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BURGAZADA, BUYUKADA, HEYBELIADA ve KINALIADA
TOPRAKLARINDAN AKTINOMISET iZOLASYONLARI ve MOLEKULER
TIiPLENDIiRILMELERI

OZET

Bu c¢alisgmada, Marmara Bolgesi’'nde bulunan Burgazada, Biiylikada,
Heybeliada ve Kinaliada’nin 9 farkli lokalitesinden alinan toprak orneklerinden
aktinomiset izolasyonu gergeklestirilmistir. izolatlarin 16S rRNA bolgesine ait
niikleotit dizileri elde edilmis ve filogenetik analizlerle molekiiler tiplendirilmeleri
yapilmistir.

Toprak orneklerine diliisyon plaka, siikroz gradient ve % 1.5’luk fenol
yontemleri uygulanarak bes farkli besiyeri ortami kullanilmis ve test suslarinin
izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen 142 organizma igerisinden 62
organizmanin 16S rRNA gen bolgesinin PZR ¢aligmalar1 tamamlanmistir. 16S rRNA
gen bolgesi niikleotit dizi analizi sonuglarmna goére izolatlarin Actinomadura,
Agromyces,  Geodermatophilus,  Kribbella, = Micromonospora, = Nocardia,
Nonomuraea, Rhodococcus ve Strepromyces olmak {izere 9 farkli aktinomiset
cinsinin Uyesi olduklar1 belirlenmistir. Mega 5 paket programi kullanilarak bu
izolatlar igerisinden 45 tanesinin en yakin tip tiirleri ile filogenetik analizleri
gerceklestirilmistir. PHYDIT programi kullanilarak izolatlarin en yakin tip tiirleri ile
yiizde benzerlik ve niikleotit farklilik tablolar1 olusturulmustur.

Mega 5 programu kullanilarak olusturulan dendogramlar ve PHYDIT programi
ile olusturulan tablolarin verileri birlikte yorumlanarak yeni tiir olma ihtimali yiiksek
olan izolatlar belirlenmistir.

16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizlerine gore; B2F13 (Actinomadura
sp.), H1R4, H2R15 (Nonomuraea sp.), K1R19 (Rhodococcus sp.), K2R35
(Micromonospora sp.), K2R76, K2R77, Z1R7, Z1R34, Z2S13 (Strepromyces sp.) ve
Z2R53 (Geodermatophilus sp.) izolatlarinin olasi yeni tiirler olarak iilkemiz
adalarindan literatiire girecekleri tahmin edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Actinomycetes; 16S rRNA; Molekiiler Karakterizasyon.
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ISOLATED OF ACTINOMYCETES FROM BURGAZADA, BUYUKADA,
HEYBELIADA and KINALIADA, and MOLECULAR IDENTIFICATION

ABSTRACT

In this study, actinomycetes isolation from soil samples taken from nine different
localities of Burgazada, Biiylikada, Heybeliada and Kinaliada in Marmara Region
was carried out. 16S rRNA gene sequence data of isolates was obtained and
molecular typing by phylogenetic analyses was performed.

Isolation of test strains was performed by applying dilution plate, sucrose
gradient and %1.5 phenol treatment to soil samples using five different media. Out of
142 isolates, PCR amplification of 16S rRNA gene region of 62 isolates was
completed. With respect to 16S rRNA gene sequence analyses, the isolates were
determined to belong to the genera of Actinomadura, Agromyces, Geodermatophilus,
Kribbella, Micromonospora, Nocardia, Nonomuraea, Rhodococcus and
Strepromyces. Phylogenetic analyses of 45 isolates with the closest type species were
performed by using MEGA 5 pocket programme. Similarity indices and nucleotide
differences tables of isolates compared to the closest type species were constructed
by using PHYDIT programme.

The isolates probably new for the literature were determined by interpreting
data obtained from dendrograms constructed by MEGA 5 and tables composed by
PHYDIT.

According to the phylogenetic analyses of 16S rRNA gene region, the isolates
of B2F13 (Actinomadura sp.), H1R4, H2R15 (Nonomuraea sp.), K1R19
(Rhodococcus sp.), K2R35 (Micromonospora sp.), K2R76, K2R77, Z1R7, Z1R34,
Z2S13 (Strepromyces sp.) and Z2R53 (Geodermatophilus sp.) from our country’s
islands are estimated to have potential to be novel for the literature.

Key Words: Actinomycetes, 16S rDNA, Molecular Chracterisation.
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1 GIRIS

Actinobacteria sistematigi 2009 yilinda Zhi ve digerleri tarafindan kemotaksonomik,
molekiiler ve niimerik taksonomik metodlarin uygulanmasiyla yeniden gozden
gecirilmistir. Giincel hiyerarsik smiflandirmaya goére Actinobacteria sinifi bes
altsinif, dokuz takim, elli bes familya, iki yiiz kirk cins ve ii¢ binden fazla tiirden
olusan Bacteria iistaleminde bulunan en biiyliik ve en 6nemli alemlerden biridir.
Aktinobakter terimi Actinobacteria aleminin tamamini tanimlarken, aktinomiset
terimi  Actinomycetales ordusuna ait suslari tanimlamakta kullanilmaktadir
(Goodfellow ve dig., 2010). J. P. Euzeby tarafindan sirdiiriilen taksonomi

calismalarinin  glincel versiyonunda (http://www.bacterio.cict.fr Kasim-2013)

Actinobacteria  filumu en st seviyede Actinobacteridae, Acidimicrobidae,
Coriobacteridae, Nitriliruptoridae ve Rubrobacteridae olarak adlandirilan bes alt
siifa ayrilir. Bu alt siniflar ¢ok sayida takim ve alt takimlara ayrilmaktadir. Son
zamanlarda 16S rRNA agaglarina dayali olarak Actinobacteria filumunun diger
giincel taksonomisi Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de Actinobacteria
filumu en st seviyede Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia,
Nitriliruptoria, Rubrobacteria ve Thermoleophilia adinda alti alt smifa
ayrilmaktadir. Actinobacteria smifi toplamda 15 takim igermektedir (Zhi ve dig.,
2009).


http://www.bacterio.cict.fr/

Alt Simif Takim Alttakim
Acidimicrobidae Acidimicrobiales Acidimicrobineae
Takim Alttakimlar
Actinomycetales Actinomycineae Actinopolysporineae
Filum Catenulisporineae Corynebogtedneoe
Actinobacteria Alt Simif Frankineae Glycomycineae
Actinovacteridae Jiangellineae
Micrococcineae Micromonosporineae
Takim ) o
Bifidot . Streptomycineae  Streptosporangineae
Simif
Actinobacteria Alt Sinif Takim Alttakim
Coriobacteridae Coriobacteriales Coriobacterineae
Takim
Alt Sinif Euzebyales
Nitriliruptoridae Takim
Nitriliruptorales
Takim Alttakim
Rubrobacterales Rubrobacterineae
Alt Sinif Takim
Rubrobacteridae Solirubrobacterales
Takim
Thermoleophilales
B .
Simif Takimlar Jiangellales
Actinobacteria Actinomycetales Kineosporiales
Actinopolysporales  Micrococcales
Bifidobacteriales Micromonosporales
Catenulisporales Propionibacteriales
Corynebacteriales  Pseudonocardiales
Frankiales Streptomycetales
Glycomycetales Streptosporangiales
Simf Takim
Acidimicrobiia Acidimicrobiales
Filum
Actinobacteria ||
Sinif Takim
Coriobacteriia Coriobacteriales
St Takimlar
1Ll Nitrifi les
Nitriliruptoria E Imp't;m
Simf Takim
Rubrobacteria Rubrobacterales
Simif Takimlar
Thermoleophina Solirubrobacterales
Sekil 1.1.List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature’da

Actinobacteria Filumu i¢in giincel taksonomik tablo (http://www.bacterio
.cict.fr/classifphyla.html#Actinobacteria) (A) ve Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology’de mevcut onerilen taksonomi (B) (Gao ve Gupta,

2012).



Actinobacteria grubu temsil eden en kapsamli c¢aligmalarda en biiyiik
antibiyotik treticisi olan Streptomyces spp. (Bentley ve dig., 2002; Chater, 2006;
Hopwood, 2006; Hopwood, 2007; Ventura ve dig., 2007) ve bakteriyel enfeksiyonlar
ile ¢ok sayida insan Oliimiine sebep olan 6nemli insan patojeni Mycobacterium
cinsinin (M. tuberculosis ve M. leprae) toprakta bulundugu tespit edilmistir (Bentley
ve dig., 2004). Bunlara ilaveten; yaygin olarak toprakta bulunan aktinomiset
iyelerinin ayn1 zamanda suda, derin denizlerde ya da kutup buzu, kimyasal olarak
kontamine olmus yerler ve radyoaktif g¢evreler gibi ekstrem ortamlarda veya
hayvanlar, insanlar ve bitkilerle faydali ya da patojen olarak bulunabildikleri
belirlenmistir (Barabote ve dig., 2009; Bull ve dig., 2005; Smith ve dig., 2006;
Ventura ve dig., 2007). Son yillarda; genom dizileme teknolojilerindeki hizl
ilerlemeden dolay1 Actinobacteria’ nin biyolojisi ve ¢esitliligi lizerindeki ¢aligmalar
hizli bir sekilde artmistir (Sekil 1.2). Bu c¢alismalarin ana odaginda; iiretken ve
faydali yeni dogal friinlerin kesfi igin potansiyele sahip olan bakteriler
(Streptomyces, Salinispora, Saccharopolyspora, Cellulomonas, Verrucosispora,
Pseudonocardia ve Micromonospora) (Baltz, 2008; Behal, 2000; Berdy,2005; Bull
ve Stach, 2007; Olano ve dig., 2009) ya da ciddi insan ve hayvan hastaliklari ile zirai
kayiplara sebebiyet veren bakteriler (Mycobacterium, Actinomyces, Renibacterium,
Atopobium, Gordonia, Gardnerella, Leifsonia ve Clavibacter) vardir (Bull ve Stach,
2007; Demangel ve dig., 2009). Bunlara ilaveten diger endiistriyel 6neme sahip
tiurlerin ~ (Corynebacterium,  Rhodococcus, Micrococcus,  Cellulomonas,
Acidothermus, Thermobifida ve Nocardioides) ve gevresel olarak faydali tiirlerin
(Arthrobacter, Kocuria, Frankia, Kineococcus, Pseudonocardia ve Rubrobacter)
kesfi yeni biyokaynaklar ve teknolojilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir

(Bagwell ve dig., 2008, Barabote ve dig. 2009; Little ve Currie, 2007) .



Tenericutes (123, 1.1%)

Spirochaetes ETC{42) (345, 3.0%)
(403, 3.5%)
—

Firmicutes Protecbacteria
(3421, 29.7%) (5554, 48.2%)

Chlamydiae

(124,1.1%) Actincbacteria
Cyanobacteria (1004, B.7%)

1158, 1.4%} Bacteroidetes (380, 3.3%)

Sekil 1.2.Ezbiocloud veri tabaninda Bacteria domaini ait genom calismalar1 yapilmis
organizma gruplarmma ait sayr ve yiizdeleri gosteren  grafik
(http://ezgenome.ezbiocloud.net/ EKim-2013)

Farmakolojik aktif metabolitlerin ve 6zellikle yeni antibiyotiklerin sliphesiz
en 6nemli Ureticileri actinomisetlerdir (Kumar, 2007). Patojenlerin ilaglara kars1 hizla
diren¢ kazanmasi, kullanilan bilesiklerin toksik etkisi ve yetersiz olusu nedeniyle
yeni antibiyotiklerin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir (Demain, 1998; Wright, 2007).
Bundan dolay1 farmakolojik arastirmalar ve kesif programlarinda uygun biyolojik
materyali segebilmek icin actinomycetes taksonomisi ve onlarin biyoaktif bilesik
tiretme yetenekleri arasindaki iliskiyi anlamak 6nemlidir (Kumar, 2007). Filamentli
actinomycetes tyelerinin 10000°den fazla biyoaktif bilesik trettigi belirlenmis ve
bunlarinda yaklasik 7600 {iniin Streptomyces cinsine ait tiirlerden elde edildigi tespit
edilmistir (Sanglier ve dig. 1996; Watve ve dig., 2001; Bentley ve dig., 2002; Ikeda
ve dig., 2003; Ward ve Goodfellow, 2004). Bundan dolayi, ticari olarak onemli
sekonder metabolitler i¢in bu organizmalarin izolasyonu ve sekonder metabolitler
bakimindan aragtirilmasina devam edilmektedir (Bérdy, 2005; Fiedler ve dig., 2005).
Bununla birlikte; Streptomycetaceae familyasinin disinda Actinomycetales ordosuna
ait degisik cins ve familyalar arasinda en ¢ok sekonder metabolit iireticisi olan
aktinomiset familyalar Micromonosporaceae, Thermomonosporaceae,
Nocardiaceae ve Streptosporangiaceae familyalari olarak siralanmaktadir (Choi ve
dig., 2003).

Thermomonosporaceae familyasimin bir iiyesi olan Actinomadura cinsinin
tiyeleri organik madde dongiisiinde rol oynadiklari igin toprakta bol miktarda

bulunmaktadir (Trujillo ve dig., 2003). Actinomadura cinsinin zengin bir antibiyotik


http://ezgenome.ezbiocloud.net/
http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Streptomycetaceae_Family.asp

kaynagi oldugunun kesfedilmesi ile Actinomadura suslarinin metabolizmalar1 ve
genetikleri hakkindaki bilgiler son on yil igerisinde artmistir. Bu cinse ait
organizmalarin onceleri mantar olduklar1 kabul edilmesine karsin son zamanlarda
Actinomadura hakkinda elde edilen bilgiler 1s1ginda, oksijenli solunum yapan
aktinomisetlere ait bir cins oldugu belirlenmistir. Actinomadura iiyelerinin genellikle
mezofilik bir yapiya sahip olup 25-40 °C’de gelisim gosterirken bazi tiirleri
termofilik olup 50-65 °C’de optimum sicakliga ihtiya¢ duyduklar1 ve kirmizi, pembe,
sar1, portakal ve beyaz gibi farkli koloni renklerine sahip olduklar1 tespit edilmistir
(Lechevalier ve Lechevalier, 1970; Kroppenstedt ve Goodfellow, 2006).

Agromyces cinsi liyelerinin dogal habitati farkl orijinli topraklardir. Bu cinsin
bazi tiirleri antitiimdr, antiviral, yiiksek Olclide sicaklik wvasitasiyla iterferonu
tetikleyen imunostiimulant (bagisiklig1 uyarici) liretmekte ve bagisiklik tepkisini ve
aktivitelerin giiciinii artirmay1 saglamaktadir. Agromyces cinsinin tiirleri ve alt tiirleri
koloni renkleri, hiicre morfolojileri ve hiicre duvar sekerleri gibi bazi fizyolojik
ozellikleri bakimindan birbirlerinden farklilik gostermektedirler (Evtushenko ve
Takeuchi, 2006).

Geodermatophilus cinsinin iiyeleri siklikla kurak topraklardan izole edilmistir
(Urzi ve dig., 2001). Buna ilaveten bazi iiyelerinin rizosfer topragindan izole edildigi
de bilinmektedir (Zhang ve dig., 2011; Jin ve dig., 2013). Bu cinsin bir iiyesi olan
Geodermatophilus obscurus maya hiicre duvarini par¢alama (Kudukhashvili ve dig.,
2001), UV-C’ye karst direng (Kuhlman ve dig., 2005) ve hiicre dis1 islevsel
manganez liretme yetenegindedir (Jordal ve dig., 2009).

Cogu tiirii topraktan izole edilmis olan Kribbella cinsinin bitkilerle iliskili
olan (Kribbella solani ve K. lupini) tiirleri de bulunmaktadir. Son déonemlerde maden
ocagi (Kribbella aluminosa) ve at yaris1 alanlart olan hipodromlardan alinan toprak
orneklerinden izole edilen (Kribbella hippodromi) tiirleri de mevcuttur (Carlsohn ve
dig., 2007; Everest ve Meyers, 2008).

Micromonospora cinsi genelde humusga zengin topraklarda yayilis
gostermekle birlikte sucul ekosistemlerden de izole edilebilmektedir ve denizden
izole edilen Micromonospora cinsi {iyelerinin probiyotik olarak kullanilma
potansiyellerinin oldugu rapor edilmistir (Lazzarini ve dig., 2000; Das ve dig., 2008).
Bunun yaninda Micromonospora cinsi iiyeleri toprak disinda, deniz ve gol sularinda,
boceklerin bagirsaklarinda ve 6zellikle bitkilerin kok sisteminde yayilis gostermekte

olup sentezledigi antibiyotik ve antifungal gibi sekonder metabolitler ile bitki



patojenleriyle rekabet halindedirler (Tian ve dig., 2007; Trujillo ve dig., 2006, 2010;
Garcia ve dig., 2010). Micromonospora cinsi Actinomycetales takimindaki
Streptomyces cinsinden sonra ikinci en ¢ok antibiyotik ve enzim inhibit6rii iireten
taksondur (Houge-Frydrych ve dig., 2000; Antal ve dig., 2005; Gutierrez-Lugo ve
dig., 2005; Berdy, 2005; Qiu ve dig., 2008). Bu cinsin iiyeleri dallanmis, bolmeli
hifler olusturur ve koloniler beyaz, turuncu, giil kurusu veya kahverengi renkte
olabilirken, besiyerine ¢0ziiniir pigment salgilayanlarin da mevcut oldugu
bilinmektedir (Hirsch ve Valdés, 2010). Genellikle genc koloniler soluk sari, agik
turuncu gibi renklerde iken yasli kolonilerin rengi koyulagsmakta ve koyu turuncu,
kirmizi, kahverengi hatta siyah renge donebilmektedir (Vobis, 2006).

Nocardia cinsi iiyeleri akuatik ve karasal habitatlarda yaygmn olarak
bulundugu gibi ¢ok farkli ekstrem ortamlarda da bulunabilmektedir (Orchard, 1981;
Maldonado ve dig., 2000). Farkli Nocardia populasyonlar1 aktif ¢camur kirli su aritim
tesislerinde havalandirma tanklarmin yiizeylerindeki kopiik igerisinde ve ¢amur
sedimentlerinin i¢cinde bulunmustur (Goodfellow ve dig., 1996; Pagilla ve dig., 1998;
Yamamura ve dig., 2005). Nocardia; aerobik, dallanmis flamentleri bir arada
bulunduran, Gram pozitif, hareketsiz, katalaz pozitif, gelisme dongiisiiniin bazi
evrelerinde tipik asit alkol direncine sahip olan aktinomisetlerdir. Nocardia suslar
insan ve hayvanlarda cesitli cerahatli enfeksiyonlar (Nokardiozis) olusturmaktadirlar.
Enfeksiyon genellikle solumla ve bulasmis bir yaraya temas ile gerceklesmektedir
(Schaal ve Lee, 1992; McNeil ve Brown, 1994; Goodfellow ve dig., 1998; Saubolle
ve Sussland, 2003; Munoz ve dig., 2007; Jinno ve dig, 2007).

Nonomuraea cinsi Zhang ve dig. tarafindan 1998 yilinda onerilmistir ve
Streptosporangiaceae familyasinin bir {iyesidir. Bu cinsin iyeleri aerobik, Gram-
pozitif , non-asit-fast, asir1 dallanmis substrat ve hava miselyumlarina sahip
hareketsiz aktinomisetlerdir. Hava hifleri ¢engel, spiral yada katlanmis, diizensiz,
plriizsiiz ve degisen yiizey goriinlimlerine sahip uzun spor zincirleri seklinde
farklilasabilir. Bu cins kemotaksonomik olarak hiicre duvarinda meso-
diaminopimelik asit mevcudiyeti, tim hiicre lizatlarinda karakteristik seker olarak
maduroz bulundurmasi, baskin izoprenolog olarak dokuz izopren alt birimi ile di-,
tetra- ve hekza-hidrojen atomuna sahip menakinonlara sahip olmasiyla karakterize
edilmektedir. Streptosporangiaceae familyasi iginde antibiyotik treten cinsler
arasinda yer almaktadir (Ara ve dig., 2007a, b; Camas ve dig., 2013; Cao ve dig.,
2012; Chiba ve dig., 1999; Kampfer ve dig., 2005, 2010; Le Roes & Meyers, 2008;



Li ve dig., 2011, 2012; Nakaew ve dig., 2012; Qin ve dig., 2009; Stackebrandt ve
dig., 2001; Wang ve dig., 2011; Zhang ve dig., 1998; Zhao ve dig., 2011).

Rhodococcus cinsi aerobik, Gram-pozitif veya Gram-degisken, hareketsiz,
katalaz pozitif, gelisimin bazi evrelerinde asit-alkol-fast, ¢ubuk bi¢iminde veya
olduk¢a dallanmig substrat miselyumu olusturabilen aktinomisetlerden olusmaktadir.
Rodokoklar standart laboratuvar besi ortamlarinda 30 CT’de iyi gelismektedir.
Koloniler piiriizlii, piiriizsiiz veya mukoid 6zellikte olup soluk sari, krem, sari,
turuncu veya kirmizi pigmentlidir; ancak renksiz ¢esitleri de bulunmaktadir
(Goodfellow ve Maldonado, 2006). Bu cinsin iiyeleri; sucul ve karasal habitatlarda
yaygin olarak bulunmaktadir. Rodokok tiirleri topraktan, deniz sedimentlerinden ve
mutualistik birliktelik kurabildikleri kan emici boceklerin bagirsak iceriklerinden
izole edilmislerdir (Cross ve dig., 1976; Goodfellow ve Aubert, 1980; Colquhoun ve
dig., 1998; Zhang ve dig., 2002).

