igin

yeterli olmadigini belirtmislerdir.

Yapilan bagka bir ¢alismada AAB igin ABS adi verilen daha spesifik bir besiyeri
gelistirilmis, bu besiyerini kullanarak 10 sirke ve 10 kimchi 6rneginden toplamda 5 yeni
AAB tiri tanimlanmistir (Kim vd., 2019). Arastirmacilar bu yeni tiirlerin GYC
besiyerinde gelismedigini, ABS besiyerinin AAB suslarini izole etmede ve AAB’lere

yonelik kontaminasyonlar1 saptamada daha yararli oldugunu belirtmislerdir.

4.3. izolatlarin Genotipik Cesitliligi ve Tanimlanmasi

Rep-PCR (GTG5) analizi mikrobiyal ¢esitliligin siniflandirilabildigi bir genomik
parmak izi teknigidir (Masco, 2003; Kayasli, 2019). Rep-PCR jel goriintiileri
karsilastirilarak izolatlar aralarinda benzer olanlarin gruplandirilabilmesi miimkiindiir.
Kayis1 (45 izolat) ve sirkelerden (18 izolat) elde edilen bakteri izolatlar1 DNA
izolasyonlarinin ardindan rep-PCR analizine tabi tutulmustur. Rep-PCR agaroz jel
elektroforez  gorlintiileri  Sekil 4.1°de verilmistir. Profilleri  benzer olanlar
gruplandirildiginda 16 grup elde edilmistir (Sekil 4.1). Her gruptan bir veya birkag izolat
dizilim analizi ile tanimlanmak iizere segilmistir ve 16S rRNA, 16S-23S rRNA ITS
bolgeleri dizilerek tanimlanmistir. Her iki besiyerinde de asetik asit bakterileri yaninda

laktik asit, maya vb. gibi mikroorganizmalara rastlanmistir (Tablo 4.3 ve 4.4).
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Izole edilen 63 susun 44 tanesi laktik asit bakterisi (5 Lactobacillus brevis, 1
Lactobacillus plantarum ve 38 Leuconostoc mesenteroides) olarak saptanirken, 19
tanesinin de AAB (3 Gluconobacter sp., 1 Komagataeibacter sp., 2 Komagataeibacter
saccharivorans, 3 Acetobacter syzgii ve 5 Gluconobacter cerinus) oldugu saptanmustir.
Izolatlarin benzerlik yiizdeleri ve GTGS5 gruplamasi dikkate alindiginda 3 tanesinin
(GUS3, ELS4 ve ELS5) mevcut olan AAB’lerden farkli oldugu ve tam benzerlik

vermedigi gorilmiistiir.

Kayisilardan Hacihaliloglu ve Hasanbey tiirlerinde 1 AAB tiirii (Gluconobacter
cerinus) ve 1 LAB tiirii (Leuconostoc mesenteroides) gézlenmistir. Elma sirkesinde
Gluconobacter sp.; erik sirkesinde L. brevis; portakal sirkesinde L. brevis ve
Acetobacter syzgii; kirmizi iiziim sirkesinde L. brevis ve A. syzgii; beyaz ilizim
sirkesinde Komagataeibacter sp. ve K. saccharivorans; ahlat armudu sirkesinde Leu.

mesenteroides ve L. plantarum tespit edilmistir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4).

[zolatlardan 16S rRNA bolgesi ile tam ayrigsma gdzlenmeyen ya da kararsiz kalinanlarin
16-23SITS rRNA dnakK veya rpoA bolgeleri de sekanslanmis ve elde edilen benzerlikler
yiizdeleri Tablo 4.3’te verilmistir. GUS3 izolati 16S rRNA bolgesinde
Komagataeibacter intermedius tip susu ile %2100 sonucunu verirken ve
Komagataeibacter oboediens tip susu ile %99.88 sonucunu vermektedir. Ancak 16S-
23S ITS bolgesinde 16SITS1 primeri ile bakilan BLAST sonucunda %99.72 orani ile
Komagataeibacter oboediens, %96.72 ile Komagataeibacter intermedius’e yakinlik
gostermistir. Sonuglara bakildiginda, 16S rRNA ile baska 16S-23S ITS rRNA ile bagka
tirler 6ne ¢ikmistir. Bu durumda GUS3 izolatinin varolan tiirlerle tam ayrigamadigi
belirlenmistir. ELS3, ELS4 ve ELS5 izolatlar1 da 16S rRNA bolgelerinde ayrimlarda
%99.86 ile Gluconobacter potus, Gluconobacter vitians, Gluconobacter roseus ve
Gluconobacter oksidans’a ayni benzerlik yiizdesini vermistir. DnaK bolgelerinde de
benzerlik oranlar1 %77.33 gibi diisiik bir benzerlik yiizdesi vermistir. Var olan tiirlerle
tam ayrigma saglanamadigindan bu izolatlarda yeni tiir olarak tanimlanma potansiyeli

tasimaktadir.
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Tablo 4.3: Asetik Asit Bakterilerinin Rep-PCR Gruplari ve Secilen izolatlarin

Identifikasyonlari
N | izolat Kaynak Saflast | Rep- Tanimlama Benzerlik | Referans | Identifikasyo
0 kodu milan | PCR (%) Genbank | 1 markrii ve
dizilim
besiye | grubu no orimeri
ri
1 BFA6* | Hasanbey AAM | 2. Gluconobacter %99.92 | NR_041 | 16S rRNA
Grup | cerinus* 048.1
2 BFA7 Hasanbey AAM | 2. Gluconobacter - GTG5
Grup cerinus
3 BFA8 Hasanbey AAM | 2. Gluconobacter - GTG5
Grup cerinus
4 BFA9* | Hasanbey AAM | 2. Gluconabacter %100 NR_041 | 16S rRNA
Grup | cerinus* 048.1
5 BFA11l | Hasanbey AAM | 2. Gluconobacter = GTG5
Grup cerinus
6 BFA13 | Hasanbey AAM | 2. Gluconobacter %100 NR_041 | 16S rRNA
* Grup | cerinus* 048.1
7 BFA14 | Hasanbey AAM | 2. Gluconobacter - GTG5
Grup cerinus
8 BFG1* | Hasanbey GYC | 2 Gluconobacter %100 NR_041 | 16S rRNA
Grup | cerinus* 048.1
9 BFG21 | Hasanbey GYC 2. Gluconobacter - GTG5
Grup cerinus
10 | HFG13 | Hacihaliloglu | GYC 2. Gluconobacter %100 NR_041 | 16S rRNA
* Grup | cerinus* 048.1
11 | PS1* Portakal Sirke | AAM | 4. Acetobacter syzgii* %100 NR_113 | 16SrRNA
Grup 850.1 | ve 16S-
%9457 | FR71648 | 5ag RNA
61 ITS
(16SI1TS1)
12 | PS2 Portakal Sirke | AAM | 4. Acetobacter syzgii - GTG5
Grup
13 | AUS4* | Kirmizi tizim | AAM | 4. Acetobacter syzgii - - 16S-23S
sirke Grup rRNAITS
(16SITS1)
14 | GUS1* | Uziim sirke AAM | 8. Komagataeibacter 999.92 NR_113 | 16S rRNA
Grup | saccharivorans* 398.1 | ve 16S-
%99.39 | FR71649 | 5ag pNA
1 ITS
(16SI1TS1)
15 | GUS2* | Uziim sirke AAM | 9. Komagataeibacter %99.92 | NR_113 | 16S rRNA
Grup | saccharivorans® 398.1 | ve 16S-

39




%99.85 FR71649 | 23S rRNA
11 ITS
(16SITS1)
16 | GUS3* | Uziim sirke AAM | 10. Komagataeibacter %99.77 NR_113 | 16SrRNA
Grup | sp.* 397.1 | ve 165S-
%99.72 KC4784 235 rRNA
56.1 TS
(16SITS1)
17 | ELS3* Elma sirke AAM | 14. Gluconobacter sp.* %99.93 NR_026 | 16S rRNA
Grup 1181 | (27f,
1492r)
18 | ELS4* Elma sirke AAM | 15. Gluconobacter sp.* %99.76 MT3550 | 16S rRNA
Grup 96.1 | ve DnaK
%77.33 CP05821
41
19 | ELS5* Elma sirke AAM | 14. Gluconobacter sp.* %99.86 MT3550 | 16S rRNA
Grup 9.1 | (27f) ve
%77.33 CP05821 DnaK
41

* [dentifikasyon dizilim analizi ile yapilmistir ve Kisaltmalarm agilimi EK3’te verilmistir.
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Tablo 4.4: Laktik Asit Bakterilerinin Rep-PCR Gruplari ve Secilen izolatlarin

Identifikasyonlar
No | izolat Origin Saflastirilan | Rep- Tanimlama Benzerlik | Referans Dizilim
kodu besiyeri PCR (%) primeri
grubu
1 HFA1 Hacrhaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
2 HFA2 Hacthaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
3 HFA3 Hacrhaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
4 HFA4 Hacihaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
5 HFA5* | Hacihaliloglu | AAM 1. Leuconostoc %100 NR_15760 | 16S
Grup | mesenteroides* 21 rRNA
(@7f)
6 HFAG6 Hacihaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
7 HFA7 Hacihaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
8 HFAS8 Hacihaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
9 HFA9 Hacihaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTGS5
Grup | mesenteroides
10 | HFA10 | Hacthaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
11 | HFA1l | Hacihaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTGS5
Grup | mesenteroides
12 | HFA13 | Hacthaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
13 | HFA15 | Hacihaliloglu | AAM 1. Leuconostoc - GTGS5
Grup | mesenteroides
14 | BFA15 Hasanbey AAM 3. Leuconostoc - GTGS5
Grup | mesenteroides
15 | BFA16 Hasanbey AAM 3. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
16 | BFA17* | Hasanbey AAM 3. Leuconostoc %99.19 NR_15760 16S
Grup | mesenteroides* 21 rRNA
(630R)
17 | BFG8 Hasanbey GYC 1. Leuconostoc - GTG5

Grup | mesenteroides
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18 | BFG9* Hasanbey GYC 1. Leuconostoc 9%99.83 NR_15760 | 16S

Grup | mesenteroides* 21 rRNA

(@7

19 | HFG1 Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides

20 | HFG2 Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides

21 | HFG3* | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc %100 NR_15760 | 16S

Grup | mesenteroides* 21 rRNA

(@7

22 | HFG4* | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc %100 KX886793, | 16S

Grup | mesenteroides* 1 rRNA

(@71

23 | HFG5 Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides

24 | HFG6 Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc < GTG5
Grup | mesenteroides

25 | HFG7 Hacihaliloglu | GYC il Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides

26 | HFG8* | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc %100 CP015247. | 16S

Grup | mesenteroides* 1 rRNA

(@7f)

27 | HFG9* | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc %99.88 NR_15760 | 16S

Grup | mesenteroides* 21 rRNA

(@71

28 | HFG10 | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides

29 | HFG11* | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc %84.85 NR_15760 | 16S

Grup | mesenteroides* 21 rRNA

(@)

30 | HFG12 | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides

31 | HFG14 | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides

32 | HFG15 | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc - GTGS5
Grup | mesenteroides

33 | HFG16* | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc %99.89 KX886793, | 16S

Grup | mesenteroides* 1 rRNA

(@)

34 | HFG17 | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides

35 | HFG18 | Hacihaliloglu | GYC 1. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
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36 | PS3* Portakal AAM 5. Lactobacillus %99.87 LS483405. | 16S
Sirke Grup | brevis* 1 rRNA
%99.87 | LS483405. 279 ve
! rpoA21f
37 | PS4 Portakal AAM 5. Lactobacillus - GTG5
Sirke Grup | brevis
38 | AUS1* | Kirmuzi AAM 6. Lactobacillus %99.88 | LS483405. | 16S
iiziim sirke Grup | brevis* 1 rRNA
(630R),
%100 MW866814 165-23S
. rRNA
ITS
(16SITS
1)
39 | AUS3* Kirmizi AAM 7. Lactobacillus %98.58 L.S483405. 16S
iiziim sirke Grup | brevis* 1 rRNA
(630R)
40 | AAS1 Ahlat sirke AAM 11. Leuconostoc - GTG5
Grup | mesenteroides
41 | AAS2 Abhlat sirke AAM 11. Leuconostoc 3 GTG5
Grup | mesenteroides
42 | AAS3* Ahlat sirke AAM 12. Lactobacillus %100 NR_11560 | 16S
Grup | plantarum* 51 rRNA
(279)
43 | AAS4* | Ahlat sirke AAM 11. Leuconostoc %99.64 NR_15760 | 16S
Grup | mesenteroides* 21 rRNA
(630R)
44 | ES1* Erik sirke AAM 13. Lactobacillus %99.26 LS483405. | 16S
Grup | brevis* 1 rRNA
(630R)

* [dentifikasyon dizilim analizi ile yapilmistir ve Kisaltmalarm agilimi EK3’te verilmistir.
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Literatiire bakildiginda sirke tiirlerinden LAB izolatlarinin da elde edildigi
goriilmektedir.  Arict  (2017)  Leuconostoc  tiirlerinin ~ ¢ogunlukla  laktozu
heterofermentatif yolla kullanarak laktik asit yaninda, etil alkol ve karbondioksit
tiretiklerinden bahseder. Bu da sirkenin ilk asamasinda istenilen bir durumdur. Ayrica
Leu. mesenteroides tiirleri yiiksek seker ve tuz konsantrasyonlarina dayanikli
olduklarindan tursu fermentasyonlarinda da 6nem arz ederler (Arici, 2017). Asya’daki
tahil ve piring sirkelerinde yapilan ¢alismalarda, Cin’de {iretilen tahil sirkelerinde
Lactobacillus, Weissella, Pediococcus, Streptococcus gibi cinsler oldugu, piring
sirkesinde ise LAB tiirleri olarak Lactobacillus casei, L. paracasei, L. plantarum, L.
brevis’in izole edildigi bildirilmistir (Haruta vd., 2006; Peng vd., 2015).

Geleneksel yontemlerle iiretilmis ev sirkelerinde LAB, AAB, kiif ve maya ylikiiniin
endiistriyel sirkelere nazaran daha fazla oldugu ortaya konmustur (Oztiirk vd., 2015).
Kullanilan besi yerlerinde elde edilen LAB’nin de tanimlanmasi yapilmistir. Perumpuli
vd., (2014) Hindistan cevizi sirkesinden Acetobacter pasteurianus tanimlamislardir.
Wang vd. (2012) elma sirkesinde yaptiklari arastirmada Gluconacetobacter europaeus
tirti tamimlamiglardir. Sengiin ve Kilig (2019) farkli sirke ¢esitlerinin mikroflora
igeriklerine dair derlemelerinde, geleneksel Tirk sirkelerinde; A. okinawensis, A.
persici, A. indonesiensis, A. syzgii, A. ghanensis, A. tropicals, As. krungthepensis K.
hansenii, K. europaeus, K. intermedius, K. xylinus, K. nataicola, K. oboediens, K.

saccharivorans tiirlerinin tanimlandigini bildirmislerdir.