Streptomyces tiirleri; tip, ekoloji ve biyoteknoloji endiistrisindeki onemli
rollerinden dolay1 en iyi calisilmis ve karakterize edilmis bakterilerdir (Bentley ve
dig., 2002; Alam ve dig., 2010). Streptomyces cinsi iiyeleri, olduk¢a karmagik bir
sekonder metabolizmaya sahip olup, ¢cok miktarda biyolojik a¢idan kullanish
bilesikler {iiretmektedirler. Tiim mikrobiyal biyoaktif sekonder metabolitlerin
yaklasik % 45’inin kaynagi aktinomisetlerdir ve bu metabolitlerin (7600 bilesik) %
80’ini de Streptomyces {iyeleri tarafindan iiretilmektedir (Berdy, 2005). Bu
bilesenlerden en onemlileri tip ve veterinerlikte kullanilan antibiyotik, antifungal,
antiparazitik ajanlar, herbisitler, immiinbaskilayicilar ile gida endiistrisi ve diger
alanlarda kullanilan ¢esitli 6nemli enzimlerdir (Ilic ve dig., 2007; Savic ve dig.,
2007; Sembiring ve dig., 2008; Anzai ve dig., 2008; Alam ve dig., 2010).
Streptomyces’ler toprakta baskin olarak bulunan actinomycetesler olarak anilsalar da
son yillarda yapilan c¢alismalar gostermistir ki, Streptomyces iiyeleri bitki
koklerindeki rizosfer, bitki dokulari, yaprakla beslenen karincalar, kiimes hayvani
diskis1 ve deniz siingeri gibi farkli habitatlarda da bulunabilmektedir (Kim ve dig.,
2000; Castillo ve dig., 2002; Tokala ve dig., 2002; Strap ve dig., 2006; Kost ve dig.,
2007; Zhang ve dig., 2008; Sazak, 2009; Sembiring, 2009; Sahin ve dig., 2010).

Bu c¢alismada Marmara Denizi’nde bulunan Biiyiikada, Burgazada, Heybeliada

ve Kinaliada topraklarindan farkli aktinomiset iiyelerinin izolasyonu, molekiiler



metotlardan 16S rRNA gen bdlgesi ile molekiiler tiplendirmesi ve olas1 yeni

aktinomisetlerin literatiire kazandirilmas1 amaglanmustir.



2 LITERATUR OZETi

2.1 Genel Bilgiler

2.1.1 Actinomadura cinsinin sistematigi, tarihgesi ve genel ozellikleri
Ustalem: Bacteria

Simif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Streptosporangineae (Ward-Rainey ve dig., 1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Thermomonosporaceae (Rainey ve dig., 1997) (Zhi ve dig., 2009)
Cins: Actinomadura (Lechevalier ve Lechevalier, 1970)

Lechevalier ve Lechevalier tarafindan 1970’de tanimlanan Actinomadura cinsi
Zhang ve digerleri (1998, 2001) ve Miyadoh ve Miyara (2001) tarafindan yeniden
diizenlemis olup, gliniimiizde gecerli olarak tanimlanmig 75 tiir, 2 alt tiirii biinyesinde

barindirmaktadir (http://www.bacterio.cict.fr/a/actinomadura.html Kasim 2013).

1970 yilinda Lechevalier ve Lechevalier cinsi tanimlarken kullandiklari
“aerobik, Gram pozitif, asit-fast 6zellik gostermeyen, hareketsiz, hiicre duvar1 mezo-
diamilopimelik asit¢e (mezo-Apm) zengin fakat karakteristik hiicre duvar sekeri
icermez (hiicre duvar tipi III)” tanimi tizerine Actinomadura cinsi pek ¢ok farkli
cinsin iiyelerini bir donem biinyesinde barindirmistir (Lechevalier ve ve Lechevalier,
1970; Lu ve dig., 2003). izleyen siiregte Actinomadura cinsi endospor olusturmadig
icin Thermomonosporaceae familyasina gegmistir (Cross ve Goodfellow, 1973).
Actinomadura cinsinin Nocardia cinsinden ayrilmasi niimerik analizler, DDH, faj
tiplendirmesi, kimyasal ve serolojik verilerle yapilmaya c¢alisilmistir (Tsukamura,
1969; Goodfellow, 1971; Prauser, 1978; Mordarski ve dig., 1978; Goodfellow ve
Minnikin, 1978). Bunlara ragmen cinsin igerdigi tiirler ve taksonomik tarihg¢esindeki

belirsizlik sebebiyle Bergey s Manual of Determinative Bacteriology’nin sekizinci



baskisinda Actinomadura ‘incertae sedis ” (Lat. taksonomik yeri belirsiz) bir cins

olarak tanimlanmustir (Lacey ve dig., 1978; Goodfellow ve Alderson, 1979).

Miyadoh ve digerleri 1989 yilinda yaptiklari ¢alismayla Microtetraspora
viridis tiiriiniin (Nonomura ve Ohara, 1971) kemotaksonomik 6zellikleri bakimindan
Microtetraspora cinsinden oldukga farkli oldugunu gérmiisler, ayrica Actinomadura
malachitica ile sinonim oldugunu ve Actinomadura viridis olarak siniflandirilmasini
onermislerdir. 1990 yilinda Kroppenstedt ve digerleri Microbispora echinospora
tiirtiniin kimyasal 6zelliklerinin Actinomadura cinsine benzerligi bakimindan bu cins
icerisinde siniflandirilmasini 6nermislerdir. 1992 yilinda Thermomonosporaceae ve
Streptosporangiaceae familyalari Kroppenstedt ve Goodfellow tarafindan
taksonomik olarak yeniden diizenlenmistir. Ardindan Miyadoh ve digerleri 1997°de
Atlas of Actinomycetes’de bu familyalar arasindaki morfolojik farkliliklar

gostermislerdir (Kroppenstedt ve Goodfellow, 1992).

1997 yilina gelindiginde Stackebrandt ve digerleri her bir taksonu 16S rRNA
gen dizisini kriter alarak analiz etmisler ve sonug¢ olarak, Actinobacteria sinifini
Oonermis ve tanimlamiglardir. Thermomonosporaceae familyasinin taksonomik
posizyonu kemosistematik ve molekiiler sistematik metotlarin beraber uygulanmaya
baslamasi ile birlikte netlik kazanmaya baslamistir. Bu takson Nocardiopsaceae ve
Streptosporangineae familyalar1 ile birlikte, Actiomycetales takimimin 13 alt
takimmndan biri olan Streptosporangineae alttakiminda smiflandirilmistir.
(Stackebrandt ve dig., 1997). Thermomonosporaceae familyasi; Actinomadura
(Lechevalier ve Lechevalier, 1970), Actinocorallina (linuma ve dig., 1994),
Spirillospora (Couch, 1963) ve tip cinsi Thermomonospora (Henssen, 1957) Zhang
ve digerleri tarafindan 2001°’de yeniden diizenlenmistir. Bu taksonun iiyeleri 16S
rRNA gen agacinda farkl bir filogenetik hat olusturdugundan, morfolojik, fizyolojik
ve kimyasal 6zelliklerin kombinasyonlar1 kullanilarak birbirinden ve yakin akraba
familyalar olan Nocardiopsaceae (Rainey ve dig., 1996) ve Streptosporangiaceae
(Goodfellow ve dig., 1990) familyalarindan ayrilabilmektedir (Stackebrandt ve dig.,
1997; Zhang ve dig., 1998, 2001; Miyadoh ve Miyara, 2001; Trujillo ve Goodfellow,
2003).

Kemotaksonomik ve molekiiler tekniklerin bir arada kullaniminin
yayginlasmaya baslamasiyla Actinomadura cinsi igindeki pek ¢ok tiiriin taksonomik

yeri degismistir. Buna en 1y1 6rnek olarak Zhang ve digerlerinin 1998 yilinda 16S
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rRNA analizlerini temel alarak gerceklestirdikleri ¢aligma verilebilir. Toplam on iki
adet Actinomadura tiirii yeni bir aktinomiset cinsi olarak 6nerilen Nonomuria cinsine
gecirilmistir. Chiba ve digerleri ise 1999 yilinda International Code of Nomenclature
of Bacteria kurallarina gére Nonomuria ismini Nonomuraea olarak degistirmistir.
Zhang ve digerlerinin 1998 yilinda yaptiklar1 bu ¢alisma ile kimyasal, molekiiler ve
niimerik metotlarin birlikte uygulanmasiin 6nemi bir kez daha vurgulanirken, cinsin

taksonomik revizyona ihtiyaci oldugunu da agikga gosterilmistir (Zhang ve dig.,
1998, 2001).

Zhang ve digerlerinin 2001 yilina yaptigt yeni bir c¢aligmada ise
Actinomadura cinsi i¢indeki dort tiirtin Actinocorallina cinsine, Thermomonospora
cinsine ait iki tiriin de Actinomadura cinsine transferi Onerilmistir. Ayrica
Excellospora viridilutea Actinomadura cinsine gegip Actinomadura viridilutea
olarak degistirilince Excellospora cinsi taksonomik statiisiinii kaybetmistir (Zhang ve
dig., 2001; Zhi ve dig., 2009). Yine Gauze ve digerlerinin 1973’de tanimladiklar
Actinomadura carminata Gyobu ve Miyadoh tarafindan 2001 yilinda Nonomuraea
roseoviolacea subsp. carminata olarak yeniden isimlendirilmistir ve bdylece cins

morfolojik ve kemotaksonomik agidan daha homojen hale gelmistir.

Actinobacteria sinifinin 16S rRNA gen dizisini kriter alan tanimlamas1 2009
yilinda  Yunnan Universitesin’”den  Zhi ve digerlerinin, Stackebrandt’la
gerceklestirdikleri ortak calisma ile giincellestirilmesi saglanmistir (Zhi ve dig.,
2009). 2011 yilinda ise Promnuan ve digerlerinin yaptiklar1 ¢alismadan elde ettikleri
genotipik ve fenotipik verilerle Actinomdura cremea subsp. rifamycini’nin
taksonomik pozisyonunun yeniden diizenlenip, A. rifamycini olarak tiir diizeyinde
isimlendirilmesini Onerilmis ve bu Oneri komisyon tarafindn kabul edilmistir

(Promnuan ve dig., 2011).

Actinomadura cinsi aerobik, gram pozitif, asit-fast negatif ve hareketsiz
aktinomisetlerden olugmaktadir. DNA’nin % G+C igerigi % 66-72 mol’diir
(Kroppenstedt ve dig., 1990; Lu ve dig., 2003; Wink ve dig., 2003; Wang ve dig.,
2007; Ara ve dig., 2008b). Kemoorganotrofik aktinomisetlerden olan Actinomadura
dallanmis substrat misellerine sahip olmasinin yani sira tek veya kisa zincirli 15 veya
daha fazla arthrosporlar tasiyan hava miselyumuna sahiptir. Yiizeydeki spor
zincirleri farkli uzunluklara sahip olup diiz, kanca veya spiral sekilli olan diizenli,

pliriizsiiz, dairesel sporlara sahiptir (Lu ve dig., 2003; Tseng ve dig., 2009).
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Cogu mezofilik olan cins iiyeleri 25-40°C’de gelisim gosterirken, gelismek
icin 50-65°C’de optimum sicakliga ihtiya¢ duyan termofilik tiirleride mevcuttur.
Toprak izolatlariin biiylik bir kismi optimum 28°C’de gelismektedir. Termofilik
Actinomadura olan Actinomadura rubrobrunea optimum sicaklik olarak 55°C’ye, A.
viridilutea ise 45°C’de ihtiya¢ duymaktadir ve bu iki termofilik tiir, mezofilik
Actinomadura  flyelerinden  agir asit kompozisyonundaki  farkliliklarla
ayrilabilmektedir. Polar lipitleri difosfotidil gliserol, fosfotidilinositol ve
fosfotidilinositol mannositleridir. Actinomadura cinsi {iyeleri kemotaksonomik
olarak mezo-diaminopimelik asit ve maduroz gibi sekerleri igeren tip III-B hiicre

duvarina sahiptir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970).

Actinomadura cinsinin tyeleri gelisimleri sirasinda enerji kaynagi olarak
sekerleri kullanmakta ve proteolitik aktivite olarak ¢ogu susu kazein, jelatin ve
lignoseliilozu parcalamaktadir; ancak kitin, ksantin ve ksilan gibi maddeleri
metabolize edememektedir (Kroppenstedt ve Goodfellow, 2006). Bunlarin disinda,
Puhl ve digerleri 2009 yilinda Kanada’da sigir giibresinden pek c¢ok bakterinin
parcalayamadigi bir polimer olan keratini degrade edibilen bir Actinomadura tiirii (A.
keratinilytica) izole etmeyi basarmis ve yine ayn1 yil Tseng ve digerleri termotolerant
poliester degrade edebilen bir Actinomadura tiirii (A. miaoliensis) izole ettiklerini

bildirmislerdir.

Cins bu o6zelliklerinin diginda 1iyi bir antibiyotik ireticisi olarak da
bilinmektedir. Topraktan izole edilen bazi tiirleri antibiyotik endiistrisinde kullanilan
cesitli antibiyotikleri tiretmektedir. 1991 yilinda Fiji adalarindaki topraktan izole
edilen Actinomadura hibisca, A. kijaniata, A. macra, A. oligospora antibiyotik
ireticisi olarak bilinen tiirlerden bazilaridir (Huang, 1980; Mertz ve dig., 1986;
Tomita ve dig., 1990; Waitz ve dig., 1981;).

Ik tanimlanan Actinomadura ornekleri klinik izolatlardan elde edilmistir.
Cinsin tip tiirii olan daha ¢ok topraktan izole edilen Actinomadura madurae ve A.
pelletieri insanda migetomanin birincil ajanlaridir. Klinik 6nemi olan Actinomadura
tiirlerine ek olarak Actinomadura chibensis, A. latina, A. pelletieri, A. sputi verilebilir
(Trujillo ve Goodfellow, 1997; Hanafy ve dig., 2006). A. latina ve A. pelletieri

sadece klinik materyallerden izole edilmistir.
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Actinomadura cinsi iyeleri organik madde dongiisiinde rol oynadiklari
toprakta bol miktarda bulunur (Trujillo ve Goodfellow, 2003). Actinomadura alba,
A. bangladeshensis, A. chokoriensis, A. fibrosa habitati toprak olan Actinomadura
tiirlerine 6rnek olarak verilebilir (Mertz ve Yao, 1990; Wang ve dig., 2007; Ara ve
dig., 2008b). Baskin olan kirmiz1 renk pigmenti siylononilprodigin, nonilprodigin ve
andesilprodigin olarak tanimlanan tripyrol iskeletiyle karakterizedir (Lechavalier ve

Lechavalier, 1970).

Actinomadura cinsi insan diginda bitkilerden de izole edildigi rapor
edilmistir. Qin ve digerleri 2009 yilinda Cin’nin Yunnan bélgesindeki bir yagmur
ormaninda bulunan Maytenus austroyunnanensis bitkisinin yapraklarindan endofitik

Actinomadura tiirti izole etmis ve bu yeni tiirii A. flavalba olarak isimlendirmislerdir.
Amonyak igeren atik gazlarin islendigi tesislerde toksik bir bilesik olan nitrit

tiretimi goriilmektedir. Nitrit ortamin pH’simi diislirerek biyofiltrelerin verimligini

diislirmektedir. Nitrit tireten bir Actinomadura tiirii olan A. nitritigenes’in bdyle

biyofiltreden izole edildigi 1995 yilinda Lipski ve Altendorf tarafindan bildirilmistir.

2.1.2 Agromyces cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri

Ustalem: Bacteria

Sinif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Micrococcineae (Prévot, 1940) (Stackebrandt ve dig., 1997)

Familya: Microbacteriaceae (Park ve dig., 1995)

Cins: Agromyces (Gledhill ve Casida, 1969)

Gledhill ve Casida (1969) Agromyces cinsini; dallanmis, fragmentli filamentlere
sahip olan besinsel olarak seg¢ici ve katalaz negatif bir toprak izolat1 olan Agromyces
ramosus tip tiirii ile tanimlamistir. Benzidin ve tetramethyl-p- phenylenediamine ile
negatif oksidaz reaksiyonu gosteren Agromyces ramosus tip susu sitokrom b, ¢ ve
aas tretmektedir (Jones ve dig., 1970b). Bu susun; B2y tip peptidoglikan (Schleifer
ve Kandler, 1972; Fiedler ve Kandler, 1973a),6nemli menakinonu MK-12, baskin

13


http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Micrococcineae_Suborder.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Microbacteriaceae_Family.asp

doymamis yag asidi iso- ve anteiso dallanmig yag asitleri ve polar lipitleri
difosfotidilgliserol, fosfotidilgliserol ve glikolipid olarak tanimlanmistir (Collins,
1982a). 1992°de Zgurskaya ve digerleri Agromyces cinsinin tipik morfolojik ve
kemotaksonomik Ozelliklerine sahip 14 toprak izolati tanimlamistir. Fakat genel
ortamlar {izerinde hizli bir sekilde gelisen ve pozitif katalaz ve oksidaz reaksiyonlari
gosteren tiirlerdir. Yazar bu tiirlerin ikisini yeni tiir ve Agromyces cerinus subsp.
cerinus, Agromyces cerinus subsp. nitratus, Agromyces fucosus subsp. fucosus, ve
Agromyces fucosus subsp. hippuratus dort alt tiir olarak siniflamis ve cinsin
tanimlamasindaki diizeltmeleri de yapmistir (Zgurskaya ve dig., 1992). Daha sonra
Suzuki ve digerleri (1996) Agromyces fucosus tiiriiniin alt tiirlerinin arasindaki DNA-
DNA uyumlulugunun genomik tiirlerin genellikle kayda deger uyumlulugundan daha
diisiik olarak %45-47 oraninda oldugunu bulmustur. Bu cins mangrov rizosferinden
izole edilen Agromyces luteolus, Agromyces rhizospherae ve Agromyces bracchium
(Takeuchi ve Hatano, 2001), Cin’de orman topragindan izole edilen Agromyces
aurantiacus (Li ve dig., 2003) ve Androsace sp. bitkisinden izole edilen Agromyces

albus (Dorofeeva ve dig., 2003) tiirleri ile genislemistir.

Agromyces cinsi su anda 4 alt tir ve 25 tir igermektedir

(http://www.bacterio.net/agromyces.html Kasim 2013).

Cinsin iiyeleri opak bir gorlinlim, yumusak koloni olusturan ve biitiin
koloniler genelde agar igine dalmig olmasiyla tanimlanirlar. Dallanmig hifler (0.2—0.8
um capinda) difteroide benzer ve ¢ubuksu, diizensiz, hareketsiz fragmentlidir. Hava
miselyumu olusturan A. aurantiacus haricinde hava miselyumu ve spor olusumu
gliserol asparajin agar iizerinde genellikle gézlenmez (Li ve dig., 2003). Hiicreler
aerobiktir. Katalaz testi ve tetrametiyl-p-fenilenediamine ile oksidaz reaksiyonu
farkl: tiirler i¢in degisebilir. Mezofilik ve optimal gelisim 24-30°C de meydana gelir
ve bazi suslar 37°C’de gelisir. Suslar genis bir aralikta C ve N kaynagi kullanirlar ve
organik ve inorganik nitrojen iceren ortamlar {izerinde gelisirler. Peptidoglikan
DAB’ dan otirii (¢cogunlukla L-izomer; Sasaki ve dig.,1998) B2y’a sahiptir
(Schleifer ve Kandler, 1972) ve molar orani yaklasik 1:1:2:1 olan glisin, glutamat,
DAB ve alanin amino asitlerini igermektedir. Galaktoz ve rhamnoz ¢ogu susta hiicre
duvarinda bulunur; fukoz, friiktoz, glukoz, mannoz, riboz ve tiveloz farkl tiirlerde
degisiklik gostermektedir. Mikolik asit igermemektedir. Baskin menakinon MK-

12°dir ve tiire gore degisen ikinci en yaygin igerik MK-11 ya da MK-13’diir. Polar
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lipitler difosfotidilgliserol, fosfotidilgliserol ve glikolipidler ile temsil edilir;
dallanmis iS0- ve anteiso- yag asitleri baskindir ve 94% oranina ulasabilir (Zgurskaya
ve dig., 1992; Suzuki ve dig., 1996; Takeuchi ve dig., 2001). Hiicre duvarinda
teikoik asitler ve anoksik polimerlerle iligkiler bazi tiir ve alt tiirlerde bulunmustur
(Naumova ve dig., 2001). Agromyces tiirlerinin bazilarindaki arastirmalarda toplam
poliamin igerigi Microbacteriaceae familyasin diger ¢ogu susunda oldugundan daha
disiiktiir ve baskin bilesik olarak putresin ile yalnizca 0.21-0.28 umol-g‘l’den
olugmaktadir (Altenburger ve dig.,1997).

Agromyces cinsi iyelerinin dogal habitati farkli ozellikli topraklardir
(Gledhill ve Casida, 1969; Zgurskaya ve dig., 1992; Suzuki ve dig., 1996; Takeuchi
ve Hatano, 1999; Takeuchi ve Hatano, 2001; Li ve dig., 2003). Agromyces ramosus
tiirlinlin sayisal olarak toprakta baskin organizma oldugu tespit edilmstir (Gledhill ve
Casida, 1969). Bununla birlikte Agromyces luteolus, Agromyces rhizospherae ve
Agromyces bracchium (Takeuchi ve Hatano, 2001) Japonya Okinawa’nin tropikal ve
subtropikal bolgelerindeki Bruguiera gymnorhiza ve Sonneratia alba bitkilerinin
rizosferinden izole edilmistir (Hatano, 1997; Takeuchi ve Hatano, 1999). Agromyces
mediolanus ATCC 13990 susu preslenmis kuru mayadan izole edilmis (Cummins ve
dig., 1974) ve Agromyces albus Rusya’da Belgorod bolgesindeki Androsace sp.
bitkisinin toprak stii kisimlarindan izole edilmistir (Dorofeeva ve dig., 2003). Bu
cinsin mikroorganizmalar: Italya, Porto Badisco, Grotta dei Cervi (Laiz ve dig.,
2000); Cin’in Guliya bolgesindeki 500.000 yildan daha eski olan bir buzul buzundan
(Christner, 2002), bir ortagag duvar resminden (Altenburger ve dig., 1996), Tyrolean
buz adamin cilt ve kaslarindan (Rollo ve dig., 2000) ve diger baz1 kaynaklardan izole

edilmistir.

Agromyces cinsinin Uyesi olan c¢ogu susta hiicre duvarindaki DAP
mevcudiyeti ve dallanmis fragmentli miselyum mevcudiyeti tespit edilmistir. Sadece
Agromyces mediolanus genellikle miselyum iiretmez (Suzuki ve dig., 1996). Bu
cinsin tiirleri baskin menakinon MK-12 ve hareketsiz ¢ubuksu hiicreler sayesinde
cogu DAP iceren cinslerden farklidir. Agromyces tiirleri i¢in karakteristik onemli
menakinon olan MK-12 Agrococcus cinsinin iiyelerinde de bulunur ve bununla
birlikte ikinci baskin bilesik olan MK-11 Leifsonia cinsinin bazi tiirlerinde
bulunmaktadir. Buna ilaveten Agromyces spp. yalnizca peptidoglikaninda L-DAB

icerir (Sasaki ve dig., 1998). Agromyces cinsinin tiirleri ve alt tiirleri koloni renkleri,
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hiicre morfolojileri, hiicre duvar sekerleri, gelisim i¢in bilesik ortam gereksinimleri,
tetrametil-p-fenilendiamin ile oksidaz testi ve diger bazi fizyolojik ozellikleri

bakimindan birbirlerinden farklilik gosterirler.