Yetiman (2012) calismasinda elma ve iiziim sirke ve sirke analarinda yaptigi
tanimlamalarda; Gluconacetobacter hansenii, Lactobacillus ghanensis, Oenococcus
oeni, Gluconacetobacter europaeus, Acetobacter nitrogenifigens/A. aceti, Lactobacillus
nagelii, Lactobacillus mali, Lactobacillus hordei, Acetobacter syzygii, A. pasteurianus,
A. lovaniensis, Gluconacetobacter rhaeticus, Ga. oboediens, Pseudomonas sp.,
Lactobacillus sp., Gluconacetobacter xylinus, Ga. sucrofermentans olmak tizere 13

farkli bakteri tiiri tanimlamastir.
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4.4. Teknolojik Ozellikler
4.4.1. izolatlarin Etanol Toleransi

Izolatlarin etanol toleranslar1 % 4, % 6, % 8 ve % 10 etanol igeren GYEC besiyerinde
analiz edilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: izolatlarin Farkl Etanol Konsantrasyonlarinda Gelisebilme Yetenegi

Izolat Kaynaklar Diliisyon Tiir %4 | %6 | %8 | %10

Kodlar

BFAG6 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + + - -
BFA9 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - - -
BFA13 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - - -
HFG13 | Hacihaliloglu 10° Gluconaobacter cerinus + + - -
BFG1 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + + - -
BFG21 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + + - -
BFA7 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - - -
BFA8 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - - -
BFA1l Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - - -
BFA14 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - - -
GUS1 Uziim sirke 100 Komagataeibacter ++ + + -

saccharivorans

GUS2 Uziim sirke 100 Komagataeibacter + + + -
saccharivorans

GUS3 Uziim sirke 10t Komagataeibacter sp. ++ + + -
PS1 Portakal sirke 10° Acetobacter syzgii ++ + + -
AUS4 Ahlat sirke 10° Acetobacter syzgii + + + -
PS2 Portakal sirke 10° Acetobacter syzgii ++ + - -
ELS3 Elma sirke 10° Gluconobacter sp. ++ + + -
ELS4 Elma sirke 10! Gluconobacter sp. + + - -
ELS5 Elma sirke 10° Gluconobacter sp. + + + -

+: 1~9 koloni, ++: 10~19 koloni, +++: >20 koloni
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Tablo 4.5°de sirkelerden elde edilen izolatlarin etanol dayanikliklarinin kayisi
izolatlarindan ayristig1 goriilmektedir. Kayisi izolatlar1 G. cerinus %6’ya kadar etanol
konsantrasyonuna dayaniklilik gosterirken sirke izolatlarinin dayanikliklarr genellikle
%8’e kadar gozlenmistir. Sirke izolatlar asidik olan sirke ortamindan izole edildikleri

i¢in etanol dayanimlar yliksek ¢ikmis olabilir.

Asetik asit bakterilerinin  uygun ortam sartlar1 tirler arasinda degiskenlik
gosterebilmektedir. Belirli sicaklik, pH ve oksijen kosullarindan etkilenerek farkli
oranlarda etanolii oksitleme kabiliyetine sahiptirler. Alkollii sivilarda yasadiklar1 ve
kendilerine gerekli enerjiyi alkolii okside ederek sagladiklar1 halde, alkole
dayanikliliklar1 sinirlidir ve bu tiirlere gore degisir. Sarap ortamindan elde edilen asetik
asit bakterilerinin % 10 ve % 14 (v / v) etanol konsantrasyonlarinda etanol dayanimlar
belirlenmistir (Gullo ve Giudici, 2008). Buna gore, Gluconacetobacter hansenii,
Acetobacter pasteurianus ve Gluconacetobacter europaeus suslari, maya ekstrakth
ortamda etanol konsantrasyonu olarak % 5'den % 10'a kadar gelisme gostermistir.
Ayrica ayni tliriin suslar1 arasinda degiskenlik gozlenmis, drnegin 25 G. europaeus
susunun 11'1 % 5 etanol konsantrasyonunda gelismis ancak etanol konsantrasyonu %

10’a ¢ikarildiginda gelisme gbzlenmemistir.

Perumpuli vd. (2014) ¢alismalarinda etanollii YPGD ortaminda (10 g/L maya 6ziitii, 10
g/L polipepton, 20 g/L gliserol ve 5 g/L glukoz), AAB’nin etanol toleransi ve asetik asit
tiretme kapasitelerini incelemisler ve %4, %6, %8 ve %10 etanol konsantrasyonlarina
dayanabilen tiirleri Acetobacter pasteurianus olarak belirlemislerdir. Acetobacter
suslarinda 37°C’de %6 etanol konsantrasyonunda en yiiksek asetik asit verimini

almislardir.

Yapilan bagka bir ¢aligmada, endiistriyel fermente sirke yapimi i¢in spesifik etanole
toleransli AAB suslar1 izole edilmistir. % 3’ten % 10’a kadar etanol igeren GYEC
besiyerine sirke ornekleri ekilmis, % 7 etanole dayanikli AAB izolatlar1 elde edilmistir.
Izolatlarin 16S rDNA dizileme analizi sonucunda Acetobacter pasteurianus oldugu
saptanmustir. Etanol toleransi ile endiistriyel asetik asit bakterilerinin daha kisa yoldan

izolasyon yapilabileceginden bahsedilmistir (Yuan vd., 2013).
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Chen vd. (2016) Acetobacter pasteurianus’un etanol toleransini %4- %13 etanol igeren
besiyerinde incelemisler, izolatin alkol-asit doniisiim oranlar1 azalmasina ragmen % 13
etanol konsantrasyonunda % 0,9 asit iretebilecek kadar canliligini korudugundan

bahsetmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada en fazla %8’e kadar etanol dayanikliligi gézlenmistir. Daha
yiiksek dayaniklilik gostermemeleri bakterilerin yapisiyla ilgili olabilecegi gibi elde
edilen ortamin zorluk kosullarina alismalariyla da iligskilendirilebilir. Daha fazla etanol
konsantrasyonlarinin zorluk kosullarina uyum saglamalar1 zamanla artabilecegi gibi hi¢
artmayabilir. Daha yiiksek dayaniklilik gérmek igin yiiksek etanol igeren brothlar
kullanilarak izolasyon yapilabilir ya da baska bir prosediir geregi farkli besiyerleri ve

asamalar1 uygulanabilir.
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4.4.2. izolatlarin Sicaklik Toleransi

GYEC besiyerinde gelisebilen izolatlarin dayanikliliklari sicaklik konsantrasyonu 30°C,
35°C ve 38°C olarak dlgtilmiistiir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Izolatlarin Farkh Sicakliklarda Gelisebilme Yetenegi

Izolat Kaynaklar Diliisyon Tanimlama 30°C | 35°C | 38°C

Kodlari

BFAG6 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - -
BFA9 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - -
BFA13 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - -
HFG13 Hacihaliloglu 10° Gluconobacter cerinus + + -
BFG1 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - -
BFG21 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - -
BFA7 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + + -
BFAS8 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + - -
BFA1l Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus + + -
BFA14 Hasanbey 10° Gluconobacter cerinus ++ + -
GUS1 Uziim sirkesi 10° Komagataeibacter + + -

saccharivorans

GUS2 Uziim sirkesi 10° Komagataeibacter + + -
saccharivorans

GUS3 Uziim sirkesi 10t Komagataeibacter sp. + + -
PS1 Portakal sirkesi 10° Acetobacter syzgii + - -
AUS4 Ahlat sirke 10° Acetobacter syzgii + - -
PS2 Portakal sirke 10° Acetobacter syzgii ++ - -
ELS3 Elma sirke 100 Gluconobacter sp. ++ - -
ELS4 Elma sirke 10t Gluconobacter sp. ++ - -
ELS5 Elma sirke 10° Gluconobacter sp. + + -

+

: 1~9 koloni, ++: 10~19 koloni, +++: >20 koloni
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Tabloya bakildiginda izolatlardan yalnizca 8’i 35°C’ye kadar iireme gostermistir.
Komagataeibacter suslarmin hepsinin  35°C’ye dayanikli oldugu gozlenmistir.
Gluconobacter cerinus suslarindan yalnizca 2 izolat 35°C’ye dayaniklidir.
Gluconobacter sp. suslarinda da ELS5 izolat1 35°C’ye dayanikli olup diger ELS3 ve
ELS4 suslarindan ayrismistir. Genel olarak Komagataeibacter tiirlerinin ve bazi
Gluconobacter tiirlerinin  35°C’ye dayanikli oldugu gbzlenmistir. Acetobacter syzgii
susu ise 30°C’de siirh kalmistir. Ayni tiirler arasinda sicaklik dereceleri agisindan
farklilik gdzlenmesi, yapilan diger ¢calismalarda da goriildiigiinden olagan bir durumdur
ve bunu alt tiirler arasinda bir farklilik olabilecegine ya da farkli ortamlarin sartlarina
uyum saglamis olduguna yorumlayabiliriz. Daha sicakliga dayanikli izolatlar elde
etmek i¢in ileriki ¢aligmalarda, izolasyon esnasinda 35°C ve iistiinde inkiibasyonla canlt
kalan mikroorganizmalar belirlenebilir. Bu sayede termofilik potansiyel tasiyan

bakterilerle vakit kaybedilmen ¢alismalar denenebilir.

Perumpuli vd. (2014) hindistan cevizi sirkesiyle yaptiklar1 bir ¢alismada elde ettikleri
Acetobacter ve Gluconobacter suslart ile 1siya dayanikli olarak belirledikleri
Tayland’dan izole edilen referans susu Acetobacter pasteurianus’la birlikte PDA
besiyerinde 5 giin boyunca 30°C, 37°C, 40°C’lerin de sicaklik toleranslarini
incelemislerdir. A. pasteurianus suslar1 42°C'ye kadar lireyerek termotolerant 6zellik
gostermistir. 1zole ettikleri 3 Acetobacter pasteurianus susunun sicaklik toleransini

referans A. pasteurianus susundan daha yiiksek bulmuslardir.

Unal (2007) yaptig1 calismada 1siya dayanikli (termotolerant) asetik asit bakterileri
tarafindan gergeklestirilen sirke fermantasyonu iizerine sicakligin etkisini incelemis ve
90 saatlik siire sonunda asetik asit {iretimi bakimindan en uygun sicakligin 38°C
oldugunu ve daha sonra bunu sirasiyla 39°C ve 40°C’nin izledigini bildirmistir. Ndoye
vd. (2006) Afrika’da yetisen tropik bitkilerden asetik asit bakterisi izole etmis ve
endiistriyel sirke tretiminde kullanilmak iizere izole edilen AAB’nin termotolerant
ozelliklerini incelemistir. izole edilen AAB’lerin 40°C gibi yiiksek sicakliklarda
gelisebildiklerini hatta asetik asit olusturabildiklerini saptamislardir (Unal, 2007).

Chen vd. (2016) Acetobacter pasteurianus AAB4 susunu degisik sicakliklarda test
etmis, alkol-asit donilisiim oranlarmin 41, 42, 43 ve 44°C’lere kadar ¢ikildiginda
azaldigim1 ancak bakterinin canliligini  son sicakliga kadar koruyabildigini

bildirmiglerdir.
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4.4.3 Seliiloz iiretimi

Seliiloz aktivitesini 6lgmek i¢in 10 mL’lik HS siv1 besiyerine tek koloni seklinde ekilen
izolatlarim 30°C’de 3 giin inkiibasyon sonucunda seliiloz olusumlar1 kontrol edilmis,
bunlardan Sekil 4.2°deki resimde ok isaretiyle gosterilen GUS3 izolatinin seliiloz

irettigi gdzlemlenmistir.

-

Sekil 4.2: HS Besiyerindeki 10 mL’lik Tiiplerde ve 250 mL’lik Erlenlerde Seliiloz

Uretimi

Daha sonra bu besiyerlerinden 1 mL alinip 250 mL’lik erlen igerisindeki 50 mL HS sivi
besiyerine ekilmis ve 30°C’de 1 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Yine izolatlar
icinde sadece GUS3’iin seliiloz iireticisi oldugu belirlenmistir. Sekil 4.3’te 4 ¢esit
besiyerine (Nutrient broth, AAM broth, MRS broth ve FMRS (fructose, de man, rogosa
and sharpe) broth) ekim yapilmis ve farkli besiyerleri i¢erisinde ayni kosullarda ekilen
GUS3 susunun en kalin seliilozu FMRS broth’da verdigi, en ince seliilozu ise nurtient
broth’da verdigi gozlenmistir. Bunun sebebi GUS3 izolatinin, fruktoz ve glikoz gibi

sekerli ortamlarda tirettigi seliiloz, nutrient broth besiyerlerinde seker olmadigindan
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iretilen seliilozdan daha fazladir. Paralel olarak HS besiyerine ekilip elde edilen
seliiloza metotta belirtilen islemler uygulanmistir. Sekil 4.4’de yas olarak elde edilen
seliilozlar saflagtirilarak kurutulmustur (Sekil 4.5). Elde edilen seliiloz filmlerin kuru ve
1slak agirliklari Tablo 4.7°de verilmistir. Istatistiksel olarak farklilik igermemekle
birlikte, GUS3 izolatinin seliiloz kapasitesi en yiiksek pH 6 da gozlenirken en yiiksek
verimi de 28°C’de verdigi (1,644 g/L) belirlenmistir. Bu dereceyi ayn1 pH degerinde
26°C izlemistir. Sekil 4.5’de agirlikca 6lgiilen en yiiksek selillozun goriintiisii yer

almaktadir.

Sekil 4.3: 10 mL’lik Tiiplerde Farkh Besiyerinde Seliilloz Gosterimi

Sekil 4.4: En Kalin Yas Seliilozun goriintiisii
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Sekil 4.5: Seliilozlarin Kurutma Sonrasi1 Goriintiileri

Tablo 4.7: Farkh Sicaklik ve pH Degerlerinde Komagataeibacter sp. GUS3
Tarafindan Uretilen Seliilozun Miktar (g/L)

pH 26° C 28° C 30°C 32°C 34°C
pH:6 1,231 40,7509 | 1,644 +0,4016 | 0,993 +0,0070 | 0,810 £0,4157 | 1,185 +0,3379
pH:5 0,486 £0,0509 | 0,337 £0,0268 | 0,785 +0,1145 | 0,446 +0,2404 | 0,640 +0,1414

Tablodaki sonuglar karsilagtirildiginda pH 6’da elde edilen seliilloz miktarinin genel
olarak sonuglari, ayn1 dereceler i¢in pH 5°de elde edilenlere gore daha yiiksek oldugu
gbzlenmistir. pH 5’te ¢esitli sicakliklar kullanilarak elde edilen seliilloz miktarlar
arasinda en yiiksek sonu¢ 30°C’de 0,785 +£0,1145 g/L olarak gézlenmistir. Sicakliklarin
seliiloz miktarlar1 tizerine etkileri her iki pH derecelerinde farklilik géstermekle birlikte,
miktarlart ayn1 sicakliklar ve farkli pH’ta elde edilen sonuglar da diizensizdir. Seliiloz
miktarlarinda paralel bir artis ya da diisiis gozlenememesinin nedeni olarak seliiloz
tiretimi esnasinda bazi erlenlerin hareket ettirilmesi ve olusan biyofilmin bundan

etkilenmesi gibi etkenler sayilabilir.
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Komagataeibacter intermedius bakterisi ile Ercaligkan (2017) 100 mL’lik HS
besiyerinde 10 giin iginde elde ettigi seliilozun kuru madde miktarimi 0,0526 g/L olarak
Ol¢iilmiistiir. Komagataeibacter xylinus ile yaptigi ¢alismada da kuru madde miktari
0,0437 g/L olarak belirlenmistir.

Gilizel ve Akpmar (2017) Komagataeibacter hansenii bakterisiyle 1000 mL HS
besiyerinde 21 gilin boyunca olusan ylizeydeki selillozun ¢okmesi beklenmis ve

saflagtirma sonucunda 7.44 g/L seliiloz elde edilmistir.