Agromyces ramosus ATCC 25173 ve Agromyces okinawai tiiriiniin bazi
suslart antitlimor, antiviral, iterferonu tetikleyen yiiksek olctide sicaklik vasitasiyla
imunostiimulant {iretir ve bagisiklik tepkisini ve aktivitelerin giiclinii artirmaya saglar
(Wakuzaka ve dig., 1983). Imiinoaktif dzellikleri Agromyces cerinus tiiriiniin hiicre
duvar polimerlerinde de bulunmustur (Evtushenko ve Takeuchi, 2006). 3,6-dideoksi-
D-arabinose’un (tyvelose) tiiretiminin Agromyces cerinus subsp. cerinus susu
tarafindan gerceklestirildigi tespit edilmistir (Zgurskaya ve Evtushenko, 1996).
Agromyces sp.’yi bloke etmek i¢in kullanilan hidantoini doniistiiren D-N-karbamil-
a-amino asidinin iiretimi belirtilmistir. Bu bilesikler tibbi ilaglar ve kimyasal tarim
tiriinlerinin Uretimi i¢in faydalidir (Mitsubishi Kaseo Corporation, 1989). Agac
kabugu iceren deneysel biyolojik filtreler, hayvansal doniisiimlerde aldehit, keton,
furan, tiyofen ve alkil siilfit bilesikleri, hidrojen siilfit, amonyak ve karbondioksit
gibi ham gaz emisyonlarinda kullanilir. Corynebacterium ve Gordonia suslar ile
birlikte Agromyces cinsinin iki susu bitki ve kirletici degredasyonunda atik gazi
aritmak i¢in kullanilan biyolojik filtrelerde mevcut olan bakteriler arasinda yer aldig:
tespit edilmistir (Bendinger ve dig., 1990). Bazi Agromyces mediolanus suslari
anilini asimile ettigi belirlenmistir (Aoki ve dig., 1982; Suzuki ve dig., 1996).
Agromyces mediolanus ATCC 14004 ve Agromyces mediolanus ATCC 13930
steroidleri oksitleme yetenegindedir (Mamoli, 1939; Arnaudi, 1942) ve Agromyces
mediolanus ATCC 13930 oxoalkilksantinin hazirlanmasi ig¢in mikrobiyolojik siireg
icin kullanilabilir (Nesemann ve dig., 1974). Agromyces ramosus’un ATCC 25173
ve PSU 35 suslar1 Saccharomyces cerevisiae ve Agrobacterium tumefaciens,
Rhizobium leguminosarum, Sinorhizobium meliloti, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli ve Pseudomonas fluorescens tiirlerini de igeren bazi bakterilerin
hiicrelerine saldirir ve yikar. Bu suslar; bu habitatlarda bulunan faydah
organizmalarin sayisin1  diisirmeksizin  Agrobacterium tumefaciens ve diger

patojenlerin kontrol seviyelerini maniipiile edebilmektedir (Casida, 1983).
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2.1.3 Geodermatophilus cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri
Ustalem: Bacteria

Simif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Familya: Geodermatophilaceae (Normand ve dig., 1966)

Cins: Geodermatophilus (Luedemann, 1968)

Geodermatophilaceae familyasi ilk olarak Normand ve digerleri tarafindan 1966’da
tanimlanmistir. Fakat familyanin adinin resmi tanimlanmasi on yil sonra yapilmistir
(Normand, 2006). Familya Blastococcus, Modestobacter ve Geodermatophilus (tip
cinsi) cinslerinden olusmaktadir. Geodermatophilus cinsi ilk olarak Luedemann
(1968) tarafindan oOnerilmistir ve bu isim Skerman ve digerleri (1980) tarafindan
Approved Lists of Bacterial Names’ de kabul edilmistir. Bu cinsin {iyeleri siklikla
kurak topraklardan izole edilmistir (Urz1® ve dig., 2001). Buna ragmen rizosfer
topragindan izole edilmis iiyeleri de vardir (Zhang ve dig., 2011; Jin ve dig., 2012).
Fakat bu cins i¢in yapilan ¢alismalar ve kiiltiire edilmesindeki zorluklardan dolayi

orneklenmesi uzun zaman yetersiz kalmistir (Urz1® ve dig., 2004).

Geodermatophilaceae familyas: ¢ogunlukla yavas gelisim orani ve gelisim
ithtiyaglarinin karsilanmasinin da zor olmasi nedeniyle birka¢ yildir yetersiz bir
oranda ¢alisilmaktadir (Stackebrandt ve dig., 1997). Bu familya bugiin Frankineae
alt takimi i¢inde yer almaktadir. Geodermatophilaceae familyasinin iiyeleri topraktan
izole edilmistir. Geodermatophilus 16S rRNA ¢alismalari ile filogenetik iligkisizligi
ortaya cikartilana kadar Dermatophilaceae familyasi i¢inde Dermatophilus cinsi ile
birlikte gruplandirilmistir (Stackebrandt ve dig., 1983).

Geodermatophilaceae familyas: ile ilgili yapilan ilk filogenetik c¢alisma
kismen 16S iizerindeki ters dizilenme ve ¢ogunlukla 16S rRNA oligoniikleotidlerin
dizilenmesine dayanmaktadir (Hahn ve dig., 1989). Bu calismalarin temel sonucu
Baltitk Denizi’nden izole edilen Blastococcus (Ahrens ve Moll, 1970) ve
Geodermatophilus’un (Luedemann, 1968) Frankia ile yakindan iligkili oldugudur.

Fakat yapilan caligmalar, nadir morfolojik Ozellikleri paylagsmalarina ragmen
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Dermatophilus cinsi ile ayn1 kékenden olustugunu gosteren galismalart dogrulamistir
(Normand, 2006 ).

[lk olarak ¢61 topragindan izole edilen izolatlardan tanimlanan
Geodermatophilus cinsine yeni izolatlar da diizenli bir sekilde ilave edilmistir
(Normand, 2006 ). Bunlar gesitli ortamlardan (toprak, tas ve barajlar gibi) elde
edilmistir ve adlandirilmis on tiir Geodermatophilus cinsi i¢inde siniflandirilmistir.
Bunlar; G. obscurus (Luedemann, 1968), G. ruber (Zhang ve dig., 2011), G.
nigrescens (Nie ve dig., 2012), G. arenarius (Montero-Calasanz ve dig., 2012,
2013b), G. siccatus (Montero-Calasanz ve dig., 2013f, g), G. saharensis (Montero-
Calasanz ve dig., 2013c, d), G. telluris (Montero-Calasanz ve dig., 2013¢), ‘G.
tzadiensis’ (Montero-Calasanz ve dig., 2013a), G. soli ve G. terrae (Jin ve dig.,
2013) olarak siralanmaktadir. Yalnizca bir tip tiiriiniin; G. obscurus genom analizi
yapilmistir (Ivanova ve dig., 2010). Ayrica adlandirilmis {i¢ alt tiir de belirlenmistir.
Bunlar; G. obscurus subsp. amargosae’, ‘G. obscurus subsp. utahensis’ and ‘G.
obscurus subsp. dictyosporus’ (Luedemann, 1968) tirleridir

(http://www.bacterio.net/g/geodermatophilus.html Kasim 2013).

Geodermatophilus ilk olarak; yeast extrakt 0.1%, glukoz 0.1%, soluble starch
0.1%, CaCOs3 0.1% ve 1.5% agar igeren sulandirilmis ortam iizerinde ¢6l ve orman
topragindan izole edilmistir (Luedemann, 1968). Mikroskobik gozlemden sonra
koloniler zenginlestirilmis ortam (yeast extract, 0.5%; mixture of amines, 0.5%;
glucose, 1%; soluble starch, 2%; CaCO3, 0.1% ve 1.5% agar) iizerine saf kiiltiir
edilmistir. Geodermatophilus cinsinin terminal flagellalar vasitasiyla hareket eden
zoosporlara sahip oldugu gercegine dayanan son zamanlarda tanimlanan bir teknik
(Hayakawa ve dig., 2000) segici besi yerine ekim yapilmadan Once hareketsiz
aktinomisetlerin hafif bir santrifiij asamasiyla dibe coktiiriilmesini i¢ermektedir.
Geodermatophilus cinsine ait olan izolatlar kuru topraklar ve kaya yiizeylerinden de

diizenli olarak tanimlanmistir (Urzi ve dig., 2001).

Geodermatophilus izolatlarmin kullandigr karbonhidratlar genelde L-
arabinose, D-galactose, D-glucose, D-levulose, D-mannitol, sucrose ve D-xylose

olarak tespit edilmistir (Luedemann, 1968).
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Tip tiirii olan G. obscurus maya hiicre duvarini par¢alama (Kudukhashvili ve
dig., 2001), UV-C’ye karst direng (Kuhlman ve dig., 2005) ve hiicre dis1 islevsel

amyloid ve manganez liretme yetenegindedir (Jordal ve dig., 2009).

2.1.4 Kribbella cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri
Ustalem: Bacteria

Simif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)
Alttakim: Propionibacterineae (Rainey ve dig., 1997)

Familya: Nocardioidaceae (Nesterenko ve dig., 1990)

Cins: Kribbella (Nesterenko ve dig., 1985),

Kribbella cinsi Park ve digerleri tarafindan 1999 yilinda, hiicre duvarinda LL-
diaminopimelik asit i¢eren (hiicre duvar kemotip I, Lechevalier ve Lechevalier,
1970) nocardioform aktinomiset olarak belirlenmistir. Nocardioidaceae familyasina
ait 8 cinsten biri olan ve Actinopolymorpha (Wang ve dig., 2001b), Aeromicrobium
(Miller ve dig., 1991), Hongia (Lee ve dig., 2000), Marmoricola (Urzi ve dig.,
2000), Nocardioides (Prauser, 1976), Pimelobacter (Suzuki ve Komagata, 1983) ve
Thermasporomyces (Yabe ve dig., 2011) cinsleri ile bircok ortak morfolojik ve
kemotaksonomik 6zellige sahip olan Kribbella cinsi bazi temel farkliliklari ile bu

cinslerden ayrilmaktadir (Lee ve dig., 2000; Li ve dig., 2004 ).

Hiicre  duvarinda  LL-diaminopimelik  asit igeren  aktinomisetler,
Actinobacteria sinifi iginde Streptomyces (Waskman ve Henrici, 1943; Williams ve
dig., 1989) (Streptomycetaceae); Sporichthya (Rainey ve dig., 1993)
(Sporichthyaceae); Nocardioides (Prauser, 1976) ve Aeromicrobium (Miller ve dig.,
1991) (Nocardioidaceae); Intrasporangium (Kalakoutskii ve dig., 1967), Tetrabacter
(Collins ve dig., 1989a) ve Tetracoccus (Prauser ve dig.,1997) (Intrasporangiaceae);
Propioniferax (Yokota ve dig., 1994), Luteococcus (Tamura ve dig., 1994b),
Microlunatus (Nakamura ve dig., 1995) ve Friedmanniella (Schumann ve dig., 1997)

(Propionibacteriaceae) seklinde bes familya olarak belirlenmistir.
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Park ve digerleri, Nocardioides fulvus ve Nocardioides sp. ATCC 39419
olarak bilinen suslarini da igine alacak sekilde Kribbella cinsini tanimlamigtir (Park
ve dig., 1999). Bu iki yeni tiirlii kapsayan cinsin ayirt edilmesi i¢in; dokuz izopren
tiniteli tetrahidrogenatli menakinon igermesi, peptit alt {initelerinin ilk pozisyonunda
L-alanin bulundurmasi, fosfolipit kompozisyonlar: ve 16S rRNA temelli filogenetik
analizler gibi yegane kemotaksonomik markorleri Onerilmistir. Birgok ortak
morfolojik ve kemotaksonomik o0zelligi paylasmasindan dolayr bu tiirlerin
taksonomik pozisyonlar1 yeniden belirlenmis ve tanimlamalar1 Kribbella cinsi

icersinde yapilmistir (Sohn ve dig., 2003).

Kribbella cinsinin olusturulmasinda kullanilan iki tiiriin sekans analizleri
yapildiginda; Hongia cinsinde yer alan Hongia koreensis tiiriiniin 16S rRNA
sekansinin bu iki tiirle yakin iligkili oldugu belirlenmistir. Hongia koreensis, K.
flavida ve K. sandramycine sirasiyla % 98.37 ve 98.57 benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir (Sohn ve dig., 2003). Yiiksek 16S rRNA sekans benzerligi gosteren bu
lic tirin DNA-DNA homoloji c¢aligmalarinin yapilmasi sonucunda Hongia
koreensis’in Kribbella cinsine yerlestirilmesi kabul gérmiistiir (Sohn ve dig., 2003).

20 tiri biinyesinde bulunduran cins, Gram pozitif, aerobik, asit-alkol
direncsiz, hareketsiz, substrat miselyumlari son derece dallanmis ve hava
miselyumlari kisa ¢ubuk veya kokoid elementler seklindedir. Kribbella tiirleri,
peptidoglikaninda LL-diaminopimelik asit (meso-Agpm) (hiicre duvar kemotip I,
Lechevalier ve Lechevalier, 1970), anteiso ve iso dallanmis agir asitler, polar
lipitlerden difosfatidilgiserol, fosfatidilkolin, fosfatidilgiserol, fosfatidilnositol ve
predominant menakinon olarak 9 (H4) izopren birimli bir heksohidrogenath
menakinon icermek gibi ortak kemotaksonomik Ozelliklere sahiptirler. DNA' nin
G+C oran1 % 64-72 mol' diir (Song ve dig., 2004; Li ve dig., 2004; Li ve dig., 2006;
Trujillo ve dig., 2006; Kirby ve dig., 2006; Carlsohn ve dig., 2007; Everest ve
Meyers, 2008; Urzi ve dig., 2008).

Suslarin cografik dagilimi Kore, Cin, Giiney Afrika, Yunanistan, italya ve
Ispanya gibi farkli lokalitelerde yaygmn olarak bulunmakta ve ¢ogunlukla
izolasyonlar topraktan yapilmasi ile beraber bitkilerle iligkili (Kribbella solani, K.
lupini ve K.endophytica) olanlar1 da bulunmaktadir (Kaewkla ve Franco, 2013; Song

ve dig., 2004; Trujillo ve dig., 2006). Son dénemde izole edilen alt1 tiiriin {i¢ tanesi
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topraktan izole edilmistir. Kribbella aluminosa Almanya’daki ortagaga ait maden
ocagimmdan ve Kribbella hippodromi Giiney Afrika’da yarig alan1 topragindan
Kribbella shirazensis Iran topragindan izole edilmistir (Carlsohn ve dig., 2007;
Everest ve Meyers, 2008; Mohammadipanah ve dig., 2013). Kribbella catacumbae,
K. sancticallisti ve K. albertanoniae Italya Roma’da bulunan St. Callistus yer alti
mezarinin hasar gormiis (kotiilesmis) ylizeyinden izole edilmistir (Urzi ve dig., 2008;

Everest ve dig., 2013).

2.1.5 Micromonospora cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri
Ustalem: Bacteria

Simif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alt takim: Micromonosporineae (Stackebrandt ve dig.,1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Micromonosporaceae (Krasil'nikov, 1938) (Zhi ve dig., 2009)

Cins: Micromonospora (Qrskov, 1923)

[k kez Krasil'nikov tarafindan 1938 yilinda tanimlanmis Micromonosporineae alt
takimi yalnizca Micromonosporaceae familyasini icermekte olup giiniimiize kadar
1990, 1997, 2009 yillarinda toplam ii¢ kez revizyondan ge¢mistir (Goodfellow ve
dig., 1990; Stackebrandt ve dig., 1997; Zhi ve dig., 2009). Micromonosporaceae
familyas: ile ilgili Zhi ve digerlerinin 2009 yilinda 16S rRNA analizlerine goére
gerceklestirdigi  calisma  incelendiginde, bu familyanin tip cinsi olan
Micromonospora’nin da iginde bulundugu 17 cinsi igerdigi ve bu on yedi cinsten
Actinocatenispora (Thawai ve dig., 2006), Asanoa (Lee ve Hah, 2002), Longispora
(Matsumoto ve dig., 2003), Polymorphospora (Tamura ve dig., 2006),
Planosporangium (Wiese ve dig., 2008), Pseudosporangium (Ara ve dig., 2008a),
Salinispora (Maldonado ve dig., 2005), Verrucosispora (Rheims ve dig., 1998) ve
Virgisporangium (Tamura ve dig., 2001)’la beraber toplam sekiz tanesinin 2000’1li

yillarda literatiire kazandirildig goriilmektedir.

1923 yilinda Orskov’un yayinladigt makalede 1511 kiif olarak kastettigi
mikroorganizmalarin, bugiin Micromonospora adiyla anilan aktinomiset grubu

bakteriler oldugu bilinmektedir. Kiiciik tek sporlu organizma anlamma gelen
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Micromonospora adi ile anilan bu cins bundan yaklasik yarim yiizyil sonra 1980
yilinda onaylanmis ve International Journal of Systematic Bacteriolology (yeni ismi
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology) dergisinde
yayilanmistir. Cins gilinlimiize kadar 57 tiir ve 7 alt tirii bilinyesinde

barindirmaktadir (www.bacterio.cict.fr/m/micromonospora.html, Kasim 2013).

Cinsin tip tiirii olan Micromonospora chalcea’ya @Qrskov’un 1923’de yaptigi
calismadan once 1905 yilinda Foulerton tarafindan "Strepthotrix chalcea”, "Nocardia
chalcea” ve "Micromonospora chalcease" olmak iizere ti¢ farkli isim verilmistir
(Luedemann, 1971).

Lee ve digerlerinin 1999°da yaptiklar1 caligmayla Catellatospora
matsumotoense Micromonospora cinsine transfer edilmis ve ismi M. matsumotoense
olarak degistirilmistir. Ayni zamanda bu ¢alisma Micromonospora cinsinin
revizyonundaki ilk basamak olmustur ve hemen bir y1l sonra, Kasai ve digerlerinin
gyrB gen bolgesini kullanarak yaptiklar1 filogenetik calisma, cinsin taksonomik
diizenlenmesinde ¢igir agmistir. 16S rRNA gen bolgesine dayali filogenetik
analizlerin cinsteki tiirlerin tanimlamasinda istenilen sonucu vermemesi, % 99 ve
tizerinde olduk¢a yiiksek 16S rRNA gen bolgesi benzerligine ragmen DDH
caligmalarinda % 50°nin altinda hibridizsyon degerlerinin elde edilmesi yeni
molekiiler markér arayisini  glindeme  getirmistir.  Kasai  ve  digerlerinin
Micromonospora cinsine ait on bes tiir, dort alt tiirle gerceklestirdikleri ¢aligma
sonucunda; gyrB gen bolgesinin cinsin filogenetik analizlerinde kullanilabilecek,
olduke¢a iyi ayrim saglayan, uygun bir markér oldugu, sonuglarin DDH ¢alismasini
destekledigi belirtilmis ve bu bakis agisiyla cins toplamda on dort tiir olacak sekilde

yeniden diizenlemistir.

Neticede Kasai ve digerlerinin 2000°deki ¢aligmasina gére Micromonospora
cinsi yeniden smiflandirilmis, alt tiirlerin bir kismi birlestirilmis, bir kismi ise yeni
tiir olarak siniflandirilmistir. gyrB gen bdlgesinin temel alinarak cinsin revizyonunun
yapildigt bu caligma sonucunda; cinsin sinirlari Micromonospora aurantiaca
(Sveshnikova ve dig., 1969), M. carbonacea (Luedemann ve Brodsky, 1965), M.
chalcea (@rskov, 1923), M. chersina (Tomita ve dig., 1992), M. coerulea (Jensen,
1932), M. echinospora (Luedemann ve Brodsky, 1964), M. gallica (Waksman,
1961), M. halophytica (Weinstein ve dig., 1968), M. inositola (Kawamoto ve dig.,
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1974), M. nigra (Weinstein ve dig., 1968), M. olivasterospora (Kawamoto ve dig.,
1983), M. pallida (Luedemann ve Brodsky, 1964), M. purpureochromogenes
(Luedemann, 1971), M. rosaria (Horan ve Brodsky, 1986) olmak {izere toplam on

dort tiirle ¢izilmistir.

Micromonospora cinsi gram pozitif, aerobik ve % G+C orani yiiksek
bakterilerden olusmaktadir. Peptidoglikaninda mezo-diaminopimelik asit ve N-
glikolil muramik asit, fosfolipit tip II ve hiicresel agir asitlerden tip 3b’yi biinyesinde
bulundurmaktadir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970, 1977; Kroppenstedt, 1985).
Micromonospora’lar Kemotip II hiicre duvarina sahiptir ve tiim organizma seker
oregi Lechevalier ve Lechevalier’in 1970’teki calismasinda belirtildigi gibi D
tipindedir. Karakteristik hiicre duvar polisakkariti arabinoz ve ksiloz’dur

(Lechevalier ve Lechevalier, 1970).

Micromonospora cinsini iiyeleri mezofilik organizmalardir. Bu nedenle

yiiksek sicaklik ve kurumaya karsi son derece hassastirlar (Takahashi ve Omura,

2003).

Micromonospora tiirlerinde sporlar substrat miselyumunda olusur, hava
miselyumu olusturmazlar. Nadiren hava miselleri olussa bile bu miseller sterildir.
Micromonosporaceae familyasindaki diger cinsler gibi bu cinsin tiyeleri de benzer
mikroskobik hiicre morfolojisine sahiptir. Bunlar 0,25-1,5um c¢apinda dallanmus,
bolmeli hifler olusturur ve koloniler beyaz, turuncu, giil kurusu veya kahverengi
renkte olabilirken, besiyerine ¢oziinlir pigment salgilayanlarin da mevcut oldugu
bilinmektedir (Hirsch ve Valdés, 2010). Genellikle genc koloniler soluk sari, agik
turuncu gibi renklerde iken yash kolonilerin rengi koyulagsmakta ve koyu turuncu,

kirmizi, kahverengi hatta siyah renge donebilmektedir (Vobis, 2006).

Micromonospora cinsi iiyelerinin Micromonosporaceae familyasindaki diger
bazi cinslerin iiyeleri ile mikroskobik hiicre morfolojileri bakimindan oldukga yiiksek
oranda benzerlik gostermesi nedeniyle, bu tiirlerin morfolojik temelli tanimlamalari
kolay olmamaktadir. Bu sebeple tiir diizeyinde tanimlama yapabilmek icin siklikla
16S rRNA yada gryB gen bolgesi (DNA topoizomerazi kodlayan gen bolgesi) dizi
analizleri kullanilmaktadir (Koch ve dig, 1996; Kasai ve dig., 2000a).
Micromonospora cinsine ait tiirler arasi farkliliklar1 gostermek igin gryB gen

bolgesini kullanmak, 16S rRNA gen bolgesini kullanmaktan daha avantajli oldugu
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kanis1 hakimdir. lgili gen bolgesi, rRNA gen bolgesinden daha az korundugu igin
daha fazla degisiklige ugramistir ve bu cinsin iiyeleri arasindaki farkliligi daha iyi

yansittig1 diistiniilmektedir (de Menezes ve dig., 2008).

Micromonospora tiyeleri oOzellikle humusca zengin topraklarda yayilis
gostermekte ve sahip oldugu hidrolitik enzimler sayesinde organik madde
dongiisiinde 6nemli rol oynamaktadir (Songsumanus ve dig., 2013; Gurovic ve
dig., 2013; Ren ve dig., 2013). Sahip oldugu hidrolitik enzimlerle seliiloz, kitin,
lignin ve diger kompleks polisakkaritleri pargalayabilmektedir (Erikson, 1941;
Wilson, 1992; Gacto ve dig., 2000; de Menezes ve dig., 2008). Toprak verimliligini
arttiran ve bitki gelisimine katki saglayan bu tip mikroorganizmalar, "biyogiibreler"
olarak adlandirilmakla birlikte tarimda da mikrobiyal asi materyallerinin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Cogu aktinomisette oldugu gibi Micromonospora
tiirleri de bitki sagligini arttiran ve yiiksek verim alinmasina katki saglayan maddeleri
(Or. Vitaminler ve bitki hormonlar1 gibi) iirettiginden dolayr toprakta
“fitostimulator” veya bitki biiylime promotorlart olarak kullanilmaktadir. Ayni
zamanda Micromonospora tiirleri, bitki koklerinde endofitik olarak trettikleri
antibiyotik ve antifungal ajanlarla bitki koklerinde hastaliga sebep olan toprak
kaynakli pek c¢ok bitki patojenine kars1 savasirlar ve bitki gelisimini destekledikleri
icin biyokontrol ajami olarak da kullanilmaktadirlar (El-Tarabily ve dig., 1996a,
1996b; El-Tarabily ve Sivasithamparam, 2006; Kurtboke, 2000; Kurtboke ve dig.,
2007). Micromonospora tiirleri; havug, bugday, ¢in lahanasi ve salatalik gibi bitkileri
koruma amagli biyokontrol ajani olarak kullanilmaktadir (El-Tarabily ve dig., 1997;
Coombs ve Franco, 2003; Lee ve dig., 2008; El-Tarabily ve dig., 2009).
Micromonospora ve diger endofitik aktinomisetler iizerinde 2008 yilinda Conn ve
digerlerinin yaptiklar1 c¢aligmada ¢ogu Micromonospora tiiriiniin bir¢ok patojen
organizmanin gelismesini baskilayan genlere sahip olan olduk¢a etkili bir

biyokontrol ajani oldugunu belirtmislerdir.

Micromonospora cinsinin iiyeleri dogada sahil, gol ve deniz diplerindeki
sedimentler, bitki rizosferi, turba bataklik topraklari ve hatta Antartika kitasi gibi
birbirinden tamamen farkli topraklarda olduk¢a genis sekilde yayilis gostermektedir
(Erikson, 1941; Hirsch ve dig., 2004; Merzaeva ve Shirokikh, 2006; Maldonado ve
dig., 2009; Mincer ve dig., 2002; Nimaichand ve dig., 2013; Supong ve dig., 2013;
Takahashi ve Omura, 2003; Tanasupawat ve dig., 2010; Zhao ve dig., 2004).
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Toprak disinda yayilis gosteren Micromonospora cinsi iiyeleri, deniz ve gol
sularinda, boceklerin bagirsaklarinda ve ozellikle bitkilerin kok sistemleri gibi
ortamlarda tespit edilmis olup sentezledikleri antibiyotik ve antifungal gibi sekonder
metabolitler ile bu ortamlardaki bitki patojenleriyle rekabet halindedir. Bazi
Micromonospora tiirlerinin bitkilerin i¢ dokularmma yerleserek endofitik faaliyet
gosterdigi rapor edilmigtir. Micromonospora cinsi bakteriler piring, bugday gibi
kiltlirii yapilan bitkilerin kdkiinden, azot fiksasyonunun gerceklestigi aga¢ ve ¢ali
formunda bulunan Casuarina equisetifolia (Demir agaci), Coriaria myrtifolia (Kir
sumag1) gibi bitkilerin ve yine kiiltliri yapilan Pisum sativum (Bezelye) ve Lupinus
angustifolius (Ac1 bakla) gibi legiim bitkilerinin kok nodiillerinden izole edilmistir
(Takahashi ve Omura, 2003; Tian ve dig., 2007; Combs ve Franco, 2003; Valdés ve
dig., 2005; Trujillo ve dig., 2006, 2010; Garcia ve dig., 2010).

Micromonospora cinsinin {iyeleri deniz suyunda, derin deniz sedimentlerinde
ve sahil bolgelerinde baskindir (Fernandez-Chimeno ve dig., 2000; Stach ve dig.,
2003; Zhao ve dig., 2004; Jiao ve dig., 2008). Bu ortamlarda baskin olan tiirlere
ornek olarak Micromonospora marina verilebilir. Micromonospora iiyeleri deniz
tuzunu 1yi tolere edebildiklerinden dolay1 deniz suyuyla hazirlanan besiyerinde de iyi
tireyebilmektedir. Topraktan yapilan izolasyonlarda goriilen durumun aksine
sediment izolasyonlarinda 20 cm derinlikte Micromonospora sayisi iki katina ¢iktigt,
Streptomyces sayisinin ise Onemli oranda azaldigir bilinmektedir (Vobis, 2006).
Micromonospora cinsi iiyelerinin sporlar1 hidrofilik ve 1slanabilir oldugu igin ¢esitli
su ekosistemlerinde suyun akisiyla birlikte topraktan kolayca ayrilir. Son yillarda
aktinomiset izolasyonlarinda karasal ekosistemlerden ¢ok deniz ekosistemleri tercih
edilmektedir. Gezegenimizin %70’inin su ile kapli oldugunu ve daha Once bu
ekosistemlerin yeterince calisilamadig: diisiiniildiigiinde, deniz ekosistemlerden daha
once kesfedilmemis organizma ve dolayisiyla sekonder metabolit izole etme oram
karasal ekosistemlerden yapilan izolasyonlara gore ¢ok daha fazla olacaktir (Vobis,

2006; Ward ve Bora, 2006; Tanasupawat ve dig., 2010).

2.1.6 Nocardia cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri

Ustalem: Bacteria

Sinif: Actinobacteria
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Altsinif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Corynebacterineae (Stackebrandt ve dig.,1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Nocardiaceae (Castellani ve Chalmers, 1919) (Zhi ve dig., 2009)
Cins: Nocardia (Trevisan, 1889)

Guniimiizde Nocardia cinsi basta kemotaksonomik Ozellikler kullanilarak
tanimlanmaktadir (Goodfellow ve Lechevalier, 1989; Goodfellow, 1992).
Goodfellow "Nocardia ve Iliskili Cinsler" adli yayminda Nocardia cinsine ait

kemotaksonomik 6zellikleri belirtmistir.

1889 yilinda Trevisan; Fransiz bir veterine olan Edmond Nocard’in ismine
atfen Nocardia ismi ile anilan bu cinsin N. actinomyces ve Harz'in teshis ettigi
Actinomyces bovis dahil olmak tizere 5 tiir igerdigini agiklamistir. Ancak
Actinomyces bovis anaerobik bir tiirdiir ve zorunlu aerobik bir tiir olan N. farcinica
ile birlikte smiflandirilmis olmasi birgok arastirictyr herhangi bir ¢eliskiye
diisirmemistir (Buchanan, 1918; Orskov, 1923; Jensen, 1931). Fakat diger
aragtirmacilardan farkli olarak Wright anaerobik patojenik aktinomisetlerin, hava
miselyumu ve spor lireten aerobik aktinomisetlerden (Nocardia+Streptomyces) olan
Nocardia cinsinden ayrilip Actinomyces cinsi iginde siniflandirilmasi gerektigini

Onermistir.

1891'de Eppinger tarafindan beyin apsesinden izole edilen ve aerobik, gram
pozitif, asit-alkol direngli bir organizma olan Cladothrix asteroides olarak
adlandirdig1 organizma, 1896 yilinda, Blanchard tarafindan N. asteroides olarak
yeniden adlandirilmistir. Yine Brezilyali bir hastanin bacagidan izole edilen ve
Lindenberg tarafindan Discomyces brasiliensis olarak adlandirilan organizma daha
sonra Pinoy tarafindan N. brasiliensis olarak yeniden adlandirilmistir. 1891'de Rossi-
Doria'nin Streptothrix carnea admi verdigi toprak organizmasini, Castellani ve

Chalmers N. carnea olarak yeniden adlandirmiglardir.

Nocardia cinsinin uzun ve karigik taksonomi tarihi Lechevalier tarafindan ana
hatlariyla  agiklanmistir.  Waksman  (1961)’n ¢alismasiyla, Nocardia’nin

heterojenitesinin altin1 ¢izen modern taksonomik tekniklerin kullanimi, cinsin
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siiflandirilmasinda gelismelere ve gelecek calismalar i¢in saglam bir temel
olusturmustur (Tsukamura, 1969, 1977; Bradley ve Mordarski, 1976; Mordarski ve
dig., 1978; Goodfellow ve Minnikin, 1978; Orchard ve Goodfellow, 1980;
Goodfellow ve dig., 1982).

Niimerik c¢alismalar neticesinde Nocardia cinsinin aerobik nocardioform
aktinomisetlerin oldukca genis heterojen bir grubu oldugu dikkat ¢ekicidir. McClung
(1974) 31 Nocardia tiriinii tanimlayip listeleyerek Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology’nin 8. baskisinda durumla ilgili diisiincelerini
aciklamistir. McClung, cins lyelerini misel gelisimi derecesine gore 3 morfolojik
gruba ayirmakla beraber; bazi kiiltiirlerin  geng kolonilerin - mikroskobik
mikromorfolojileri ve kiiltiirel 6zelliklerindeki agirliklarindan dolay: esit gecerlilikle
Corynebacterium, Mycobacterium ya da Nocardia cinslerine yerlestirilebilecegine de
dikkat ¢ekmistir.

Hiicre duvari major seker ve aminoasit kompozisyonu ile peptidoglikan
yapisinin saptanmasi aktinomiset sistematiginin yeniden gozden gegcirilmesine ve
cesitli duvar kemotipleri ve peptidoglikan tiplerine gore taksonlarin belirlenmesini
saglamistir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970; Schleifer ve Kandler, 1972). Ayrica,
hiicre duvarinda nitel duvar kompozisyon analizleri Corynebacteria, Mycobacteria
ve Nocardia arasindaki yakin iliski i¢in anlamli ve agik bir delil saglamistir
(Cummins ve Harris, 1956, 1958). Bu organizmalarin tiimii biiyiilk miktarda mezo-
diaminopimelik asit (meso-A2pm), arabinoz ve galaktoz igermekte; Kemotip-1V
hiicre duvar1 ve Al peptidoglikan tipine sahiptir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970;
Schleifer ve Kandler, 1972). Bu taksonlar arasindaki yakin iliski, onlarin mikolik asit
yani yliksek molekiiler agirlikli 2-alkil-3-hidroksi dallanmis zincirli yag asitlerini
icerdiklerinin kesfedilmesi ile daha ileri diizey kazanmistir. Mikolik asit igeren
aktinomisetler “Mycolata” olarak adlandirilmakta ve ¢ogunlukla, Mycolata grubu
liyesi organizmalarin hiicre zarflarinda esterlenmis mikolik asitlere baglanan
peptidoglikan-arabinogalaktan hiicre duvari iskeletleri yapiy1 olusturmaktadir (Chun
ve dig., 1996).

Nocardia'lar dallanmis flamentlileri bir arada bulunduran, aerobik, katalaz
pozitif, hareketsiz, Gram boyamada gram pozitif sonu¢ veren ve tipik olarak da

bliyiime devrinin baz1 safhalarinda asit-alkol diren¢li mikroorganizmalardir
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(Goodfellow ve Cross, 1984). Nocardia cinsi tiyeleri 0,5-1,2 ym ¢apinda, besi yeri
yilizeyinde veya derinliklerinde genis¢e dallanarak vejetatif hiflerle biiyiimektelerdir.
Genelde koloniler sert, kolayca kirilan bir yogunluga, ¢ok iyi bir bi¢imde kivrimli bir
yiizey ile kivrimli bir goriiniise sahiptir. Bazen koloninin gerg¢ek rengini maskeleyen
bir hava miselyumu ya da sekonder miselyum tarafindan ¢evrelenmektedir
(Goodfellow ve dig., 1999).

Oksidatif tipte karbonhidrat metabolizmasina sahip kemoorganotropik
organizmalardir. Nocardia hiicre duvar1 A1 tipinde mezo-diaminopimelik asit igeren
peptidoglikana  sahiptir. Nocardia cinsinin  hiicre duvari  mikolik  asit
bulundurmaktadir. Nocardia’larin hiicre duvar tipi Kemotip IV A’dir ve karakteristik
hiicre duvar polisakkariti olarak arabinoz ve galaktoz icermektedir (Lechevalier ve

Lechevalier, 1970). DNA' nin G+C oran1 % 64-72 mol' diir.

Aktinomiset sistematiginde degerli oldugu gosterilen diger kimyasal
belirleyiciler hiicresel yag asitleri, izoprenoid quinonlar ve polar lipit analizlerinden
belirlenmistir (Lechevalier ve dig., 1977; Minnikin ve Goodfellow, 1980;
Kroppenstedt, 1985; Baba ve dig., 1997). Mikolik asit igeren aktinomisetlerin,
ozellikle Corynebacteria, Mycobacteria ve Nocardia’nin sahip oldugu mikolik
asitlerin yapis1 ve tiim boyutundaki farkliliklarla, hiicresel yag asitleri, menaquinon
ve polar lipit kompozisyonu ile tanimlanip ayirt edilebildigi sonradan ortaya
cikarilmistir (Cross ve Goodfellow, 1973; Goodfellow ve Minnikin, 1977, 1981a, b,
1984; Keddie ve Cure, 1977; Minnikin ve dig., 1978; Baba ve dig., 1997). Yeni
Nocardia tiirlerinin durumunu belirlemek i¢in ilave karsilastirmali ¢alismalara
gereksinim duyulmustur. Bu sebeple 1990°da Yano ve dig., DNA:DNA benzerligi,
mikolik asit ve niimerik taksonomi verilerini kullanarak N. nova’y: N. asteroides ve

N. farcinica’dan ayirmistir.

Gen dizileme c¢alismalarinin laboratuarlarda rutin kullanima girmesiyle
Nocardia asteroides olarak tanmimlanan pek ¢ok klinik Nocardia izolatinin aslinda
farkli Nocardia tiirleri oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Sonug¢ olarak Nocardia
asteroides (ATCC 19247T) “sensu sitricto” yani gen dizilimi ile tanimlanan tip
Orneginin, aslinda 6nemli bir insan patojeni olmadig: diisiiniilmektedir (Conville ve

Witebsky, 2010).
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Nocardia tiirleri dogada olduk¢a yaygindir ve toprakta bol miktarda
bulunurlar. Baz1 suslar insan ve hayvanlar icin firsat¢1 patojendir (Giirtler ve dig.,
2001; Jannat-Khah ve dig., 2010; Moser ve dig., 2011). Kan emici arthropodlarla
mutualistik birliktelik olusturduklar1 gibi su ve pis su borular ile dogal kaucuk
birlesim yerlerinde biyolojik bozulmalarda da rol almaktadirlar (Hutchinson ve dig.,
1977; Orchard, 1981; Maldonado ve dig., 2000). N. amarae ve N. otitidiscaviarum
populasyonlar1 aktif ¢amur kirli su aritim tesislerinde havalandirma tanklarinin
yiizeylerindeki kopiik icerisinde bulunmustur (Cross, 1981; Goodfellow ve dig.,
1996; Lechevalier ve Lechevalier, 1974; Lemmer ve Kroppenstedt, 1984; Pagilla ve
dig., 1998; Sezgin ve dig., 1988; Soddell ve Seviour, 1990).

Denizel habitatlarda da Nocardia tiirlerine rastlanmigtir (Peela ve dig., 2005;
Bredholdt ve dig., 2007; El-Gendy ve dig., 2008). Derin denizlerde ve deniz
sedimentlerinde yapilan c¢alismalar sanildigindan c¢ok daha fazla aktinomiset
cesitliliginin oldugunu gostermistir (Kokare ve dig., 2004). Zhang ve digerlerinin
(2008) Cin’de yaptiklar1 caligmada N. abscessus, N. shimofusensis ve N. asteroides

tiirlerini deniz siingerinden izole etmeyi basarmiglardir.

Nocardia’nin dogal habitat1 topraktir ve pH 6,8-7,2 arasi optimum biiylime
gostermektedirler. Bunun disinda asidik ve bazik topraklardan da Nocardia
izolasyonu gergeklesmistir. Nocardia jiangxiensis ve Nocardia miyunensis asidik
toprakdan, N. neocaledoniensis ise ultrabazik yiiksek miktarda magnezyum iceren
topraktan, yine topraktan izole edilen Nocardia goodfellowii ve Nocardia thraciensis
yeni Nocardia tiirleri olarak literatiire kazandirilmiglardir (Cui ve dig., 2005;

Saintpierre- Bonaccio ve dig., 2004; Sazak ve dig., 2012; Yamamura ve dig., 2005).

Nocardia mezofilik aktinomisetlerden olmakla birlikte Takahashi ve Omura,
2003 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada ¢61 kumundan 50 C’de gelisebilen Nocardia
susunu izole etmeyi basardiklarini bildirmislerdir. Bunu takiben 2006 yilinda Seo ve
Lee deniz kumundan yeni bir Nocardia tiirii izole etmis ve Nocardia harenae olarak
literatiire kazandirmislardir. Kampfer ve digerleri ise 2012 yilinda Karayip Deniz

kumundan Nocardi agrenadensis tiiriinii izole etmistir.

Nocardia cinsi genellikle yaz aylarinda aritim tanklarinda kopiirmeye sebep
olan bir bakteridir ve N. pinensis ile N. takadensis aktif ¢camur’dan izole edilerek

literatiire kazandirilmis tiirlerdir (Blackall ve dig., 1989; Yamamura ve dig., 2005).
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Genellikle karanlik, organik madde agisindan fakir ve sicaklik agisindan nispeten
stabil Ozellik gdsteren yasam ortamlari olarak tanimlanan magaralarda yasayan
aktinomiset cinslerinden biri de Nocardia cinsidir. N. jejuensis, N. speluncae ve N.
altamirensis gibi Nocardia tiirleri ¢esitli magaralardan izole edilip literatiire
kazandirilmiglardir (Lee, 2006; Seo ve dig., 2007; Jurado ve dig., 2008).

Sekonder aktif metabolit liretimi yoniinden zengin Nocardia tiirlerine 6rnek
olarak 2009 yilinda literatiire kazandirilmis, amicoumacin B tireten N. jinnensis ve
nitrik oksit sentetaz enzimince zengin N. iowensis tiirleri verilebilir (Lamm ve dig.,
2009; Sun ve dig., 2009)

2010 yilinda Kaewkla ve Franco, ananas agacinin kokiinde patojen
organizmlarla antagonistik iligki i¢inde olan Nocardia callitridis tiiriinii izole
ettiklerini bildirmislerdir. Boylece endofitik 6nemi olan yeni bir aktinomiset tiirii
literatiire eklenmistir. 2011 yilinda Zhao ve digerleri Artemisia annua bitkisinin
govdesinden endofitik Nocardia artemisiae tiiriinii, Xing ve digerleri Jatropha
curcas bitkisinin yagh tohumundan endofitik Nocardia endophytica tiiriinii izole

etmistir.

Nocardia cinsi giiniimiizde sistematikte gegerli olarak tanimlanmig 101 tiirti

biinyesinde barindirmaktadir (www.bacterio.cict.fr/n/nocardia.html Kasim 2013).