Verilen veriler 1s1ginda denilebilir ki, her ne kadar bakteriden bakteriye seliiloz iiretme
kapasitesi degisse de besiyeri miktar1 ve bekletme siiresi de seliiloz liretiminde etkilidir.
GUS3 izolati i¢in bulunan deger, K. intermedius’tan 31 ve K. xylinus izolatindan 37 kat
kadar fazladir. K. hansenii’den ise 4 kat azdir. Tabi bu degerler ayn1 kosullarda

uygulandiginda farkli sonuglarla karsilastirma durumu gézoniinde bulundurulmalidir.
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BESINCi BOLUM
SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada Malatya kayisisi ve geleneksel olarak tiretilmis ev sirkelerinden asetik asit
bakteri izolasyonu yapilmis, izolatlar molekiiler tekniklerle tanimlanmis ve bazi
teknolojik ozellikleri belirlenmistir. Kayisi numuneleri homojenize edilerek sabit
agirhiga gelene kadar fermantasyona birakilmistir. Cesitli meyvelerden iiretilmis 6 adet
ev sirkesi de dogal fermantasyon yontemi ile 1,5-3 ay arasi olgunlastirilmigtir. Elde
edilen izolatlar gesitli analizlerden ge¢mistir. Bu calisma kapsaminda elde edilen

sonuclar asagida siralanmistir.

1. Sirke numunelerinin pH 6l¢iimleri yapilmis ve en yiiksek pH degeri 3.62 +0.1
ile ahlat armudu sirkesinde oOlgiiliirken en diisii pH degeri 3,11 0.1 ile beyaz

tiztim sirkesinde Ol¢tilmiistiir.

2. Kayist numunelerinden 45 ve 6 cesit meyve sirkesinden 18 olmak iizere toplam

63 izolat saflagtirilmis ve molekiiler identifikasyona tabi tutulmustur.

3. PCR ile ¢ogaltilan 16S rRNA ve/veya 16S-23S rRNA ITS boélgesinin dizilim
analizi sonuglarina gore izolatlarin 19 tanesinin AAB, 44 tanesinin ise LAB
oldugu belirlenmistir. Kayis1 ¢esitlerinden Gluconobacter cerinus ve
Leuconostoc mesenteroides izole edilirken, sirkelerden Acetobacter syzgii,
Komagataeibacter saccharivorans, Gluconobacter sp., Komagataeibacter sp.,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum ve Leu. mesenteroides tiirleri elde

edilmistir.

4. Dizileme analiz sonuglar1 dikkate alindiginda Gluconobacter sp. ELS3, ELS4
ve ELS5 ve Komagataeibacter sp. GUS3 izolatlarinin var olan diger tiirlerden
farklilik gostermeleri sebebiyle yeni bir tiir olma potansiyelleri vardir. Bunlarin
tanimlanmasina yonelik ¢aligmalar ilerleyen zamanlarda yapilabilir. Calismamiz
sirasinda sekans sonuglart 16S rRNA ve 16S ITS rRNA dizilimleri ile tam
tanimlanamayan yeni tiir potansiyelli izolatlarin aym1 zamanda teknolojik

ozelliklerinin bazilar1 da belirlenmeye calisilmis olup kayda deger seliilozik
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10.

sonuglar kaydedilmistir. Bu kapsamda AAB’lerde yeni tiir kesfetme
potansiyellerinin oldugu ve bunlara yonelik tanimlama ¢aligmalarinin yapilmast

Onerilmektedir.

Sirkelerden izole edilen AAB suslarinin hepsi %6’ya kadar etanol igeren
besiyerinde gelisirken ELS4 ve PS2 disinda ¢ogunun %38&’¢ kadar etanole
dayanikli oldugu gozlenmistir. Kayisidan elde edilen AAB’lerden ise yalnizca 4

izolat %6 etanol igeren ortamda gelisebilmistir.

Sirke ve kayisilardan elde edilen 19 AAB izolatinin 8 tanesinin 35°C sicaklig1

tolere edebildigi belirlenmistir.

Seliiloz aktivitesine bakilan izolatlardan yalnizca Komagataeibacter sp.
GUS3’1in seliiloz iirettigi belirlenmistir. Seliiloz tiretebilen GUS3 izolatinin pHS
ve pH6 sartlarinda 26°C, 28°C, 30°C, 32°C ve 34°C’lerdeki seliiloz liretimlerine
bakilmis ve bunlarin arasinda en yiiksek sonu¢ 28°C’de pH6°da 1,644 +0,4016
o/L olarak elde edilmistir.

Literatiirle  karsilastirilabilir ~ seviyede  selilloz  iirettigi ~ saptanan
Komagataeibacter sp. GUS3’tin bakteriyel seliiloz iretiminde kullanimina

yonelik caligmalar ilerde gerceklestirilebilir.

Bu ¢aligsma ile cografi isarete sahip Malatya kayisisinin mikroflorasina yonelik
bir ¢alisma ilk defa gerceklestirilmistir. Her iki kayisi cinsinde de G. cerinus ve
Leu. mesenteroides tiirlerinin saptanmasi, bu tiirlerin Malatya kayisisi

mikrobiyotasinin 6nemli iiyeleri olduguna isaret etmektedir.

Ileriki ¢alismalarda baska besiyerlerinin kullanim: durumunda daha cesitli AAB
tirlerinin elde edilebilecegi disiiniilmektedir. Benzer sekilde, sirke
orneklerinden daha fazla sayida bakteri izolasyonu ile elde edilen AAB tiirleri
arttirilabilir. Gram boyama ile LAB tiirleri bastan ayrilarak daha ziyade AAB

tiirlerinin izolasyonuna agirlik verilebilir.
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11. Ulkemizde bilhassa sirke ve meyvelerden AAB calismalari smirli sayida
gerceklesmektedir. Baska milletlerin yaninda 6zellikle Japon arastirmacilarin
ilgisini  ¢eken AAB’lere yonelik ¢alismalar, ¢ok kapsamli olup
onemsenmektedir. Yeni kesfedilen bu bakterilerin filogenetik agaglarla
gruplandirmalar1 aktif olarak yenilenmektedir. Sagliga faydali yonleri de
dikkatle arastirilan AAB’lerin iizerine gereken caligmalarin yapilmasi tesvik
edilmelidir. Tiirkiye izolatlarmin arasindan da isimlendirilecek yeni tiirlerin
ctkmasi, hem Tirkiye’de yapilan bilimin, hem de Tiirk {irtinlerinin uluslararasi

akademik camiada tanitilmasina katkida bulunacaktir.
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EKLER

EK-1: Malatya Kayisis1 ve Sirke Bakteri Izolatlardan Bazilarinin Mikroskop
Goriintiileri

iZOLATLARIN M40X M100X
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EK 2: Malatya Kayisis1 ve Sirke Bakteri izolatlardan Bazilarimn Morfolojik
Ozellikleri
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EK 3: Kisaltma Kodlarinin A¢ilimlari

Izolat Izolatlarn Kaynaklar Besiyeri- Agilimi
Kodlari Agilimi
BFA Hasanbey-AAM Hasanbey AAM- Acetic Acid Medium
BFG Hasanbey-GYC Hasanbey GYC- Glucose Yeast Extract
CaCOg3 Agar
HFA Hacihaliloglu- Hacihaliloglu AAM- Acetic Acid Medium
AAM
HFG Hacihaliloglu- Hacihaliloglu GYC- Glucose Yeast Extract
GYC CaCOs Agar
PS Portakal Sirkesi Portakal AAM- Acetic Acid Medium
ELS Elma Sirkesi Yesil EIma AAM- Acetic Acid Medium
ES Erik Sirkesi Kirmizi Erik AAM- Acetic Acid Medium
GUS Gol Uziimii Beyaz Uziim AAM- Acetic Acid Medium
Sirkesi
AUS Adapazari Kirmizi Uziim AAM- Acetic Acid Medium
Uziim Sirkesi
AAS Ahlat Armudu Ahlat Armudu AAM- Acetic Acid Medium
Sirkesi
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EK 4: BLAST DNA dizileme sonuglari

BFG1- 16S rRNA

CTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATAC
CGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA
AGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGG
GGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTC
GGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAGA
CGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTA
AACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAG
GACTTGCATGGGGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCG
GTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGAC
AGTGGGAAGCTACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGT
TCGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCGCAAGGACGCA

BFA13- 16S rRNA

CTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATAC
CGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA
AGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGG
GGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTC
GGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAGA
CGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTA
AACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAG
GACTTGCATGGGGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCG
GTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGAC
AGTGGGAAGCTACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGT
TCTAC

BFAO9- 16S rRNA

GGATCTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTA
ATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTA
CCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGAC
GGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGC
TCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAG
ACGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG
AAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT
AAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA
GGACTTGCATGGGGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCC
GGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGA
CAGTGGGAAGCTACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGG
TTCGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCGCAAGGACGCA

BFAG- 16S rRN

TCTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATA
CCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA
AGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGG
GGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTC
GGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAG
ACGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG
AAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT
AAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA
GGACTTGCATGGGGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCC
GGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGA
CAGTGGGAAGCTACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGG
TTCGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCGCAAGGA
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HFG13- 16S rRNA

CAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGATAC
CTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGAT
CGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
GACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGAT
GACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTG
GGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAGACGCATAGACTA
GAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACC
TGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTG
CTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGACTTGCATGG
GGAGGACGTACTCAGAGATGGGTATTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAGCCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCT
ACATGGCGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTCGACCTTAAG
CCGGTGAGCGAACCGCAAGGACGCA

ELS4-16S rRNA

AGGGATCTATCCACGGGTGGGGGACAACTTCGGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCT
GTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCA
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC
AATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGG
CTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGT
TACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGATACGTGACGAACTAGAGTTCGAGAGAGGGTTGTGGAATT
TCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGAAACTTAGTTTTT
CAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGCATGGGGAGGACCGGTTCAGAGATGGACC
TTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCTACATGGTGACATGGTGCTGATCTCTA
AAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCC

GUS1-16S rRNA

GGATCTGTCCATGGGTGGGGGATAACTTTGGGAAACTGAAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGT
GGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAA
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCT
AACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCAAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTTAA
CAGTCAGATGTGAAATTCCTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTTGAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCC
AGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGACTTTGTCATTCAG
TGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCCGTGTCCAGAGATGGGCATTT
CTCGCAAGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTCGCCTTTAGTTGCCATCACGTTTGGGTGGGCACTCTAGAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCAGGTAGCGATACCGAGCCGATCTC
TAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT

GUS2-16S rRNA

ATCTGTCCATGGGTGGGGGATAACTTTGGGAAACTGAAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGG
AGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAAGCCTACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATG
CCGCGTGTGTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAA
CTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCAAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTTAACA
GTCAGATGTGAAATTCCTGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTTGAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAG
TGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTGACTTTGTCATTCAGTGT
CGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGGAGGCCGTGTCCAGAGATGGGCATTTCTC
GCAAGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TCGCCTTTAGTTGCCATCACGTTTGGGTGGGCACTCTAGAGGAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
CTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCCAGGTAGCGATACCGAGCCGATCTCTAA
AAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAAAAAAA

GUS3-16S rRNA

GGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCACGGGTGGGGGATAACTTTGGGAAACTGAAGCTAATACCGCATGACACCTGA
GGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCGAT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
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ATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGACGATGATGACG
GTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCAAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCG
TAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGACACAGTCAGATGTGAAATTCCCGGGCTTAACCTGGGGGCTGCATTTGATACGTGGCGACTAGAGT
GTGAGAGAGGGTTGTGGAAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGG
CTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTG
GATGTTGGGTGACTTTGTCATTCAGTGTCGTAGTTAACGCGATAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCGG
AGGCCGTGTCCAGAGATGGGCATTTCTCGCAAGAGACCTCCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCATCACGTTTGGGTGGGCACTCTAAAGGAACTGCCGGTGACAAGC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAG
CCAGGTGGTGACACCGAGCCGATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTG

ELS3-16S rRNA

GTCGCACGAAGGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCACGGGTGGGGGACAACTTCGGGAAACT
GGAGCTAATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTA
AAGGCCTACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGC
ACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGC
TAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGTTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACT
GCATTTGATACGTGACGACTAGAGTTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACA
CCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGAAACTTAGTTTTTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGA
ACCTTACCAGGGCTTGCATGGGGAGGACCGGTTCAGAGATGGACCTTTCTTCGGACCTCCCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCTAGAG
AGACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCGGTGACAGTGGGAAGCTACATGGTGACATGGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACA
TGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG
GAGTTGGTTCGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCGCAAGG

PS1-16S rRNA

CGAACCTTTCGGGGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATCTGTCCATGGGTGGGGGATAACTCTGGGAAACTGGAGCT
AATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCT
ACCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGA
CGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTG
CTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGA
TACGTACAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTG
TAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTTGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
AGGGCTTGAATGTAGAGGCTGTATTCAGAGATGGATATTTCCCGCAAGGGACCTCTAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGTTGCCAGCATGTTTGGGTGGGCACTCTAGAGAGA
CTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCG
GTGACAGTGGGAAGCTAGATGGTGACATCGTGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGA
AGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG
TTGGTTTGACCTT

ELS5- Primer: 27F

AGGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCACGGGTGGGGGACAACTTCGGGAAACTGGAGCTAAT
ACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACC
AAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACG
GGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCT
CGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTGTTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGATA
CGTGACGACTAGAGTTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTA
AACGATGTGTGCTGGATGTTGGGAAACTTAGTTTTTCAGTGTC

HFG16- Primer: 27F

AAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAA
CAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGC
ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGG
GACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACG
GTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGG
AACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAG
GCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCC
TCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
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HFG9- Primer: 27F

AAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAA
CAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTG
CATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATG
AAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAG
GGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGAC
GGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTG
GAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGA
GGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGC
CTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG

HFG16- Primer: 27F

AAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAA
CAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGC
ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGG
GACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACG
GTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGG
AACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAG
GCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCC
TCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC

HFG3- Primer: 27F

GGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACA
GATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCAT
TAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAG
GCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGA
CGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTT
TATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAAC
TCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAGGCT
CGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGT

HFG4- Primer: 27F

AAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAA
CAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGC
ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGG
GACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACG
GTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGG
AACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAG
GCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGT

HFG11- Primer: 27F

CTAATACCGAAAAAACTTATTGCCTCATGGCGAAAAATTGAAAGGCGCTTCCGCCTGACCTAAACATAGGGCCCCGGTGCATTAGTT
AGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCCATACGATGATGTTCTTAGCAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA
AACTCCTACGGGAGGCTGCATTATGGAATCTTCCCAATGGGCGAAGGCCCCATGGAGCAACGCCCCGCGTGTGATGAAGGCTTTCTG
GTCTTATAACACTGTTGTATGGGAAAAAAACCTATAACATGATATGATGTTGTTTCGAGGGTACCATACCACAAAGGGACCGCTAAA
AACATGCCCCCACCCCCGGTAATACCTATGTCTCGAACGTTTTCCCGATTTTTAGGGCGTAAAACGCGCGCAGACGGTTTATTTATTC
TGATGTGAGAACCCCCAGCTCAACTCCGGAAAGGCATTGTAAACTGGTTAACTTTAGAGCGCTAAAGATAAGTGGAAATCCCTGTGT
ATCGCTGGAATGCGTAGATAAAT

BFG9- Primer: 27F

GTTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTATTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCAC
CTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGAT
CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGA
GCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTT
GACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGG
GCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTG
AGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACA
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AAS4- Primer: 630R

CATCTGTCCTGCCTTAGACGGCTCCTTCCTAAAAGGTTAGGCCACCGGCTTTGGGCATTACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAAACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTAC
AATCCGAACTGAGACGTACTTTAAGAGATTAGCTCACCCTCGCGGGTTGGCAACTCGTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCATCTGAAT
GCTGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCT
GTCACTTTGTCTCCGAAGAGAACACTTCTATCTCTAAAAGCTTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT
TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAACACTTA
ATGCGTTAGCTTCGGCACTAAGAGGCGGAAACCTCCTAACACCTAGTGTTCATCGTTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATCC
TGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTGCAGTCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCAT
TCCACCGCTACACATGGAGTTTCCACTTACCTCTACTGCACTCA