Yapilan cgesitli ¢alismalarda Nocardia cinsi iiyelerinin antibiyotik ireticisi
oldugu tespit edilmistir. Patojen bir organizma olan Vibrio damsela tiirtinii gelisimini
inhibe etme potansiyeline sahip tiirler {izerine yapilan bir ¢alismada, 16 aktinomiset
tiyesi sug icerisinde Nocardia brasiliensis tiiriiniin en genis inhibisyon zonunu
olusturdugu tespit edilmistir (El-sersy ve Abou-Elela, 2006). Nocardia brasiliensis
tiiri lizerine yapilan calismalarda bu organizmanin bir indol alkoloid olan
brasilikardin A ile brasiliquinon A, B, C29 olarak adlandirilan sitotoksin antifungal
ve antibakteriyel antibiyotikleri sentezledigi tespit edilmistir. Bunun yaninda
Nocardia transvalensis IFM 10065 tiirtinden ¢inko kompleksli bir antibiyotik olan

Transvalensis A’y1 sentezledigi rapor edilmistir (Hoshino, 2004).
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2.1.7 Nonomuraea cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri

Ustalem: Bacteria

Sinif: Actinobacteria

Altsinif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Streptosporangineae (Ward-Rainey ve dig., 1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Streptosporangiaceae (Goodfellow ve dig., 1990) (Zhi ve dig., 2009)

Cins: Nonomuraea (Zhang ve dig., 1998)

Nonomuraea cinsi Zhang ve digerleri tarafindan 1998 yilinda Onerilmistir ve
Streptosporangiaceae familyasinin bir iiyesidir. Bu takson Microtetraspora pusilla
olarak tanimlanan tiirlin yeniden tanimlanmasiyla ortaya ¢ikmistir (Fischer ve dig.,
1983; Poschner ve dig., 1985; Goodfellow ve dig., 1988; Kroppenstedt ve dig.,
1990). Nonomuraea cinsi iiyeleri aerobik, Gram-pozitif, non-asit-fast, agir1 dallanmis
substrat ve hava miselyumlarina sahip hareketsiz aktinomisetlerdir. Hava hifleri
cengel, spiral yada katlanmis, diizensiz, pliriizsiiz ve degisen ylizey gorliniimlerine
sahip uzun spor zincirleri seklinde farklilagabilir. Gelisim sicaklik araligi 20-45 'C’dir
ve bazi suslar 55°C’de gelismektedir. Hiicre duvarlari meso-A2pm igerir ve maduroz
tim organizmalardaki hidrolizatlarda mevcuttur. Baskin menakinonlar MK-9 (Ho,
Ha, Hy)’dur (Ara ve dig., 2007a, b; Camas ve dig., 2013; Cao ve dig., 2012; Chiba ve
dig., 1999; Ka'mpfer ve dig., 2005, 2010; Le Roes ve Meyers, 2008; Li ve dig.,
2011, 2012; Nakaew ve dig., 2012; Qin ve dig., 2009; Stackebrandt ve dig., 2001;
Wang ve dig., 2011; Zhang ve dig., 1998; Zhao ve dig., 2011). Fosfolipid sekilleri
glukozamin igeren fosfotidiletanolamin, fosfotidilmetiletanolamin,
difosfotidilgliserol ve fosfotidilinositol gibi lipidler ile Kkaraterize edilmistir
(Lechevalier ve dig., 1977) ve baskin yag asitleri 10- methil-17- ve iso-16-dallanmis
bilesikleridir (Kroppenstedt, 1985). DNA’nin G+C igerigi 64-69 mol%’diir. Tip
tirli; Zhang ve digerleri tarafindan 1998 yilinda tanimlanan Nonomuraea pusila
tiiridiir. Tip susu; ATCC 27296'=DSM 43357".
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Nonomuraea cinsi tanimlanmis 34 tir ve 2 alttir icermektedir

(http://www.bacterio.net/nonomuraea.html Kasim-2013).

Streptosporangiaceae familyasmin tyeleri genellikle toprak ile iliskilidir,
fakat bu ortamdaki rolleri hakkinda c¢ok az sey bilinir. Bunun yaninda segici
izolasyon prosediirlerindeki gelismeler dogal habitatlarindaki  aktinomiset
taksonlarinin varoluslari, dagilimlari, sayilar1 ve aktiviteleri hakkinda yeni bilgiler
sunmaktadir (Suzuki ve dig., 2001a, 2001b). Bu familyanin {iyelerinin topraktaki

bitki materyallerinin ilk ayrismasinda rol aldig1 muhtemeldir.

Nonomuraea cinsinin tiirlerinin ¢ogunun kokeni topraktir (Nonomura ve

Ohara, 1971c; Meyer, 1979; Galatenko ve dig., 1981).

Nonomuraea suslar1 hava hifleri lizerinde yalanci kesecikler ve spor zincirleri
olusturabilmeleriyle ayni1 familyadaki cinslerin iiyelerinden ayirt edilir. Bu cinsi
olusturan tiirler spor zincir morfolojileri, spor duvar sekilleri, olgun sporlanmis hava
miselyumlarinin rengi ve substrat miselyumlarinin pigmentasyonu vasitasiyla ayirt
edilebilir . Fakat bu tiirlerin ¢ogunun tanimlanmasi zordur. Ciinkii yalnizca bir sus ya
da birka¢ sus drneklenmis durumdadir. Hatta baz1 suslar ¢alisildiginda biyokimyasal
ve fizyolojik testlerin sonuglari literatiir verileri ile kiyaslandigi zaman bunlarin
literatiirdeki veriler ile tutarl ya da tutarsiz olabilecegini ispatlamistir. Fakat niimerik
taksonomi verileri takson iginde tanimlanan tiirlerin ¢gogunun yerinin dogru oldugunu

gostermistir (Goodfellow ve dig., 1979; Goodfellow ve Pirouz, 1982).

Nonomuraeca ATCC 39727 susundaki gilikopeptid antibiyotiginin
biyosentezini kodlayan gen kiimesi 2003 yilinda Sosio ve digerleri tarafindan izole
edilmis ve karakterize edilmistir. Glikopeptidlerin teikoplanin ailesinin bir {iyesi olan
bu glikopeptid Sosio ve digerleri tarafindan deklorommannozil-A40926 aglikanini

yeni bir bilesik olarak izole edilmistir.

Streptosporangiaceae familyasinin {iyelerinin zengin bir ticari iiriin, kayda
deger bir antibiyotik ve enzim iireticisi oldugu diisiiniilmektedir. N. roseoviolacea,
carminomicin (Nakagawa ve dig., 1983; Nakagawa ve dig., 1989); N. rubra,
maduromycin (Fleck ve dig., 1978), N. pusilla, actinotiocin (Tamura ve dig., 1973)
ve N. spiralis, pyralomicin (Naganawa ve dig., 2002) gibi antibiyotikleri

sentezlemektedir.
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2.1.8 Rhodococcus cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri

Ustalem: Bacteria

Siif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Corynebacterineae (Stackebrandt ve dig.,1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Nocardiaceae (Castellani ve Chalmers, 1919) (Zhi ve dig., 2009)
Cins: Rhodococcus (Zopf, 1891)

Ilk olarak Zopf (1891) tarafindan kullanilan ‘Rhodococcus’ cins ismi 1977de
Nocardia, Corynebacterium ve Mycobacterium {iyelerine benzeyen ancak bu
cinslerden birine dahil edilmeyen birgok susu igeren ‘rhodochrous’ kompleksine
yerlestirilerek tekrar tanimlanmigtir (Goodfellow ve Alderson, 1977). Rodokoklar
aerobik, Gram-pozitif, hareketsiz, mikolat i¢eren, nokardioform aktinomisetler olarak
tanimlanmaktadir. ‘Nokardioform’ terimi morfolojik olarak tanimlayict olup ¢ubuk
veya kiire bigimli elementlere ayrilan miselli gelisimi ifade etmektedir (Lechevalier,

1989; Bell ve dig., 1998).

Rhodococcus cinsi igerisinde konumu belirsiz olan dort tiirle birlikte toplam
20 tiir listeleyen Bergey’in Sistematik Bakteriyoloji Kilavuzunun yayimlanmasindan
itibaren cinsin siniflandirilmasinda 6nemli degisiklikler yapilmistir. Bazi tiirler
birlestirilmis, tanimlanmig olan bagka cinslere aktarilmis veya yeni cinsler igerisinde
simiflandirilmistir. Rhodococcus obuensis tiirintin R. sputi ile sinonim oldugu
belirtilmistir (Zakrzewska-Czerwinska ve dig., 1988). Daha 6nce Rhodococcus cinsi
igerisinde tanimlanan R. auranticus Tsukamurella cinsine yerlestirilirken R.
bronchialis, R. rubropertinctus, R. sputi ve R. terrae Gordona cinsine aktarilarak iki
yeni cins tanimlanmistir (Collins ve dig., 1988; Stackebrandt ve dig., 1988). Daha
sonra R. chlorophenolicus tiirti Mycobacterium cinsine dahil edilmis (Briglia ve dig.,
1994; Haggblom ve dig., 1994); R. aichiensis ve R. chubuensis Gordona cinsine
aktarilmig (Klatte ve dig., 1994; Riegel ve dig., 1994); R. luteus’un R. fascians ile
sinonim oldugu tanimlanmis (Klatte ve dig., 1994) ve R. maris D. maris olarak yeni

tanimlanmis Dietzia cinsine transfer edilmistir (Rainey ve dig., 1995). Rhodococcus
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roseus, R. zopfii, R. opacus ve R. percolatus yeni tiirler olarak tanimlanmis, ancak
daha sonra R. roseus’un R. rhodochrous tiiriiniin bir {iyesi oldugu gosterilmistir
(Rainey ve dig., 1995; Bell ve dig., 1998).

Rhodococcus cinsinin filogenetik olarak mikolat igeren cinslerden olusan bir
klad icerisine yerlestigi gdsterilmistir. Aslinda sadece bu cinsler hiicre duvarlarinda
mikolik asit icermektedir (Embley ve Stackebrandt, 1994). Corynebacterium,
Mycobacterium ve Nocardia cinslerinin olusturdugu ‘CMN grubu’ Rhodococcus,
Gordona, Tsukamurella ve Dietzia cinslerini de dahil ederek genisletilebilir (Ruimy
ve dig., 1994). Bu klad igerisinde yerlesim gosteren iki yeni cins daha
bulunmaktadir. Bunlardan Turicella cinsi yeni bir klinik izolat olan T. otitidis igin
olusturulmustur (Funke ve dig., 1994). Skermania cinsi ise daha 6nce Nocardia
pinensis olarak bilinen tiir igin olusturulmustur (Chun ve dig., 1997). Ancak, Ruimy
ve dig. (1995) Turicella otitidis’in  Corynebacterium cinsi igerisinde
degerlendirilmesi  gerektigini bildirmiglerdir. Bu nedenle Turicella cinsinin
gecerliligi tartismalidir. Familya diizeyinde de farkli siniflandirmalar onerilmistir.
Goodfellow (1992) Rhodococcus, Gordona, Tsukamurella ve Nocardia cinslerinin
Nocardiaceae familyasi icerisinde gruplandirilmasini 6nermis, ancak daha sonra
Chun ve dig. (1996) bu cinslerin Mycobacterium ile birlikte Mycobacteriaceae

familyasi igerisinde gruplandirilmasi gerektigini bildirmislerdir (Bell ve dig., 1998).

Rhodococcus cinsi aerobik, Gram-pozitif veya Gram-degisken, hareketsiz,
katalaz pozitif, gelisimin bazi evrelerinde asit-alkol-fast, ¢ubuk bigiminde veya
olduk¢a dallanmis substrat miselyumu olusturabilen aktinomisetlerden olusmaktadir.
Gelisim dongiisii kok veya kisa cubuk olarak baslar ve daha sonra farkh
organizmalar az ya da ¢ok kompleks morfolojik asamalar serisi gosterirler: koklar
kisa ¢ubuklar halinde veya yan uzantilara sahip filamentler halinde veya dallanmis
hifler iireterek (en fazla farklilasmis formlar) gelismeye baslamaktadir. Cubuklarin,
filamentlerin veya hiflerin par¢alanmasiyla yeni nesil koklar veya kisa gubuklar
olusmaktadir. Baz1 suglar birleserek yukari uzanan dallanmamis filamentlerden
olusan, seyrek, mikroskobik olarak goriilebilir hava hifleri olusturmaktadir

(Goodfellow ve Maldonado, 2006).

Rodokoklar standart laboratuvar besi ortamlarinda 30°C’de 1y1 geligsmektedir.

Ancak bazi suglar tiamine gereksinim duymaktadir. Koloniler piiriizli, piiriizsiiz veya
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mukoid O6zellikte olup soluk sari, krem, sari, turuncu veya kirmizi pigmentlidir;
ancak renksiz cesitleri de bulunmaktadir. Rodokoklar katalaz pozitif, lizozime
duyarl, arilsiilfat negatif olup glukozdan oksidatif olarak asit liretmektedir. Ayrica
Aly tipi peptidoglikana sahip olup 30-54 karbon uzunlukta en fazla iki ¢ift bagh
mikolik asitler icermektedir. Mikolik asitlerin pirolizis gaz kromatografisinde salinan
yag asidi esterleri 12-16 karbona sahiptir. Ayrica rodokoklar baskin izoprenolog
olarak sekiz izopren birimine sahip dihidrojenlenmis menakinonlar icermektedir.
DNA’nin G + C igerigi %67-73 mol’dur. Cinsin tip tiirii Rhodococcus rhodochrous
(Zopf, 1889) Tsukamura 1974, 43*" olup tip susunun koleksiyon numarasi ATCC
13808" = DSM 43241" (Goodfellow ve Maldonado, 2006).

Rhodococcus  cinsinin  gelisen  smiflandirmast  baska  tirlerin = de
tanimlanmasina imkan tanimustir. Rhodococcus cinsi mevcut durumda mikolik asit
iceren aktinomisetlerin olusturdugu evrimsel yayilim igerisinde tanimlanabilir bir

grup olusturan 50 tiirden olugsmaktadir (http://www.bacterio.net/rhodococcus.html

Kasim-2013). Rodokok tiirlerinin taksonomik biitiinligii genotipik ve fenotipik
ozelliklerin kombinasyonuyla desteklenmektedir (Goodfellow ve Maldonado, 2006).

Rodokoklar sucul ve karasal habitatlarda yaygin olarak bulunmaktadir.
Rodokok tiirleri topraktan, deniz sedimentlerinden ve mutualistik birliktelik
kurabildikleri kan emici boceklerin bagirsak igeriklerinden izole edilmislerdir (Cross
ve dig., 1976; Goodfellow ve Aubert, 1980; Colquhoun ve dig., 1998; Zhang ve dig.,
2002). Rhodococcus erythropolis, R. rhodochrous ve R. ruber topraktan (Goodfellow
ve Williams, 1983); R. marinonascens ve R. nanhaiensis deniz sedimentlerinden
(Helmke ve Weyland, 1984; Li ve dig., 2013) ve R. rhodochrous atik ¢amuru
tesisindeki havalandirma tanklarinin  ylizeyindeki kopiikten (Lemmer ve
Kroppenstedt, 1984) izole edilmistir. Ayrica, baz1 tlirler daha kisitli kaynaklardan
izole edilmistir; R. baikonurensis Rus uzay laboratuvart Mir’deki havadan (Li ve
dig., 2004), R. gordoniae fenolle kontamine olmus topraktan (Jones ve dig., 2004),
R. jostii bir ortagag mezarindan (Takeuchi ve dig., 2002), R. koreensis, R. jialingiae
ve R. pyridinivorans endiistriyel atik sudan (Yoon ve dig., 2000a, Wang ve dig.,
2010) R. canchipurensis kire¢ tasi yarigindan (Nimaichand ve dig., 2013) izole

edilmistir.
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Rhodococcus coprophilus tiirii birgok ekolojik ¢alismaya konu olmustur. Bu
organizma otgul hayvanlarin giibrelerinde gelismektedir. Ancak ¢ayir, irmak, dere ve
g6l c¢amurundan da izole edildigi bildirilmistir. Rhodococcus cerastii ve
Rhodococcus trifolii  tiirleri yaprak yiizeyinden (Kampfer ve dig., 2013),
Rhodococcus artemisiae tiirii Artemisia annua bitkisinden (Zhao ve dig., 2012),
Rhodococcus cercidiphylli tiirii ise Cercidiphyllum japonicum yapragindan (Li ve
dig., 2008) izole edilmistir.

Rhodococcus tiirlerinin ticari potansiyeli bulunmaktadir. Rodokoklar, birgok
kimyasali doniistiirmeleri veya pargalamalari, yiizey aktif maddeler, pihtilastirici
ajanlar, amidler ve polimerler gibi cesitli iirlinleri sentezleyebilmeleri nedeniyle

cevresel ve endiistriyel biyoteknolojide potansiyel 6neme sahiptir.

Rodokoklarin hidrokarbonlari ve diger kimyasallar1 pargalayabilmeleri, bu tiir
bilesiklerin dogada ayristirllmasinda ve biyoremediasyonda oOnemli islevleri
oldugunu gosterebilir. Rodokoklar kirli ortamlarda dogal olarak bulunmakta ve
biyoremediasyon amaciyla ortama asilamak i¢in bazi avantajlara sahiptir.
Rodokoklarin toprakta aglik kosullarinda bile siirekli olarak bulunabildigi ve
rodokoklar tarafindan kirleticilerin ayristirilmasinin, kolaylikla kullanilabilen karbon
kaynaklarmin varhigindan olumsuz olarak etkilenmeyebilecegi bildirilmistir.
Rhodococcus hiicreleri, hiicre duvarlarindaki alifatik mikolik asit zincirlerinden
dolayr hidrofobik Ozelliktedirler. Bu nedenle yag/su ara yiizlerinde birleserek
hidrofobik kirleticileri ayristirabilirler (Neu, 1996). Bazi Rhodococcus suslart ise
psikrotrofik olup soguk iklimlerde biyoremediasyon uygulamalarinda kullanim igin

potansiyele sahip olabilir (Koronelli, 1996; Yagafarova ve Skvortsova, 1996).

Rodokoklar genellikle hidrokarbonlarin  bulundugu ortamlardan izole
edilmektedir. Cinsin bazi suslar1 tek karbon kaynagi olarak propan, biitan ve asetilen
gibi gaz haldeki hidrokarbonlar1 kullanarak gelisebilmektedir. Toprakta veya yeralti
sularinda bulunan gaz haldeki alkanlar1 yiikseltgeyebilen rodokoklarin ortaya
c¢ikarilmasi yeralti hidrokarbon depolarinin bir gdstergesi olabilir. Rodokoklarin bu

0zelligi petrol arastirmalarinda da kullanilabilir (Ashraf ve dig., 1994).
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2.1.9 Streptomyces cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri

Ustalem: Bacteria

Sinif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Streptomycineae (Rainey ve dig., 1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Streptomycetaceae (Waksman ve Henrici, 1943) (Zhi ve dig., 2009)

Cins: Streptomyces (Waksman ve Henrici, 1943)

Waksman ve Henrici tarafindan 1943 yilinda tanimlanan Streptomyces cinsi
giiniimiize kadar tanimlanmis 638 tiir ve 38 alttiir ile aktinomisetlerin en genis

grubunu olusturmaktadir (http://www.bacterio.cict.fr/s/streptomycesa.html Kasim-

2013). Waksman ve Henrici yayimnladiklar1 ¢calismada, Streptomycetaceae familyasini
dallanma gosteren ince miselyumlara sahip, spor olusturan, nadiren bdlmeli ya da
bolmesiz hava hiflerine sahip, Streptomyces ve Micromonospora cinslerini igeren bir
takson olarak tanmimlamigtir. Streptomyces isminin; aerobik, saprofitik ve spor
olusturan bu bakteri cinsi i¢in uygun oldugunu onermistir (Waksman ve Henrici,

1943).

Streptomyces cinsinin 1943 yilinda Waskman ve Henrici tarafindan
tanimlanmasinida kapsaya siire¢ icerisinde (1940- 1957 yillar1 arasinda) kisith
fenotipik 6zelliklere dayali olarak yapilan ¢alismalarda binin {izerinde Streptomyces
cinsine ait tiir tanimlanmistir (Pridham ve dig., 1958). 1958’de Pridham ve digerleri
Streptomyces cinsini morfolojik 6zeliklerine gore degerlendirmis, Streptomyces
cinsinin morfolojik olarak bakterilerden ¢ok mikrofunguslara benzedigini goriip,
botaniksel kodlamaya gore cins ve tiir diizeyinde ikili adlandirmaya gitmislerdir

(Wellington, 2009).

1960’11 yillara gelindiginde Streptomyces’lerin  yetersiz tanimlanmasi
nedeniyle Streptomyces cinsi i¢in tamimlayict standart kriterler, metotlar ve

besiyerleri gelistirmek amaciyla “Taxonomy of Actinomycetes, American Society
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for Microbiology ve International Commitee on Bacteriological Nomenculature” gibi
komitelerin denetimi altinda International Streptomyces Project (ISP) olarak
adlandirilan kapsamli bir ¢alisma baslatilmistir. 1964- 1972 yillan arasinda yapilan
bu ¢alismayla Streptomyces cinsinin, spor yiizey ve spor zincir morfolojileri, koloni
rengi, melanin pigmenti tretip iiretmedigi ve karbon kullanimi gibi fenotipik

ozellikleri belirlenmistir (Gotlieb, 1961; Shirling ve Gotlieb, 1967, 68a, 68b, 69, 72).

ISP projesini, 1983 yilinda tamamlanan ve Streptomyces cinsinin niimerik
siniflandirmasini igeren ¢alisma takip etmistir (Williams ve dig., 1983). 1992 yilinda
Goodfellow ve digerlerinin 252 Streptomyces tiiriine 273 birim karakterden olusan
niimerik taksonomik calismasiyla Streptomyces cinsi olduk¢a iyi tanimlanmustir.
2001 yilinda Anderson ve digerlerinin “Taxonomy of Streptomyces and Related

Genera” adli galismasi Streptomyces literatiiriine 151k tutmustur.

Woose ve Fox’un rRNA molekiiliiniin molekiiler sistematikte kullanmasiyla
birlikte tiir tanimlamasinda olmazsa olmaz taksonomik kriterlerden biri olan 16S
rRNA gen bolgesi analizi eklenmistir (Fox ve dig., 1977; Woese, 1987; Jansen, 2006,
Tindall, 2010). Ayrica modern taksonomik prosediirlerin uygulanmasiyla
Streptomyces cinsinin siniflandirilmasinda 6nemli gelismeler olmustur (Anderson ve
Wellington, 2001; Hatano ve dig., 2003; Lanoot ve dig., 2004, 2005). Tanimh
tirlerin birgogu hem fenotipitk hem de genotipik metodlarin beraberce
kullanilmasiyla iyi sekilde tanimlanmistir. Ancak yapilan ¢aligmalar 16S rRNA gen
dizisinin ¢ok yakin akraba tiirler arasindaki ayrimi yapmakta yetersiz kaldigim
gostermektedir. Bu vesileyle 6zellikle DNA-DNA hibridizasyonu (DDH), ¢oklu gen
bolgesi analizleri (MLSA) gibi diger molekiiler tekniklerle de ¢alisilmasi gerektigi
vurgulanmaktadir (Rong ve dig., 2009). Ayrica son on bes yilda gelisen molekiiler
teknikler sadece 16S rRNA gen bolgesinin degil tiim genomun dizi analizini

yapmaya olanak saglamistir.