AUS1- Primer: 630R

ACGGCTGACTCCCGAAGGTTATCTCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAC
GTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACG
GCTTTAAGAGATTAGCTTAGCCTCACGACTTCGCAACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCAT
GATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTGATAATAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAG
GGAACGTCTTATCTCTAAGATTGGCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCAC
TGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTT
CGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACTAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGA
GTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTC

AUS3- Primer: 630R

CCTTAGACGGCTGACTCCCGAAGGTTACCTCACCGGCTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCC
GGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTG
AGAACGGTTTTAAGAAATTAGCTTAACCTCCCGACTTCGCAACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAG
GGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAAAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTGA
TAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCC
CCGAAGGGAAAGTCTTATCTCTAAAATTGTCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGC
TCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTG
CAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCC
ATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACTAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTAC
ACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCGATGCACTTCT

BFAL7- Primer: 630R

TCATCTGTCCTGCCTTAGACGGCTCCTTCCTAAAAGGTTAGGCCACCGGCTTTGGGCATTACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGTCAAGTTGCAGACTA
CAATCCGAACTGAAACGTACTTTAAAAGATTAGCTCACCCTCGCGGGTTGGCAACTCGTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCATCTGAA
TGCTGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACAACAACCATGCACCACC
TGTCACTTTGTCTCCAAAGAGAACACTTCTATCTCTAAAAGCTTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCAAA
TTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAACACTT
AATGCGTTAGCTTCGGCACTAAGAGGCGGAAACCTCCTAACACCTAGTGTTCATCGTTTACGGTGTGGACTACCAGGGTATCTAATC
CTGTTTGCTACCCACACTTTCGAGCCTCAACGTCAGTTGCAGTCCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCA
TTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTTACCTCTACTGCACTCAAGTTAACCAGTTTCCAATGCCATTCCGGA

ES1- Primer: 630R

GGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCAACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAAATTAGCTTAACCTCACGACTTCGC

AACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTT
TGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT
CTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTCTGTCCCCGAAGGGAACGTCTTATCTCTAAGATTGGCAAAAGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTC
ATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAG
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PS3- Primer: 27F

CGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTTAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCA
GAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCT
ATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGG
TAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGA
TGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAG
GGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGA
CTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
GTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTGG

PS3- Primer: RPOA-21F

GTTTATTGTCGAACCGTTGGAACGTGGTTACGGGACAACGCTAGGAAATTCCTTACGGCGGATCTTACTTTCTTCATTACCTGGTGCA
GCTGTTACCAGCATTCAAATCGACGGGGTTCTGCATGAATTTTCGACTGTCGAAGGTGTCGTTGAAGATGTCACGCAAATCATCTTAA
ATGTTAAGAAGATTGCGTTGAAGCTTAATGGCTCTGATGATCAGGAAGAAACGATGGAGATCAACGTTAAGGGTCCTGCTCAAATCA
CCGCTGGTGATATTGTTGCCGGAGCCGACGTTGATATCTTGAACCCAGATCTGTACATTGCAACAGTTGCGGATGGTGCAACGTTCCA
TATGCGGATGACAGCTGATAAGGGCCGGGGCTATGTTTCTGCTGACGAGAACAAAACTCGCAACACCGACATGCCAATTGGCGTTTT
AGCTGTGGATTCTATTTACACCCCAATCGAACGGGTTAACTACCAAGTAGAGAATGCACGGGTTGGCCAACGAGCTGACTACGATAA
ATTGACCCTGGATGTTTGGACAAACGGTTCAATTAATCCAAGCGAAGCCATTGCTCTGGCTGCTAAGATCTTGACTGAACATCTGGC
AATGTTTGTTGATTTGACGGACGAAGCTAAGAATGCAGAAATCATGGTTGAAAAAGAAGAAACGCATAAGGAAAAGATGCTTGAGA
TGACCATCGAAGAGCTCGACTTATCCGTTCGTTCTTACAACTGTTTGAAGCGCGCC

GUS1- Primer: 16SITS1

GGTTTTGGAATGCTTCTGATATAAAGTCCTGTCCTGCAGGATCGGGAAGGCACAGCCAGAGAGGCTGCCTGCACTACGGTGTAACGC
GCCGTCAACATATCCCTTCCAGCGACAATCAATGGACCCTTTTGGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCTTGATAAGCGT
GGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCAGTTCTGCTGCGTGTCCGTTCTGGGCTGCATTTATGCGGTTCATGAGGTCATGCA
CTGATGGGGGCGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGATCCCGTCCGCCTCCACCATTTACT
GGTGTTGAGAGGCCTGGGTTCTGGCCGTGAATGATTGTCGCCGGAAGATAATGGAGATCGGACGGATATCCTGTGGAACCGCGTTGG
CGGTGCATGGGGTGTTGCGGTCTGGTGAGTTTGCTCTTTGATAATGTGAATAGGTTGGTGCGTTTGTGGACGTGCCTTTGTCACGGGT
TGGTCTGACCCGTGGATGGTCCGGGCAGCCGGAGTATCCATGCTAGGTGACGGAGGCGTAAGCGTTCATAAACGAGTTAAGTGTTGA
ATTGTGCGATGCACTGCACTTTCTCTGTGCGGGTGTTGTTGCTCGATCT

GUS2- Primer: 16SITS1

GTCTGGATGGTTTTGGAATGCTTCTGATATAAAGTCCTTCCTGCAGGATCGGGAAGGCACAGCCAGAGAGGCTGCCTGCACTACGGT
GTAACGCGCCGTCAACATATCCCTTCCAGCGACAATCAATGGACCCTTTTGGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCTTGA
TAAGCGTGGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCAGTTCTGCTGCGTGTCCGTTCTGGGCTGCATTTATGCGGTTCATGAGG
TCATGCACTGATGGGGGCGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGATCCCGTCCGCCTCCACC
ATTTACTGGTGTTGAGAGGCCTGGGTTCTGGCCGTGAATGATTGTCGCCGGAAGATAATGGAGATCGGACGGATATCCTGTGGAACC
GCGTTGGCGGTGCATGGGGTGTTGCGGTCTGGTGAGTTTGCTCTTTGATAATGTGAATAGGTTGGTGCGTTTGTGGACGTGCCTTTGT
CACGGGTTGGTCTGACCCGTGGATGGTCCGGGCAGCCGGAGTATCCATGCTAAGTGACGGAGGCGTAAGCGTTCATAAGCGAGTTA
AGTGTTGAATTGTGCGATGCACTGCACTTTCTCTGTGCGGGTGTTGTTGCTCGATCTGCCGGTTATCTGACTGGTGGCTTGAGTGGAT
GGCTCCTGTGCATGTGTGGGCAATG

GUSS3- Primer: 16SITS1

GCTTTGGTCTGGATGGTTTTGGAATGCTTCTGACATAAAGTCCTTACCTGCAGGATCGGGTAAGGCACAGCCAGGTAGGCTGCCTGC
ACTTCGGTGTAACGCGCCGTCAACATATCCCTTCCAGCGACAATCAATGGACCCTTTTGGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCAC
ACGCTTGATAAGCGTGGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCAGTTCTGCTGCGTGTCCATGTTTTATGGTCATGCACTGAT
GGGGGCGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGATCCCGTCCGCCTCCACCACGAACTGGTGT
TGAGAGGTCTGGGAATGATTGTCGCCGGAAGATAATGGAGATCGGACGGATACCTTGTGGAACCGCGTTGGCGGTGCATGGGGTGT
TGCGGTCTGGTAAGTTTGCTCTTTGATAATGTGAATAGGTTGGTGCGTTTGTGGACGTGCCTTTGTCACGGGTTGGTCTGACCCGTGG
ATGGTCCGAGCAGTCGGGGTATCCACGCTAGGTGACGGAGGCGTATGCGTTCATAAACGAGTTAAGTGTTGAATTGTGCGATGCACT
GCACTTTCTCTGTGCGGGTGTTGTTGCTCGATCTGCCGGTTGGTTATCTGACGGGTGGCTTGAGTGGATGGCTCCTGTGCATGTGTGG
GCAATGAG