Streptomyces’lerin birgogu kemoorganotrofiktir ve enerji gereksinimlerini
karsilayip gelisebilmek i¢in temel karbon ve azot kaynagi olarak organik bilesikleri
genis capta kullanabilirler. Bu organizmalar oksidatif metabolizmaya sahiptir ve

DNA’nin yiizde G+C mol orani, % 69-78 mol arasindadir (Kim ve dig., 1999).
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Cogu Streptomyces mezofilik olmakla birlikte, psikrofilik ve termofilik
Streptomyces’ler de mevcuttur. pH 6,5-8’de optimum gelisme gozlenirken asidik ya

da alkali pH’da gelisen tiirlere de rastlanmaktadir.

Streptomyces’ler Kemotip II hiicre duvarina sahip olup hiicre duvar1 LL-DAP
ve glisin icerirken karakteristik bir polisakkarite sahip degildir (Lechevalier ve
Lechevalier, 1970). A3y tipinde peptidoglikan yapisindadir (Schleifer ve Kandler,
1972). Aym1 zamanda teikoik asitleri de igerir fakat mikolik asitleri igermezler
(Naumova ve dig., 1978; Vylegzhanina ve dig., 1986; Goodfellow, 1989; Korn-
Wendisch ve Kutzner, 1992).

Streptomyces tiirleri ¢ok iyi gelismis bir miselyum yapisina sahiptir. Yasam
dongiisii boyunca morfolojik 6zellikleri birbirinden farkl ii¢ yap1 olusturur. Bu ii¢
yapidan substrat miselyumu ortama c¢ok kuvvetli bir sekilde tutunma oOzelligi
gostererek ortamdaki besin maddelerini alir. Ardindan yine toprak yiizeyine dogru
gelisen diger bir morfolojik yapt olan hava miselyumlar1 olusur. Substrat
miselyumlarinin iizerinde pek spor olusumu gozlenmezken hava miselyumlarinin
lizerinde veya iginde spor zincirleri olusur. Ureme bu hareketsiz sporlarla gerceklesir

ve yasam dongiisii tamamlanir.

Hava miselyumlar1 ince, uzun, oval veya kiire seklinde olup hareketsizlerdir.
Cins 0,5-2 pum capinda hifler iiretir ve genellikle hava miselyumlar: substrat
miselyumlarina gore daha kalindir. Hava miselyumu bol miktarda spor (conidia)
ithtiva eder. Baz1 suslarin sporlar1 diiz oldugu halde bazilarinki dikenlidir. Bunlarla
birlikte tiiylimsii veya sigilimsi olanlar da bulunabilmektedir (Anderson ve

Wellington, 2001).

Streptomyces’lerin pigment {iiretme yetene8i sayesinde substrat ve hava
miselyumlari ¢ok farkli renklerde olabilir. Ayn1 zaman da bu cins ¢oziinilir pigmentte
tiretmektedir ve boylece petri kaplari iizerinde Streptomyces kolonileri mikromantar
ve aktinomiset disindaki diger bakterilerden kolayca ayirt edilebilmektedirler

(Goodfellow ve Simpson, 1987).

Streptomyces cinsinin  smiflandirilmasina  iliskin - bu kadar ¢alisma
yapilmasina karsin ekolojisi ile ilgili yeterince ¢alisma bulunmamaktadir.

Streptomyces tiirlerinin cografik dagilimi, mevsimsel, iklimsel farkliliklarin ya da
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tarim ve ¢iftcilik uygulamalar ile insan miidahalesinin Streptomyces populasyonlari
tizerindeki etkisi hakkinda bilgi sinirlidir. Bu smirliligin sebeplerinden bir tanesi
sayisiz seg¢ici olmayan besiyerinin Streptomyces izolasyonu ig¢in kullanilmasidir.
Secici olmayan besiyerleri izolasyon yapilan bolgedeki gergek Streptomyces oraninin
belirlenmesini engellemektedir. Dogal habitatlardan yapilacak ekolojik ¢aligsmalarda
secici besiyerinin kullanilmasi ile bu sorunun agilacag: diistiniilmektedir (Sembring

ve Goodfellow, 2008).

Topraga kokusunu veren geosmin denilen seskiterpen bilesikleri sentezleyen
Streptomyces cinsinin iiyeleri toprak bakterileri olarak bilinmelerine ragmen, dogada
hem sucul hem de karasal ortamlarda yogun olarak bulunabilmektedir (Cao ve dig.,
2004; Semédo ve dig., 2004). Son yillarda yapilan caligmalar gostermistir ki
Streptomyces {iyeleri bitki koklerindeki rizosfer, gol ve deniz sedimenti, bitki
dokulari, yaprakla beslenen karincalar gibi farkli habitatlarda da bulunabilmektedir
(Jiang ve Xu, 1996; Castillo ve dig., 2002; Tokala ve dig., 2002; Ward ve Bora,
2006; Strap ve Crawford, 2006; Kost ve dig., 2007; Ray ve dig., 2013; Sembiring,
2009; Sazak, 2009; Sahin ve dig., 2010; Veyisoglu ve Sahin, 2013).

Streptomyces'lerin toprak icerisinde dagilimini, gelisimini ve aktivitesini
etkileyen birgok faktor bulunmaktadir. Bu faktorler; besine ulasilabilirlik, nem,
sicaklik, pH, toprak tipi ve mevsimsel degisimlerdir (Williams ve dig., 1972;
Williams, 1978; Atalan, 1993; Upton, 1994; Basilio ve dig., 2003). Streptomyces
tiirleri toprak icerisinde diisiik oksijen konsantrasyonunda da gelisebilmektedir. Fakat
karbondioksit oram1 % 10'u astiginda mikroorganizmalarin gelisimini inhibe
etmektedir. Streptomyces sporlar1 kurakliga dayanikli oldugu i¢in diger bakterilerin
toprakta bulunan vejetatif formdaki iiyelerine oranla Streptomyces sayisi daha
fazladir (Sembiring ve Goodfellow, 2008).

Streptomyces cinsinin termofilik, psikrofilik, asidofilik ve alkolofilik tiirleri
de mevcuttur. Sahin 1995 yilinda, kurak ve tropikal toprak 6rneklerinden termofilik
Streptomyces tiirleri izole etmistir. Ekstrem ortamlarda varolan bu bakteriler besin
durumuna gore sporulasyon ve ¢imlenme periyodunu izlerler (Vionis ve dig., 1998).
Streptomyces cinsine ait bazi tiirler insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde hastalik
etkeni olarak bilinmektedir. Bir ¢ok arasgtirmaci Actinomycetes bakterilerinin
bitkilerle iligkili oldugunu belirtmistir (Coombs ve Franco, 2003; Qin ve dig., 2009).
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Ormnegin Streptomyces scabies patates, havug ve turp gibi bitkilerde hastalik etkenidir
(Hiltunen ve dig., 2005). Bu tiire ek olarak benzer etkileri olan S. acidiscabies, S.
turgidiscabies, S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei ve S. reticuliscabiei 6rnek olarak
verilebilir (Miyajima ve dig., 1998; Lambert ve Loria, 1989b; Bouchek-Mechiche ve
dig., 2000).

Asidik topraklara uyum saglamis bir Streptomyces tiirii olan Streptomyces
asidophilus  genellikle 25-35C arasindaki sicakliklarda gelisme gostermektedir.
Buna karsilik +4°C’de gelisebilen psikrofilik ve 45-55C’de gelisebilen termofilik
tiirlerine de rastlanmaktadir (Goodfellow ve dig., 1987; Kim ve dig., 1996).

Son zamanlarda Actinomycetales takimina ait bakterilerin izolasyonu, teshisi,
karakterizasyonu ve biyoteknolojik acidan iiretmis olduklar1 primer ve sekonder
metabolitlerden dolay1r gegmis yillarda 6zellikle Streptomyces tiirleri basta olmak
lizere onemli ¢alismalar yapilmistir (Goodfellow ve dig., 2007; Ozdemir, 2008).

Streptomyces cinsi liyeleri en iyi bilinen antibiyotik ve biyoaktif sekonder
metabolit ireticisidirler. Bu cinsi iiyeleri kimyasal savas i¢in potansiyel olarak
donatilmis olup dogal habitatlarda bakteriyal ve fungal rakiplerine karsi rekabet
edebilmelerini saglayan bir¢ok antimikrobiyal bilesik iliretme yetenegine sahiptirler
(Thompson ve dig., 2002). Eritromisin, tetrasiklin gibi antibiyotikler, daunorubisin
gibi antitimor ajanlar, rapamisin gibi immiin baskilayict1 ve avermektin gibi
antihelmitikler bu sekonder metabolitlerden sadece birka¢ tanesini olusturmaktadir
(Chater, 1993). Uzerinde daha 6nce calisilmamus bitki kok sistemi (Sembring ve dig.,
2000), derin deniz sedimentleri (Bull ve Goodfellow, 2000) gibi habitatlardan izole
edilen Streptomyces cinsi {iyelerinin ticari olarak 6nemli yeni biyoaktif bilesikler i¢in

potansiyel birer kaynak oldugu rapor edilmistir (Qin ve dig., 2009).

Streptomyces cinsinin iiyeleri topraktaki biyopolimerlerin degredasyonunda
onemli rol oynamaktadir (Wang ve dig., 1989; McCarthy ve Williams, 1990). Bu
sebeplerden dolay1 endiistriyel oneme sahip ekstraselliiler karakterdeki; ksilanaz,
selliilaz ve lipaz gibi bir¢ok enzimin sentezinden sorumludurlar (Liu ve dig., 1986;
Baker ve dig., 2000; Guo ve dig., 2002). Bu ag¢idan da endiistriyel ve biyoteknolojik

Oneme sahip organizma grubundadirlar.
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Ayrica bir¢ok pargalanmasi zor bitki ve hayvan materyalini ve ksenobiyotik
polimerik maddeleri pargalayarak karbon c¢evrimine katkida bulunan az sayida
mikroorganizma grubundan birini olusturmaktadirlar. Parcalayabildikleri polimerik
maddeler arasinda; (i) Polisakkaritler: nisasta, pektin, seliiloz, kitin, lignoseliiloz, (ii)
Kopolimer (kazein, jelatin, hipoksantin), (iii) Proteinler (keratin, elastin) ve (iv)
aromatik bilesikler gelmektedir (Kdmpfer, 2006).

Streptomyces violaceusniger, Streptomyces griseus ve Streptomyces
hygroscopicus suslarinin ¢ok sayida biyoaktif metabolit tirctme yetenekleri yoniinden
diger Streptomyces tiirlerine istiinliik sagladigi goriilmektedir (Hayakawa ve dig.,
2004). Genom projesi tamamlanmig olan Streptomyces coelicolor tiirtiniin sekonder
metabolit liretiminden sorumlu 29 gen kiimesinin oldugu tahmin edilmektedir (Nett
ve dig., 2009). Bu nedenle nadir bulunan ve yaygin olmayan Streptomyces tiirlerinin
izolasyonu ve sekonder metabolitler acisindan taranmasi, dogal {irlinlerin kesfinin
cok onemli bir pargasidir (Goodfellow ve Williams, 1986). Yapilan calismalar
sonucunda cinsin iyelerinden yaklasik 8000 kadar dogal biyoaktif sekonder

metabolit elde edilmistir (Berdy, 2005).

2.2 Prokaryotik Sistematik

Archaea ve Bacteria domainlerine mensup cinslerin, ¢esitliliginin ve birbirleriyle
iligkilerinin ~ arastirtlip,  incelendigi  ¢aligmalar  prokaryotik  sistematigi
olusturmaktadir. Taksonomi ve sistematik kelimeleri genellikle es anlamli
kullanilmasimma ragmen birbirinden farkli iki biyolojik terimdir. Sistematik;
organizmalar1 diizenli bi¢gimde karakterize edip siraya koyan bilimsel bir ¢aligmadir
(Madigan ve Martinko, 2009). Taksonomi genelde biyolojik siniflandirma bilimi
olarak tanimlanmaktadir. Cowan (1968), taksonominin bilesenlerini; siniflandirma,

isimlendirme ve tanimlama seklinde belirtmistir.

Siniflandirma; organizmalari benzerlikleri ya da farkliliklarina gore
taksonomik gruplara ayirma yontemi olup sonugta sistematik bir diizen olugmaktadir.
Iki takson arasindaki akrabalik iliskilerini gostermek i¢in en kisa ve akilci yol olan
siniflandirma, sabit bir isimlendirme ve giivenilir bir tanimlama i¢in 6n kosuldur ve
genellikle tanimlama ile karistirilmaktadir. (Triiper ve Schleifer, 2006; Goodfellow
ve Fiedler, 2010).
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Isimlendirme, tiir, cins, familya gibi taksonomik bir hiyerarsinin
olusturulmasinda  kullanilan  terimlerden = ve  kurallardan  olusmaktadir.
Isimlendirilmenin dogru sekilde yapilmasi igin International Nomenclature of
Bacteria (Lapage ve dig., 1992)’nin birbirini izleyen basimlarinda uluslararasi
kurallar ve tanimlanan isimlere deginilmektedir. Lapage ve digerleri tarafindan 1975
yilinda yayimlanan “Bacteriological Code” daki iki yeniligin prokaryotik
nomenclature (adlandirma) tlizerinde genis kapsamli etkileri olmustur. 1 Haziran
1980*den itibaren uluslararasi literatiire girmis olan tiirlerin taninmasi i¢in “Bakteri
isimlerinin onaylanmis listesi” (Approved lists of bacterial names)“nde yayinlanma
zorunlulugu gelmistir. Ayrica yeni takson isimleri International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM; eski ismi International Journal
of Systematic Bacteriology) adli dergide yaymnlandiginda gegerli olmaktadir. Bu
diizenleme tiir, cins ve diger taksonomik seviyelerin onayli yeni isimlerinin kabul
edilmesi islemininin timinin IJSEM tarafindan dstlenildigini ifade etmektedir

(Goodfellow ve Fiedler, 2010).

Son adim olan tammlama; incelenen organizmanin daha once belirli bir
taksonomik kategoriye yerlestirilmis bir organizma olup olmadiginin arastirilmasi
islemidir. Bir organizma tanimlanirken kemotaksonomik, molekiiler sistematik,
nliimerik taksonomik metodlarin uygulanmasiyla elde edilen fenetik ve genetik
ozellikler temel alinmaktadir. Polifazik taksonomi olarak adlandirilan bu uygulama
Colwell tarafindan 1970 yilinda yiiksek kaliteli veri setleri elde etmek amaciyla
literatiire kazandirilmistir (Vandamme ve dig., 1996; Goodfellow ve dig., 1997;
Gillis ve dig., 2005). Polifazik taksonominin kullanilmasi, sinirlarinin stirekli revize
edildigi  Actinobacteria ve  Cyanobacteria  gibi  prokaryot  gruplarin
siiflandirilmasinda nitelikli gelismelere yol agmistir (Goodfellow ve dig., 2006;
Kroppenstedt ve dig., 2006; Gupta, 2009; Goodfellow ve dig., 2010). Son derece
korunmus makromolekiillerin dizilenmesi 6zellikle 16S rRNA gen bdlgesinin
dizilenmesi cins ve tizeri taksonomik seviyelerde filogeninin belirlenmesinde degerli
bilgiler saglamistir (Woose, 1987; Rossello-Mora ve Amann, 2001; Ludwig ve dig.,
2005). Bununla birlikte DNA:DNA homolojisi, molekiiler parmak izi ve fenotipik
tekniklerin birlikte kullanilmasiyla tiir ve alt tiir diizeyinde smiflandirma yapmak
miimkiin olmustur (Bassam ve dig., 1992; Rosselo- Mora ve dig., 2001; Stackebrandt
ve dig., 2002; Coenye ve dig., 2005; Tindall ve dig., 2010).
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2.2.1 Molekiiler sistematik

Niimerik taksonomi; niimerik olarak kodlanan ve birer karakter seklinde ifade edilen
veriler i¢in matematiksel yontemlerin uygulanmasi ve organizmalarin kapsamli
benzerligine dayanarak kiimelere yerlestirilmesiyle, dendogram seklinde iliskilerin
ortaya konmast iken (Manfio, 1995), molekiiler sistematikte farkli
mikroorganizmalardaki niikleotitler arasindaki farkliliklar, siniflandirma ve filogeni
arasindaki iliskiyi agiklamada bir goriis saglamistir. Mikrobiyal sistematikte tarihi
doniim noktas1 olarak goriilmiis en degerli gelisim; milyonlarca yil 6nce ortak bir
atadan ayrilma sonucunda meydana gelen mikroorganizmalarla, genomlarinda
kaydedilir bir farkliliga sahip mikroorganizmalarin arasindaki iligskinin belirlenmesi
olmustur. Okaryotlarla karsilastirildiginda  prokaryotlardaki niikleik asitlerin
korunmus boélgelerinin ¢ok daha fazla oldugu bilinmektedir (Kogak, 2012).

Bakterilerin filogenetik akrabaliklarinin ortaya ¢ikarilmasinda fenotipik
yontemler yeterli olmadigindan molekiiler tekniklere ihtiya¢ duyulmustur. Canliligi
olusturan genetik yapinin ¢oziilmesi ve bu genlerin yerlerinin saptanmasi,
islevlerinin anlagilmasi, iliskilerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen ¢alismalar
hizla devam etmektedir. Bu ¢alismalarla gelistirilen yontemlerin en 6nemlilerinden

birisi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)'dur.

Prokaryotik tiirlerin tanimlanmasiyla ilgili bir standardin olusturulmasi
amaciyla 2002 yilinda Ad-Hoc komitesi tarafindan arastiricilara ¢esitli Onerilerde
bulunulmus ve prokaryotik sistematigin gelismesine 6nemli katkida bulunulmustur.
Bu komitenin aldig1 kararlardan biri prokaryotik tiir tanimlanirken % 70 ve tiizeri
DNA:DNA hibridizasyonu, % 97 “nin lizerinde 16S rRNA gen dizisi 6zdesligi ve
belirli derecede fenotipik tutarliligin temel alinmasi Onerilmistir. Ayrica yeni
tanimlanan bakteri tiirlerinin en az iki kiiltiir koleksiyonuna depozit edilmesi de

karara baglanmistir (Stackebrandt ve dig., 2002; Coenye ve dig., 2005).

Son yillarda dizileme teknolojisinde ortaya ¢ikan geligsmeler artik prokaryotik
organizmalarin tiim genomunun analizine olanak saglamistir. Ekim 2013’te 11512
prokaryotik genom analizi tamamlanmistir (Fleischmann ve dig., 1995; Fraser ve
dig., 1995; Lagesen ve dig., 2010). Prokaryotik taksonlarin tanimlanmasinda

kullanilan yontemler Tindall ve digerleri tarafindan ayrintili olarak ele alinmuis,
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genomik metodlarin giiclii ve zayif yonleri Schleifer tarafindan aydinlatilmistir

(Tindall ve dig., 2010; Schleifer, 2010 ).

16S rRNA gen balgesi

Cogaltilma islemi oldukca kolay olan 16S rRNA molekiiliiniin dizi analizi
calismalar1 mikrobiyal taksonomide en ¢ok kullanilan tekniklerden biridir. Bu teknik
ile tim canlilar Archaea (Arkeler), Bacteria (Bakteriler) ve 18S rRNA ile de
Eukaryote (Okaryotlar) olmak iizere ii¢ biiyiik iist aleme ayrilmistir (Woese, 1987;
Embley ve Stanckebardt, 1994).

RNA’nin bir alt birimi olan ve toplam uzunlugu yaklasik 1540 niikleotiten
ibaret olan 16S rRNA gen bolgesi, filogenetik iliskinin belirlenmesinde ve bakteriyal
tanimlama caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek oranda korunmus
bolgeleri igeren ve tiir igin spesifik olan 16S rRNA gen bdlgesi tiim tiirlerin
tanimlanmasinda oldukga faydalidir (Brown-Elliott, 2006). Korunmus bolgeler yavas
evrimlestikleri icin taksonomik karsilastirmalar1 saglayacak verileri igermektedir.
16S rRNA sekans verileri genbanklarda deposit edilmekte ve ihtiya¢ duyuldugunda
bu veriler gen bankalarindan kolaylikla elde edilebilmektedir (Brown-Elliott, 2006;
Zhi ve Stackebrandt, 2009; Tindall ve dig., 2010).

Yapilan karsilastirmalar sonucu prokaryotik bir organizmanin 16S rRNA
dizisinin diger prokaryotlardan % 3’den fazla farklilik gostermesi, bu organizmanin
yeni bir tiir oldugunu gosterir. Bunu destekleyen en 6nemli veri, 16S rRNA dizisinde
% 98,5’den az benzerlik gostermis olup, bu iki bakterinin DNA:DNA homolojisi
yapildiginda % 70°den daha yiiksek bir deger elde edildigi higbir Ornegin
varolmamasidir (Konstantinidis ve Tiedje, 2007). Yapilan caligmalar 16S baz
dizilemenin bazi durumlarda genomik DNA hibridizasyonuna gore organizmalart tiir
seviyesinde ayirma giicliniin yetersizligini gostermektedir. 16S baz dizisi ¢ok benzer
ve hatta birebir olan bazi organizmalarin oldukca farkli bir genoma sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu ylizden %97°den fazla dizi benzerligi goriilen durumlarda genomik
hibridizasyon yeni tiirlerin tanimlanmasi i¢in Onemli bir taksonomik tekniktir
(Coenye ve dig., 2005, Stackebrandt, 2006; Goodfellow ve Fiedler, 2010). Bunlarla
birlikte son yillarda yapilan ¢aligmalar sadece 16S rRNA gen bolgesinin yeni bir tiirii
belirlemek i¢in yeterli olmadigimi gosteren literatiirler mevcuttur (Kirby ve dig.,

2010).
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16S rRNA gen sekanslari ve DNA-DNA hibridizasyon (DDH) analizleri, cins
icersindeki tiirlerin filogenetik olarak siniflandirilmasinda kullanilmalar, tiir ve tiir
istii  kategorilerde filogenetik iligkileri ortaya koymalar1 bakimindan modern
bakteriyal taksonominin ‘altin standardi’ olmalarina ragmen ayni tiire ait
organizmalar arasindaki ayirt ediciligi ortaya koymasi bakimindan yetersiz
kalmaktadir (O’Donnell ve dig., 1993). Bunun icin yapisal (housekeeping) gen
sekanslariin kullanimi, 16S rRNA gen sekans analizlerinin tamamlayicisi olarak tiir
seviyesinde belirlemeyi saglamak i¢in 6nerilmektedir (Stackebrandt ve Ebers, 2006;

Everest ve Meyers, 2009; Kirby ve dig., 2010).