PS1- Primer: 16SITS1

TGGTTGTATTTGGGATGTTCTAAAAAAATAAGTCCTGCACTTAGGATCAAGTGTAGGCATCTGTCAGTCTGGTTTTAGGACCGGGCGC
GCCGTCAACATATCCCTTTCTACAACAGATGCTGGATAATGAAGATTATTCAGTCGGGTTTTGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGC
ACACGCTTGATAAGCGTGGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCATGTTTTAGTTAGCCGTTTCCTAAGGGGGCGTAGCTCA
GCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGAACCCGTCCGTCTCCACCAGGGAAGGTTAGATTGAGACTTGGTG

TTGAGAGTATCTGTTGTGGGGGAGTTAGTGATCGGACTTCTCTGGGCATGTTCTGCGATAGCGGGGGTGCTGAGGGAACTCTGGTGT
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TGATCTTTGTCAGTGTGAATCGGTTGGTGCGTTTCTGGGCGTGCTGAGAGCTGTGGGTTGGTCTGACCCATATGATCTGGGGTTTATC
TCTGGGTTATATGTTAAGCAGTTTTTAGCGTGAGCGTTCAGAAGCGTTTTAAAGTGTGACGTGCTCGGATGCGTTCATGCTTAGAGCT
GTTTGTATCGTAAGGTATGGATGGTTTCTGTGCATGGGGCGAGTGA

AUSA4- Primer: 16SITS1

GTTCTAAAAAAATAAGTCCTGCACTTAGGATCAAGTGTAGGCATCTGTCAGTCTGGTTTTAGGACCGGGCGCGCCGTCAACATATCC
CTTTCTACAACAGATGCTGGATAATGAAGATTATTCAGTCGGGTTTTGGGCTAGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCTTGATAAGC
GTGGGGTCGGAGGTTCAAGTCCTCCCTGGCCCACCATGTTTTAGTTAGCCGTTTCCTAAGGGGGCGTAGCTCAGCTGGGAGAGCACC
TGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGAACCCGTCCGTCTCCACCAGGGAAGGTTAGATTGAGACTTGGTGTTGAGAGTATCTGT
TGTGGGGGAGTTAGTGATCGGACTTCTCTGGGCATGTTCTGCGATAGCGGGGGTGCTGAGGGAACTCTGGTGTTGATCTTTGTCAGTG
TGAATCGGTTGGTGCGTTTCTGGGCGTGCTGAGAGCTGTGGGTTGGTCTGACCCATATGATCTGGGGTTTATCTCTGGGTTATATGTT
AAGCAGTTTTTAGCGTGAGCGTTCAGAAGCGTTTTAAAGTGTGACGTGCTCGGATGCGTTCATGCTTAGAGCTGTTTGTATCGTAAGG
TATGGATGGTTTCTGTGCATGGGGCGAGTGAGC

HFAS5- Primer: 27F

GCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTG
GAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACAAAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGC
GGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGT
GATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAG
AAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTA
AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACG
TTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGT
TTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT

HFG8- Primer: 27F

ACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGT
GCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGAT
GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAA
GGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGA
CGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGT
GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTG
A

AAS3- Primer: 27F

CGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCA
GAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGC
TATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGG
GTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTG
ATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAG
GTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTT
ATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA
AACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATG
AATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC

AUS2- Primer: 27F

TTTTTGCGGAGGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCC
TTTTCTACACATGTAGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACT
CTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACG
CATTAAGCACTCCGCC
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BFA9- Primer: 27F

GGATCTTTCGGGATCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCATGGGTGGGGGACAACTCCGGGAAACTGGAGCTA

ATACCGCATGATACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTA
CCAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA

GTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGAC
GGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGC

TCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTATGCAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAG
ACGCATAGACTAGAGGTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG

AAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT

AAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGTAACTTAGTTACTCAGTGTCGAAGCTAACGCGCTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGA

ELS5- Primer: DNAK

GCAAAGCCGTTCGCCAATCCCCGCAACGCCGCGGCAGGGTCCCTGCGTCAGCTGGATGCGGAAATTACCCGCAGCCGACCGCTGTCC
CTCTTCGCCTATGCGCAGGGGTACACGTCCTCACCCGTTGCGACGACACACTGGGATTATCTGGAAAAACTGCGGCAGTGGGGGTTC
ACGGTCAATCCGCTCTCCCAGATGATTGCCCATGCCCGCGACATCCCGGCCTATGTGGACAGGCTGGCCCGCGAGCGCTCGGAACTG
GATTATGACATCGACGGCATCGTATTCAAACTGGACGATCTGAGCCTTCAGGACCGCCTTGGCTTTGCCGGCCGTGCGCCCCGCTGG
GCCATCGCGTGGAAGTTTCCGGCCGAACAGGCCATCACGCGCTTGCGGGAGATCGAGATCCAGGTCGGCCGCACGGGCGCCCTGAC
CCCGGTCGCGCATCTGGAACCGGTGAATGTCGGCGGCGTCATCGTCTCGCGCGCCACTCTGCACAACGAGGACGAAATCGCCCGCAA
GGACGTGCGCGTCGGTGATCTGGTGCGCCTGCAGCGCGCCGGAGACGTGATCCCGCAGATCCTCGGCCCCGTCCCCAGCGAGGAGCC
CCGTTCGGAGCCTTTCGTCTATCCCGACCACTGCCCCGTCTGCGGATCGCTCGCCGAGCGCGTGCATGGTGAAGCCGTCCGCCGCTGC
ACAGGTGGCCTGACCTGCGAAGCGCAGATCGTGGAGCGCCTGATCCACATGGTGTCACGCAACGCATTC

ELS4- Primer: DNAK

CAAAGCCGTTCGCCAATCCCCGCAACGCCGCGGCAGGGTCCCTGCGTCAGCTGGATGCGGAAATTACCCGCAGCCGACCGCTGTCCC
TCTTCGCCTATGCGCAGGGGTACACGTCCTCACCCGTTGCGACGACACACTGGGATTATCTGGAAAAACTGCGGCAGTGGGGGTTCA
CGGTCAATCCGCTCTCCCAGATGATTGCCCATGCCCGCGACATCCCGGCCTATGTGGACAGGCTGGCCCGCGAGCGCTCGGAACTGG
ATTATGACATCGACGGCATCGTATTCAAACTGGACGATCTGAGCCTTCAGGACCGCCTTGGCTTTGCCGGCCGTGCGCCCCGCTGGG
CCATCGCGTGGAAGTTTCCGGCCGAACAGGCCATCACGCGCTTGCGGGAGATCGAGATCCAGGTCGGCCGCACGGGCGCCCTGACC
CCGGTCGCGCATCTGGAACCGGTGAATGTCGGCGGCGTCATCGTCTCGCGCGCCACTCTGCACAACGAGGACGAAATCGCCCGCAAG
GACGTGCGCGTCGGTGATCTGGTGCGCCTGCAGCGCGCCGGAGACGTGATCCCGCAGATCCTCGGCCCCGTCCCCAGCGAGGAGCCC
CGTTCGGAGCCTTTCGTCTATCCCGACCACTGCCCCGTCTGCGGATCGCTCGCCGAGCGCGTGCATGGTGAAGCCGTCCGCCGCTGCA
CAGGTGGCCTGACCTGCGAAGCGCAGATCGTGGAGCGCCTGATCCACATGGTGTCACGCAACGCATTC
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