Cizelge 2.1. Bakterilerin siniflandirilmasinda kullanilan tekniklerin taksonomik
seviyelerdeki kullanimi1 (Staley, 2006).

Takson Fenotipik 16S DNA:DNA
Seviyesi Ozellikler rRNA Hibridizasyonu

Domain
Alem
Sube
Simif
Ordo

Familya

+ + + + + o+
1

Cins

+ + + + + + + o+

Tiir - +/-

Alttiir

+
I
1
1
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3 MATERYAL-METOT

3.1 Toprak Orneklerinin Se¢imi ve Kaynaklar

Bu c¢alisma i¢cin Marmara Bolgesi’nde bulunan dort farkli adanin (Biiylikada,
Burgazada, Heybeliada, Kinaliada) dokuz lokalitesinden elde edilen toprak ornekleri
steril kaplara ve steril plastik posetlere alinmig ve laboratuvar numaralari verilerek
kullanima kadar +4°C’de korunmuslardir. izolasyon calismasinin yapildig
orneklerinin laboratuvar kodu, toprak tipleri ve alindiklar1 lokaliteler Cizelge 3.1 ’de
verilmistir.

izelge 3.1. Actinobacteria smifi mikroorganizmalarin izolasyon g¢alismasinin
g g Yy
yapildig1 toprak oOrneklerinin laboratuvar numarasi, toprak tipi ve

lokaliteleri

Kodu Toprak Tipi Lokalitesi
H1 Kiy1 Topragi Heybeliada
H2 Orman Topragi Heybeliada
H3 Acik Alan Topragi Heybeliada
Bl Tepe Topragi Biiytikada
B2 Orman Toprag: Biiytikada
Z1 Tepe Topragi Burgazada
Z2 Kiy1 Topragi Burgazada
K1l Orman Topragi Kinaliada
K2 Kiy1 Toprag: Kinaliada

3.2 Topraklari pH’s1

Her bir toprak Orneginden 20-25 g tartilarak 100 ml’lik behere konuldu ve
iyonizasyon i¢in yavasca saf su eklenerek toprak oOrnegi suya doyuncaya kadar
karistirildi. Saf su ilavesi 6rnekler {izerinde ince bir su tabakasi olusunca kesildi.
Orneklerin pH’lar1 24 saat sonunda cam elektrod pH metre ile dl¢iildii (Model 292,
Unicam Ltd.). Son pH, ornekler icinde kiigiik lokal cesitlilikler olabilecegi
diistintilerek ayni ornekten almman 3 Olclimiin ortalamasi hesaplanarak belirlendi

(Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Marmara Bolgesi’ndeki adalardan alinan toprak orneklerinin ortalama

pH degerleri
Toprak Ornegi Ortalama Toprak pH’si
Heybeliada- Kiyi Topragi (H1) 7,35
Heybeliada- Orman Topragi (H2) 7,45
Heybeliada- Acgik Alan Topragi (H3) 7,05
Biiyiikada-Tepe Topragi (B1) 6,67
Biiyiikada-Orman Toprag (B2) 6,74
Burgazada- Tepe Topragi (Z1) 7,55
Burgazada- Kiyi Topragi (22) 6,55
Kinaliada-Orman Topragi (K1) 7,90
Kinaliada-Kiy1 Topragi (K2) 7,40

3.3 Mikroorganizmalarin izolasyonu

Bu calismada kullanilan kiiltiir ortamlar1 ile soliisyonlarin igerigi ve hazirlaniglari

Ek-A ve Ek-B’de verilmistir

3.3.1 Diliisyon plaka yontemi

Her bir toprak orneginden 20-25 g alinip oda sicakliginda etiketli petriler iginde
yaklagik 15 giin bekletildi ve kuru toprak Ornekleri birbirine karigmayacak sekilde
havanla doviilerek toz haline getirildi. Izolasyona hazir hale gelen her bir toprak
orneginden 1 g tartilarak daha Once steril olarak hazirlanan ve i¢inde 9 ml ringer
¢ozeltisi ve cam boncuk bulunan 20 mI’lik siselere kondu. 10™lik diliisyonlarin her
biri, toprak kolloidlerine tutunmus olan mikroorganizma sporlarmi ve
miselyumlarini toprak kolloidlerinden ayirmak i¢in 30 dakika boyunca calkalandi.
Izolasyon plaklarindaki vejetatif formlara bagli kontaminasyonu azaltmak igin
50 C’ye ayarli sicak su banyosunda 20 dakika bekletildi. 107 diliisyonunu
hazirlamak igin, igerisinde steril 4.5 ml Ringer ¢ozeltisi bulunan tiiplere vorteks
karistiric1 (Fisons Scientific Apparatus Ltd., Loughborough, Leicesteshire, England,
UK) ile karistirilan 107 diliisyonundan, otomatik pipet (P1000:Gilson, Anacham
Ltd., Luton Bedfordshire, England, UK) ile alinan 0.5 ml toprak ¢dzeltisi ilave
edildi. Ayni islem 107 ve 10 lik diliisyonlar i¢in de tekrarland1 (Sembiring, 2000;
Sivakumar, 2008 ).
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10, 10% 107 1lik diliisyonlardan otomatik pipet (P200:Gilson, Anachem
Ltd.) ile alinan ¢ozeltiler (0.2 ml), cycloheximide (50 pg ml™), rifampicin (0.5 pg
ml™) ve nalidiksik asit (10 mg ml™) ilaveli hiimik asit vitamin agar (Yamamura ve
dig., 2003), Bennett’s agar (Jones, 1949), ISP5 agar (Pridham ve dig., 1956-1957),
tripton yeast ekstrakt agar (Bower ve Hucker, 1930) ve tripton yeast ekstrakt
vitaminli agar (Bower ve Hucker, 1930) yiizeyine inokiile edildi. Her bir diliisyon
icin 2 plak hazirland1. Inokiilasyonlu plaklar, O, girisine izin verecek sekilde
30 C’deki etiivde 10-14 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Calisma boyunca tek
kullanimlik steril plastik petriler (90 mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK)

kullanilmustir.

3.3.2 Siikroz santrifiigasyon yontemi

Diliisyon plaka yonteminde bahsedilen toprak kolloidlerinden mikroorganizmalarin
spor ve miselyumlarini ayirmak amaciyla uygulanan c¢alkalama islemi ile
dekontaminasyon islemleri ilk etapta uygulandi. 10 diliisyonunu hazirlamak igin,
igerisinde steril 9 ml % 20’lik siikroz ¢oOzeltisi bulunan tliplere vorteks karistirici
(Fisons Scientific Apparatus Ltd., Loughborough, Leicesteshire, England, UK) ile
karistirtlan 107 diliisyonundan, otomatik pipet (P1000:Gilson, Anacham Ltd., Luton
Bedfordshire, England, England, UK) ile alinan 1 ml toprak ¢ozeltisi ilave edildi
(Yamamura ve dig., 2003).

Ardisik izolasyonda spor siispansiyonunun 1 ml’si siikroz gradientinin en tist
tabakasini1 olusturacak sekilde steril pipetle ilave edildi ve spor silispansiyonu ilave
edilmis tlipler santrifiijlendi (oda sicakliginda 30 dk, 240xg) (Yamamura ve dig.,
2003). Santrifiij isleminden sonra her bir tabaka i¢in farkli steril pipet kullanilarak
gradientin en st kismi ardisik olarak alindi ve ringer ¢ozeltisi ile 10’luk seri
sulandirma yapildi. 107, 10, 10 liik diliisyonlardan otomatik pipet (P200:Gilson,
Anachem Ltd.) ile alinan ¢ézeltiler (0.2 ml), cycloheximide (50 pg ml™), rifampicin
(0.5 pg ml™) ve nalidiksik asit (10 mg ml™) ilaveli hiimik asit vitamin agar
(Yamamura ve dig., 2003), Bennett’s agar (Jones, 1949), ISP5 agar (Pridham ve dig.,
1956-1957), tripton yeast ekstrakt agar (Bower ve Hucker, 1930), ve tripton yeast
ekstrakt vitaminli agar (Bower ve Hucker, 1930) yiizeyine inokiile edildi. Her bir
diliisyon igin 2 plak hazirlandi. Inokiilasyonlu plaklar, O, girisine izin verecek

sekilde 30°C’deki etiivde 10-14 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Calisma boyunca
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tek kullanimlik steril plastik petriler (90 mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK)

kullanilmastir.

3.3.3 % 1.5’luk fenol yontemi

Diliisyon plaka yonteminde bahsedilen toprak kolloidlerinden mikroorganizmalarin
spor ve miselyumlarini ayirmak amaciyla uygulanan calkalama islemi ile
dekontaminasyon islemleri ilk etapta uygulandi. 107 diliisyonunu hazirlamak icin,
icerisinde steril 9 ml % 1.5’luk fenol ¢ozeltisi bulunan tiiplere vorteks karistirict
(Fisons Scientific Apparatus Ltd., Loughborough, Leicesteshire, England, UK) ile
karistirtlan 107 diliisyonundan, otomatik pipet (P1000:Gilson, Anacham Ltd., Luton
Bedfordshire, England, England, UK) ile alinan 1 ml toprak ¢ozeltisi ilave edildi.
Bu karisim 30 T’ de 30 dk inkiibe edildikten sonra, 10 “lik diliisyondan otomatik
pipet ile alman 0.2 ml karisim cycloheximide (50 pg ml™), rifampicin (0.5 pg mi™)
ve nalidiksik asit (10 mg ml™) ilaveli HV agar (Yamamura ve dig., 2003) iizerine
inokiile edildi. inokiilasyonlu plaklar, O, girisine izin verecek sekilde 30 ‘C’deki
etlivde 10-21 giin siireyle inkiibasyona birakildi (Istianto ve dig., 2012). Calisma
boyunca tek kullanimlik steril plastik petriler (90 mm, disposable petri dishes,
Sterillin, UK) kullanilmugtir.

3.3.4 1lzolatlarin secimi ve saflastirilmasi

Ardigik dilisyonlarla farkli secici besiyerlerine aktarilan 6rnekler 30 °C’de 14-21
giin inkiibasyona birakildi ve bu izolasyon plaklarinda aktinomiset benzeri kolonileri
belirleyebilmek icin gozle ve binokiiler mikroskopla (X 400 biiylitme; Nikon
Kogaku K. K:, Tokyo, Japan) arastirma yapildi. Belirlenen aktinomiset ve benzeri
koloniler steril kiirdanlar kullanilarak cycloheximide (50 pg ml™) ilaveli glukoz
yeast extract agar (GYEA; Gordon ve Mihm, 1962) , tryptone yeast glucose extract
agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930) ve NZ-Amin agar yiizeyine transfer edildi. 30
°C’de 14 giinliik inkiibasyon sonrasinda transferi yapilmis plaklardan saf izolatlar

elde edilmislerdir.

3.3.5 izolatlarin stoklanmasi

Toprak izolasyonu sonucunda, makroskobik ve mikroskobik goriintiilerine gore
secilen toplam 142 izolat cycloheximide (50 pg ml™) ve rifampisin (0,5ug ml™)
ilaveli glukoz- yeast extrat agar (GYEA, Gordon ve Mihm, 1962), tryptone yeast
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glukoz extract agar (TYGA,; Bower ve Hucker, 1930) veya NZ-amin agar iizerine
yogunlastirilarak ekildi ve 30°C’de ve 14 giin boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda her bir sus % 20’lik gliserol iceren otoklavlanabilir 1,5
ml’lik vidali kapakli tiipler icerisine steril bir 6ze veya kiirdan yardimi ile transfer
edilerek -18 °C de stoklanmigtir (Wellington ve Williams, 1978).

Gliserolde stoklama teknigi; gliseroliin hiicre zarin1 yumusak tutarak erime ya
da donma sirasinda zarin parcalanmasina engel olma 6zelligi olmasindan dolay1
suslarin uzun stireli muhafazasinda liyofilizasyondan sonra en giivenilir teknik

olarak kabul edilmektedir.

3.4 DNA izolasyonu

3.4.1 Genomik DNA izolasyonu

Test organizmalarmin DNA izolasyonu; DNA Izolasyon Kiti (invitrogen,USA)
kullanilarak gerceklestirildi.

Test organizmalari, iyi gelisebildikleri besiyerine gore cycloheximide (50 pg
ml™) ilaveli tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve dig., 1989) veya glukoz
yeast ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) kiiltiir ortaminda 28 °C'de 7 giin siire ile
gelistirildi. Inkiibasyon sonrasi, her bir izolattan bir 6ze dolusu kiiltiir alinarak yine
besiyeri isteklerine gore 30 ml trypton yeast glikoz (TYG) extract broth, glukoz
yeast ekstrakt (GYE) broth veya N-Z amine broth bulunan 50 ml'lik erlenlere
transfer edildi. Kiiltiirler ¢alkalamali inkiibatorde 28 °C'de 160 rpm (dakikadaki
devir)’de 3-10 giin siire ile gelistirildi. Safliklar1 kontrol edildikten sonra steril
eppendorflara kiiltiirlerden 1,5 ml ilave edildi ve 13 000 rpm 'de 10 dk santrifii
edildi.

Santrifiij sonrasi st faz uzaklastiriip ddH,O 1 defa, TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8) tamponunda 2 defa olmak iizere toplam 3 kez yikandi (Sambrook ve
dig., 2001) ve hiicre pelletleri DNA ekstraksiyonuna hazir hale getirildi.
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Islem Basamaklar

Lizatin Hazirlanmasi;

1.

1.

Hiicre pelletini lizozim igeren 180 pl lizozim sindirim tamponunda siispanse
edildi ve kisa vortekslemeyle iyice karistirilarak ve 37 T 'de 12 saat
bekletildi.

Iki ayr1 su banyosunu (veya 1sitic1 bloku) 37 C ve 55C sicakliga ayarlandi.

50 ul tiriton-x veya guanidin tiyosiyonat ilave edilip pipetaj yapildi ve 30 dk
37C'de bekletildi.

20 ul RNaz eklendi ve 37 C'de 30-45 dk bekletildi.

20 pl Proteinaz K eklendikten sonra kisa vortekslemeyle iyice karistirildi ve

37C'de 30-45 dk bekiletildi.

200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve kisa

vorteklemeyle iyice karistirildi.
55C'de 30 dakika bekletildi.

Lizata 200 pl % 96-100'lik etanol eklendikten sonra homojen bir ¢ozelti elde

etmek amaciyla 5 sn vorteksleyerek iyice karistirildi.
Uygulama;

PureLink genomik parcalama/baglama tamponu ve etanolle hazirlanan lizat

(yaklasik 640 pl) PureLink spin kolona aktarildi.

2.

3.

Kolonu oda sicakliginda 10,000 x g'de 1 dk santrifiijlendi.

Toplama tiipti atildit ve spin kolon temiz bir PureLink toplama tiipiine

yerlestirildi.

4.

Kolona, daha 6nceden etanolle hazirladigimiz yikama tamponu 1'den 500 ul

eklendi.

5. Kolon oda sicakliginda 10,000 x g'de 1 dk santrifiijlendi.

6. Toplama tiipii atild1 ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi.
7. Kolona, daha 6nceden etanolle hazirladiginiz yikama tamponu 2'den 500 pl
eklendi.
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8. Kolon, oda sicakliginda maksimum hizda 3 dk santrifiijlendi ve toplama tiipti

atild.
9. Spin kolonu temiz bir 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.

10. Kolona 25-200 ul PureLink genomik ayirma tamponu (Genomic Elution
Buffer) eklendi.

11. Kolon oda sicakliginda maksimum hizda 1.5 dk santrifiijlendi ve boylece saf
hiicre DNAs1 elde edildi.

12. Saflastirilan DNA -20 C'de saklandi.

3.4.2 DNA izolasyon kontrolii

DNA ornekleri, izolasyon isleminin bir sonucu olarak geleneksel bir metot olan
agaroz jel elektroforezi kullanilarak kontrol edildi. Izole edilen DNA &rneklerinin
agaroz jelde goriiniir hale gelebilmesi i¢in agaroz jel igerisine floresan Ozellik
gosteren etidyum bromdir boyasi ilave edildi. Etidyum bromiir, ¢ift zincirli DNA nin
baz ciftlerine baglanarak 254 veya 312 nm dalga boyunda UV transilliminatorde
kirmiz1 floresans yayma ozelligi gosterir. Bu 6zellik, sayet DNA izole edilmis ise
UV transilliminatér {izerinde, agaroz jelde kirmizi bantlarin olusmasin

saglayacaktir.

Elektroforez tablasi ¢aligsma alani iizerinde zemini diiz olan bir yere birakildi.
DNA o6rneklerini goriintilemek i¢in 35 ml 1xTBE igerisinde % 1 (w/v)’lik, 4 ul
etidyum bromiir (10 mg/ml) ilaveli agaroz jel hazirlandi. Hemen sonra tablaya hava
kabarcig1 olusmayacak sekilde agaroz jel dokiildii. Taraklar dikkatli bir sekilde
yerlestirildi. Katilastiktan sonra taraklar c¢ikarildi ve elektroforez tablasi icinde
IxTBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Taragin olusturdugu hollere her bir
DNA o6rneginden 3 pl alinarak jel yiikleme tamponu (brom fenol mavisi) ile birlikte

yiiklendi.

Agaroz jel elektroforez icin gerekli soliisyonlarin hazirlanisi ve saklama
kosullar1 Ek-B’de verilmistir.
3.4.3 16S rDNA’nin PZR ¢ogaltmasi

Test izolatlarmin 16S rRNA gen bolgesi 27f ve 1525r primerleri (27f:5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' ve 1525R:5’AAGGAGGTGWTCCARCC-3'
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Lane, 1991) kullanilarak Thermal Cycler (PCR Express, ThermoHybaid, Middlex,
UK)’da amplifiye edildi.

Polimerize zincir reaksiyonlari i¢in Promega firmasindan temin edilen GoTaq
Hot Start Master Mix (Promega Corporation,USA) kullanildi. 16S rRNA gen

bolgesinin amplifikasyonunda kullanilan her bir 6rnek i¢in 50 pl olgiideki bir

reaksiyon karisimi Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. 16S rRNA gen bolgesinin PZR kosullarinda ¢ogaltilmasinda kullanilan
reaktiflerin yogunluk ve miktarlar

Reaktif Stok Yogunlugu Miktar (ul)
Hot Start Master Mix (Promega) 2X 25
27f primeri (AlfaDNA) 10 pmol 1
1525r primeri (Alfa DNA) 10 pmol 1
Kalip DNA 50-100 ng 2
Niikleaz Icermeyen Su 21

Reaksiyon karisimi her bir 6rnek igin kalip DNA dahil 50 pul olacak sekilde
tiiplere buz iizerinde transfer edildi. Diislik devirde vortekslenip, mikrosantrifiijde

kisa siireli dondiiriildii.
PZR reaksiyonu Cizelge 3.4.”deki sartlarda baslatildi.

Cizelge 3.4. 16S rRNA gen bdlgesi amplifikasyonu icin optimize edilmis PZR
sicaklik dongii diizeni.

islem Sicaklik (°C) Siire (dk) Déngii Sayisi
On denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 35
Baglanma 55 2 35

Uzama 72 3 35

Son uzama 72 8 1

Reaksiyon sonrasi saklama 4

%1°lik kontrol agarozunda (Agaroz Serva) 3 ul PZR iirtinii DNA markor ile
yiirtitiilerek hedef bolgenin varlig: tespit edildi.
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344 16S rRNA sekans verilerinin eldesi, analizi ve filogenetik

dendrogramlarin olusturulmasi

PZR amplifikasyon {irlinleri elde edildikten sonra ¢alisma izolatlarimizin 16S gen
bolgesinin baz dizi analizi MacroGen firmasindan hizmet alimi1 seklinde
gergeklestirilmistir. 16S rRNA gen bdlgesinin baz dizilimi, farkli 5 oligoniikleotit
primeri (Cizelge 3.5) ile MacroGen firmasi tarafindan ABI 3730XL otomatik baz

dizi cihazi ile belirlenmistir.

ABI1 formatindaki dosyalar fasta formatina doniistiiriildiikten sonra Mega 5
(Tamura ve dig., 2011) programlar1 kullanilarak karsilastirmali ve manuel olarak ii¢
farkli primerden (MG3f, MG5f ve 800r) elde edilen diziler birlestirilmis ve zayif
nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani 'N' kodlu ve birka¢ duplike baz) yogun oldugu
genellikle sekans sonlar1 veri setinden uzaklastirilarak 16S rRNA gen bolgesinin baz
dizilimi elde edilmistir. Farkli primerler kullanilarak hazirlanan 16S rRNA gen

dizileri, filogenetik iligkilerin belirlenebilmesi amaciyla analizlerde kullanilmastir.

Ez Taxon Server (URL-1; Kim ve dig., 2012) kullanilarak test izolatlarina en
yakin  akraba  olan  tlrlerin  16S  rRNA  gen dizileri  NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.qgov, Silva; http://www.ebi.ac.uk adreslerinden indirilerek

elde edilmistir. 16S rRNA niikleotid baz dizileri ile test Orneklerinin baz dizileri
Mega 5 (Tamura ve dig., 2011) programi kullanilarak karsilastirmali ve manuel
olarak dizilenmistir. Bu diziler ve test organizma dizilerinin hizalama islemleri Mega
5 (Tamura ve dig., 2011) programlarinda birbirleriyle hizalandirilmis ve daha sonra
ayni programda, filogenik analiz bolimiine gecilmistir. 16S rRNA baz dizilerinin
¢oklu hizalanmasi sonrasinda filogenetik soyagaglart neighbor-joining (Saitou ve
Nei, 1987) algoritmasi kullanilarak olusturulmustur. Neighbour-joining algoritmasi
icin filogenik uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu kullanilmistir (Jukes ve Cantor,
1969). Filogenik analizler i¢in olusturulan filogenetik agag¢larin bootstrap analizleri
1000 tekrarli olarak Mega 5 (Tamura ve dig., 2011) paket programinda elde
edilmistir. Test izolatlarnin ylizde benzerlik tablolar1 ve niikleotit farkliliklarini

gdsteren tablolar PHYDIT paket programi kullanilarak yapilmistir.
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Cizelge 3.5. 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyon ve sekans primerleri

Primer Adi Sekans (5 ve 3)* Biiyiikliik (b¢) | Kaynak

800r TACCAGGGTATCTAATCC 18 Chun, 1995
MG3f CAGCAGCCGCGGTAATAC 18 Chun, 1995
MG5f AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 Chun, 1995
27f AGAGTTTGATCTGGCTCAG 20 Lane, 1991
1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 17 Lane, 1991

*R; adenin veya guanin, S; guanin veya sitozini ifade etmektedir.
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4 BULGULAR

4.1 Mikroorganizmalarin Farkh Lokalitelerden izolasyonu

Marmara Bolgesi’nde yer alan Burgazada, Biiylikada, Heybeliada ve Kinaliada’nin 9
farkli lokalitesinden elde edilen topraklarin izolasyonunda 5 farkli besiyeri hiimik
asit vitamin agar (Yamamura ve dig., 2003), Bennett’s agar (Jones, 1949), ISP5 agar
(Pridham ve dig., 1956-1957), tripton yeast ekstrakt agar (Bower ve Hucker, 1930)
ve tripton yeast ekstrakt vitaminli agar (Bower ve Hucker, 1930) kullanild:.
Dekontaminasyon islemleri uygulanan toprak Orneklerine, toprak izolasyonunda
yaygin olarak kullanilan diliisyon plak yontemi, nadir aktinomisetlerin izolasyonunda
kullanilan siikroz santrifiigasyon yontemi ve % 1,5’luk fenol yontemi uygulanarak
ornekler seri olarak sulandirildi (107, 1072, 10'3) ve yayma plaka yontemiyle ekimleri
yapildi. Ekimleri tamamlanan plaklar 14 giinliik (2 hafta) inkiibasyona birakildi
(Yamamura ve dig., 2003). Inkiibasyon sonrasinda farkli aktinomiset gruplarma dahil
oldugu disiiniilen mikroorganizmalar tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve
dig., 1989),GYM ve NZ-amin agar ortamina aktarilarak saflagtirillma prosediiriine
gecildi (Ek-C). Dekontamine haldeki mikroorganizmalar tek koloni i¢in glukoz yeast
ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) ortamina aktarildi. Gelisen organizmalarin
daha sonra glukoz yeast ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) ortamina yogun
ekimleri gerceklestirildi (Ek-C). Inkiibasyon siiresi sonunda her bir izolat % 20’lik
gliserol iceren otoklavlanabilir 1,5 mI’lik vidali kapakl tiipler igerisine steril bir 6ze
yardimu ile transfer edilerek -18°C de stoklandi (Wellington ve Williams, 1978). Bu
adalarin 9 farkli lokalitesinden izole edilen aktinomiset izolatlarinin kaynakgalari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Toprak izolasyonu sonucunda segilen toplam 142 izolat igerisinde,
makroskobik ve mikroskobik goriintiilerine gore 62 izolat 16S rRNA gen bdlgesi
analizleri ig¢in secilmis ve bunlardan 45 organizmanin filogenetik analizleri bu

calismada gergeklestirilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Toprak izolasyonu ile Heybeliada’dan elde edilen aktinomiset izolatlart

Organizma Heybeliada
H1S2 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H1R3 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H1R4 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H1RS5 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H1R6 S.Saricaoglu,Orman Toprag:, Heybeliada,istanbul
H1R7 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H1R8 S.Saricaoglu,Orman Toprag:, Heybeliada,istanbul
H1R9 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H1R10 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H1R11 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H1R12 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R1 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R2 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H2R3 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R4 S.Saricaoglu,Orman Topragi, Heybeliada,Istanbul
H2R5 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R6 S.Saricaoglu,Orman Toprag1, Heybeliada,Istanbul
H2R7 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R8 S.Saricaoglu,Orman Topragi, Heybeliada,Istanbul
H2R9 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R10 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R11 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R12 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R13 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R14 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R15 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R16 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H2R17 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R18 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R19 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R20 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R21 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H2R22 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2F23 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R24 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H2R25 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R1 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R2 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R4 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R5 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R6 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R7 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R8 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R9 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R10 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R11 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R12 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R13 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R14 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R15 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R16 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R17 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R18 S.Saricaoglu,0Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R19 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R20 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R21 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R22 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
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Cizelge 4.1. Devam

H3R23 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H3R24 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,Istanbul
H3R25 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H3R26 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H3R27 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H3R28 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H3R29 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul
H3R30 S.Saricaoglu,Orman Topragi,Heybeliada,istanbul

Cizelge 4.2.Toprak izolasyonu ile Biiyiikada’dan elde edilen aktinomiset izolatlari

Organizma Biiyiikada
B1R8 S.Saricaoglu, Orman Toprag, Bilyiikada, istanbul
B1R25 S.Saricaoglu, Orman Toprag, Biiyiikada, istanbul
B1R26 S.Saricaoglu, Orman Toprag, Bilyiikada, istanbul
B1F34 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Biyiikada, Istanbul
B2R7 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Biiyiikada, Istanbul
B2R8 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Biyiikada, Istanbul
B2F13 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Biiyiikada, Istanbul
B2F16 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Biiyiikada, Istanbul

Cizelge 4.3.Toprak izolasyonu ile Burgazada’dan elde edilen aktinomiset izolatlari

Organizma Burgazada
Z1R8 S.Saricaoglu, Orman Toprag1, Burgazada, istanbul
Z1R9 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, istanbul
Z1R16 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z1R17 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, istanbul
Z1R21 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z1R23 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z1R24 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z1R25 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z1R26 S.Saricaoglu, Orman Toprag1, Burgazada, Istanbul
Z1R27 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, istanbul
Z1R28 S.Saricaoglu, Orman Toprag1, Burgazada, istanbul
Z1R34 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, istanbul
Z1F34 S.Saricaoglu, Orman Toprag1, Burgazada, istanbul
Z1F35 S.Saricaoglu, Orman Toprag1, Burgazada, istanbul
Z1R37 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z1R39 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z1R61 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z2R34 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z2R53 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Burgazada, Istanbul
Z2R54 S.Saricaoglu, Orman Toprag1, Burgazada, istanbul
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Cizelge 4.4.Toprak izolasyonu ile Kinaliada’dan elde edilen aktinomiset izolatlari

Organizma Kinahada
K1R7 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R9 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R11 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R13 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R15 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R16 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R18 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R19 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R21 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R23 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R24 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R28 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R32 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R36 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K1R61 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R2 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R5 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R8 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2S18 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2S19 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2S20 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2525 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R32 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R33 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R34 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R35 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R37 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R38 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R40 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R41 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R42 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R44 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R47 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R49 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R51 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R55 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R56 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R59 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2S63 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2S64 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2S65 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2S66 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2F72 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2F73 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2R76 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
K2RT77 S.Saricaoglu, Orman Topragi, Kinaliada, Istanbul
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Cizelge 4.5. 16S rRNA dizi analizleri yapilan Actinomycetes izolatlari

. . Izolasyom Besi Diliisyon Siikroz %1.5’luk
Cins Izolat geri Plalza Gradient Fenol
Actinomadura B2F13 HV Agar X
Agromyces K1R23 TYGV Agar X
K2R23 Bennett’s Agar X
Geodermatophilus Z2R53 Bennett’s Agar X
H2R4 TYGV Agar X
Kribbella H2R22 HV Agar X
H3R5 TYG Agar X
H2F8 HV Agar X
H2F23 HV Agar X
H2R10 HV Agar X
H3F6 HV Agar X
H3F25 HV Agar X
K2F72 HV Agar X
K2F73 HV Agar X
K2R33 HV Agar X
Micromonospora K2R35 HV Agar X
K2R47 TYGV Agar X
K2R49 HV Agar X
K2R55 HV Agar X
K2S19 Bennett’s Agar X
K2S20 Bennett’s Agar X
Z1F35 HV Agar X
Z1R8 Bennett’s Agar
Z1R61 Bennett’s Agar
H3S3 TYGV Agar X
Nocardia H3S24 TYGV Agar X
K2R37 HV Agar X
H1R4 Bennett’s Agar X
H2R3 TYG Agar X
H2R11 TYG Agar X
Nonomuraea H2R15 TYGV Agar X
H2R16 TYG Agar X
H2R21 HV Agar X
Z1R24 Bennett’s Agar X
Z2R54 HV Agar X
H3R2 TYGV Agar X
Rhodococcus B1R8 TYGV Agar X
K1R19 HV Agar X
H1R6 HV Agar X
H1R9 HV Agar X
H2R12 TYGV Agar X
H3R8 TYG Agar X
H3S9 TYG Agar X
H3R17 TYGV Agar X
H3R21 TYG Agar X
H3S23 TYG Agar X
B1F34 HV Agar X
B2F16 HV Agar X
K1R16 HV Agar X
Strepromyces K1R18 HV Agar X
K1R21 Bennett’s Agar X
K1R24 TYGV Agar X
K1R61 Bennett’s Agar X
K2R2 Bennett’s Agar X
K2R40 HV Agar X
K2R76 HV Agar X
K2R77 HV Agar X
Z1R7 Bennett’s Agar X
72513 TYGV Agar X
Z1F34 HV Agar X
Z1R34 Bennett’s Agar X
Z2R34 HV Agar X
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62 aktinomiset izolat1 icerisinde 29 izolat hiimik asit vitamin agar (HV)
ortamindan, 13 izolat Bennett’s agar ortamindan, 12 izolat tripton yeast ekstrakt
vitaminli agar (TYGV) ortamindan ve 8 izolatta tripton yeast ekstrakt agar (TYG)
ortamindan izole edilmistir. 62 test izolatinin elde edildigi izolasyon yontemleri
kiyaslandiginda; diliisyon plaka yontemi ile 44 izolat, % 1.5’luk fenol 6n uygulamasi

ile 11 izolat ve siikroz gradient santrifiigasyon yontemi ile de 7 izolat izole edilmistir.

4.2 DNA Izolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforez Yoéntemiyle DNA’larin

Goriintiillenmesi

Izolasyon calismalar1 sirasinda, morfolojik olarak farkli aktinomiset gruplari oldugu
diisiiniilen mikroorganizmalar secilerek, bu organizmalarin genomik DNA'’lari;

DNA Izolasyon Kiti (invitrogen,USA) ile elde edilmis ve DNA kontrolii % 1°lik

agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

4.3 16S rRNA'nin PZR Amplifikasyonu

Test organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA orneklerinin 16S rRNA genini
kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu i¢in evrensel iki primer (27f ve 1525r;
Lane, 1991) kullanilarak Thermal Cycler (PCR Express, ThermoHybaid, Middlesex,
UK)’ da PZR reaksiyonu gerceklestirilmistir. Amplifiye iirinler % 1’lik kontrol
agaroz jelde (35 ml 1xTBE tampon, 0.35 gr agaroz) DNA markér ile birlikte 100
Voltta 30 dakika yiiriitildiikten sonra goriintiileme sisteminde (GeneGenius,
SyneGene, Bio Imaging Systems, UK) fotograflanarak kaydedilmistir.  Test
izolatlarinin 16S rRNA gen bolgesi PZR amplifikasyon iiriinlerinin %1°lik kontrol
agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 4.3’de verilmistir. Jelde goriildiigli tizere 1500 baz

cifti (bp) uzunlugunda tek bir bant elde edilmistir.
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Markor H2R4 H383 K2R37 B1R8 B2F13  K1R23 Z2R53 Z1R34 22813 Z1R7

2000 bg

Sekil 4.1. Farkli lokalitelerden izole edilmis aktinomisetlerin 16S rRNA gen
bolgesinin PZR metodu ile amplifikasyonu. M, DNA Markor
(Fermentas™; 100kb Gene Ruler)

4.4 16S rRNA Sekans Verilerinin Eldesi, Analizi ve Filogenetik Soyagaclarinin

Olusturulmasi

PZR amplifikasyon iiriinleri elde edildikten sonra ¢alisma izolatlarimizin 16S rRNA
gen bolgesinin baz dizi analizi MacroGen firmasindan hizmet alimi seklinde
gerceklestirilmistir. 16S rRNA gen bdlgesinin baz dizilimi, farkli 3 oligoniikleotit
primeri ile MacroGen firmasi tarafindan ABI 3730XL otomatik baz dizileme
cihaziyla belirlenmistir. Baz dizi sonuglarinin kontrolii Finch TV programinda
goriintlilenerek yapilmistir. Bu kontrol neticesinde diizgiin okunmadig: diisiiniilen
diziler MacroGen firmasina tekrarlatilmistir. Tekrar okutulan baz dizilerinin Finch

TV deki goriintiileri incelenmis ve dizilerin analizine gecilmistir (Sekil 4.4).

GCCTGGGGAGTACGGLCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGLCGGAGLCATGT
500 510 520 530 540 550 560 570

s i

Sekil 4.2. MacroGen firmasina okutulan baz dizilerinin Finch TV programindaki
goruntiisi.

Organizmalarin 16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizlerinden elde edilen
baz dizileri ait olduklari cinslerin tip tiirleriyle Mega 5 paket programinda hizalanmis

ve mega formatinda kaydedilmistir.
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Mega 5 parograminda kaydedilen sonuglar fasta formatindada kaydedilerek

benzerlik tablolar1 olusturulmustur.

Test izolatlar1 ve ilgili cinslerin tip tiirlerinin filogenetik analizlerinde
Neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) ve maximum-parsimony (Kluge ve Farris,
1969) algoritmalar1 kullanildi. Actinomadura sp. B2F13’in baz dizisi, 10 adet
Actinomadura cinsine ait tip tiirle birlikte hizalanmis ve toplamda 1409 nt’lik dizi
elde edilmistir. Actinomadura sp. B2F13’in % 98.4 ile A. bangladeshensis’e
komsu oldugu ve 22 farkli niikleotide sahip oldugu, % 97.6 A. mexicana’ya yakin
iliskili ve 33 farkli niikleotide sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6, Cizelge 4.3.).

Agromyces cinsine ait izolatlarin dizileri, 11 adet Agromyces cinsine ait tip tiir
ile birlikte hizalanmis olup toplamda 1374 nt’lik dizi elde edilmistir. Agromyces sp.
KI1R23 izolati % 98.8 A. neolithicus’a komsu oldugu ve 16 niikleotit farklilig
bulunmaktayken, A. humatus ile % 98.6 komsu oldugu ve 19 niikleotit farklilig:
bulundugu tespit edilmistir. Yine bu cinsin iiyesi oldugu belirlenen Agromyces sp.
K2R23 izolatt % 99 A. neolithicus’a komsu oldugu ve 13 niikleotit farklilig:
bulunmaktayken, A. humatus ile % 98.8 komsu oldugu ve 16 niikleotit farklilig:
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3, Cizelge 4.4).

Geodermatophilus cinsine ait izolatin baz dizisi en yakin 10 tip tiiri ile
birlikte hizalanmis olup, toplamda 1442 nt’lik dizi elde edilmistir. Geodermatophilus
sp. Z2R53 izolat1 % 98,4 benzerlik ile G.saharensis’e komsu oldugu ve 36 niikleotit
farkliligi bulundugu belirlenmigken, G. tzadiensis ile % 98 benzerlik orani ile komsu

oldugu ve 28 niikleotit farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.4,Cizelge 4.5).

Kribbella cinsine ait 3 izolatin dizileri, 13 adet Kribbella cinsine ait tip tiirle
birlikte hizalanmis olup toplamda 1369 nt’lik dizi elde edilmistir. Kribbella sp. H2R4
izolat1 % 99.3 oraninda K. shirazensis’e komsu oldugu ve 10 niikleotit farklilig
gosterdigi belirlenmisken, K. swartbergensis’e % 98 oraninda yakin iligkili ve 16
niikleotit farkliligi bulundugu tespit edilmistir. Kribbella sp. H2R22 izolat1 % 98.5
oraninda K. karoonensis ile iliskili olup 21 niikleotit farkliligi gostermekte, K.
swartbergensis ile de % 98.4 benzerlik ve 22 niikleotit farkliligi gostermektedir.
Kribbella sp. H3RS5 izolatt ise % 99.5 benzerlik orami ile K. karoonensis’le yakin

iliski gostermekte ve 6 niikleotit farkliligi bulunmakta olup, K. swartbergensis tiirii
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ile % 99.2 oraninda yakinlik ve 10 niikleotit farkliligi oldugu belirlenmistir (Sekil
4.5, Cizelge 4.6).

Micromonospora cinsine ait izolatlarin dizileri, Micromonospora cinsi liyesi
33 tip tiir ile birlikte hizalanmis ve 1430 nt’lik dizi elde edilmistir. Micromonospora
sp. K2R49, Micromonospora sp. K2R55, Micromonospora sp. K2S19,
Micromonospora sp. K2S20, Micromonospora sp. Z1R8 ve Micromonospora sp.
Z1R61 izolatlarinin % 99.3-100 oranlarinda M. saelicesensis’le yakin ilskili oldugu
ve 0-4 niikleotit farkliligmna sahip olduklar1 tespit edilmistir. Micromonospora sp.
K2F72 izolatinin ise yine M. saelicesensis tiirii ile % 99 oraninda benzerlik ve 13
niikleotit farkliligi gosterdigi belirlenmistir. Micromonospora sp. H3F25 ve
Micromonospora sp. H3F6 izolatlar1 % 97.8-98 benzerlik orani ile M. eburnea
tirline benzemekte ve 17-15 niikleotit farkliligi gostermektedir.  Micromonospora
sp. H3F23 ve Micromonospora sp. H3R 10 izolatlar1 % 99.5 oraninda M. cremea’ya
benzedigi ve 6 niikleotit farkliligi gosterdigi belirlenmistir. Micromonospora sp.
K2F73 izolat1 % 99.4 oraninda M.chaiyaphumensis tiirii ile benzerlik ve 4 niikleotit
farkliligi gostermektedir. Micromonospora sp. K2R47 izolat1 % 99.8 benzerlik ve 1
niikleotit farkliligi ile M.zamorensis’e, Micromonospora sp. K2R35 izolati % 98
benzerlik ve 23 niikleotit farkliligi ile M. endolithica’ya, Micromonospora sp.
K2R33 izolat1 % 99.1 benzerlik ve 13 niikleotit farkliligi ile M. coxensis tiiriine,
Micromonospora sp. H2F8 izolat1 % 98.6 benzerlik ve 20 niikleotit farkliligi ile M.
narathivatensis tip tiiriine benzemektedir (Sekil 4.6,Cizelge 4.10-13).

Nocardia cinsine ait izolatlarin dizileri, Nocardia cinsi tiyesi 19 tip tiir ile
birlikte hizalanmis ve 1409 nt’lik dizi elde edilmistir. Izolatlardan Nocardia sp.
H3S3 izolati %98 benzerlik orani ile N. takedensis’e yakinlik ve 28 niikleotit
farkliligi gosterirken N. lijiangensis tiirii ile de % 97.1 benzerlik ve 41 niikleotit
farkliligi gostermektedir. Nocardia sp. H3S24 izolati % 99.1 benzerlik ile N.
takedensis’e yakinlik ve 13 niikleotit farkliligi gostermekte, N. lijiangensis tiirii ile de
% 98.1 benzerlik ve 25 niikleotit farkliligi gostermektedir. Nocardia sp. K2R37
izolati ise % 99.3 benzerlik orani ile N. speluncae tiiriine benzemekte ve 10 niikleotit
farkligi gostermekte olup, N. jinanensis tiirii ile de %99.1 benzerlik oran1 ve 13
niikleotit farklilig1 gostermektedir (Sekil 4.7,Cizelge 4.14; 15).
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Nonomuraea cinsine ait izolatlarin dizileri Nonomuraea cinsine ait 21 tip tiirii
ile birlikte hizalanmis toplamda 1381 nt’lik dizi elde edilmistir. Nonomuraea sp.
H1R4 izolat1 % 98.1 benzerlik oran1 ile N. candida tiiriine benzedigi ve 26 niikleotit
farklig1 gosterdigi belirlenmistir. Yine bu izolat % 97.6 benzerlik orani ile N.
salmonea tip tiiriine yakinlik gostermekte ve 32 niikleotit farkliligina sahiptir.
Nonomuraea sp. H2R3 izolat1 % 96.8 benzerlik oran1 ile N. solani tiiri ile akraba
olup 44 niikleotit farkliligi gostermektedir. Bu izolatin % 96.2 benzerlik ile N.
rhizophila tiiriine yakinlik gosterdigi ve 52 niikleotit farkliligi oldugu tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismalarda Nonomuraea sp. H2R15 izolatinin % 98 benzerlik
orani ile N. candida tiiriine benzedigi ve 27 niikleotit farkliligina sahip oldugu , %
98.4 benzerlik ile de N. helvata tiirtine yakinlik gosterip 22 niikleotit farklilig:
gosterdigi tespit edilmistir. Nonomuraea sp. H2R 16 izolat1 % 97.5 benzerlik orani ile
N. solani tiirtine yakinlik ve 34 niikleotit farkliligi gostermektedir. Bu izolatin % 96.9
benzerlik ile N. rhizophila tiiriine yakinlik gosterdigi ve 42 niikleotit farklilig1 oldugu
tespit edilmistir. Nonomuraea sp. H2R21 izolat1 % 97.4 benzerlik orani ile N. solani
tiirline yakinlik ve 34 niikleotit farklilig1 gostermektedir. Bu izolatin % 97 benzerlik
ile N. maheshkhaliensis tiiriine yakinlik gosterdigi ve 41 niikleotit farkliligi oldugu
tespit edilmistir. Nonomuraea sp. H2R11 izolatt % 99.3 benzerlik orani ile N.
candida tiiriine benzedigi ve 9 niikleotit farkligi gosterdigi belirlenmistir. Yine bu
izolat % 98.9 benzerlik orani ile N. salmonea tip tiirii ile 15 niikleotit farklilig
gosterdigi tespit edilmistir. Nonomuraea sp. Z1R24 izolatinin N. turkmeniaca tiiriine
% 99 benzer oldugu ve 14 niikleotit farklig1r gosterdigi tespit edilmistir. Yine bu
izolat % 98.6 benzerlik orani ile N. candida tip tiiriin ile akraba olup 19 niikleotit
farklilig1 gostermektedir. Nonomuraea sp. Z2R54 izolat1 % 98.4 benzerlik orani ile
N. helvata tiiriine benzedigi ve 21 niikleotit farkligina sahip oldugu tespit edilmistir.
Yine bu izolat % 98.1 benzerlik orani ile N. candida tip tiiriine yakinlik gostermekte
ve 26 niikleotit farkliligina sahiptir (Sekil 4.8, Cizelge 4.16; 17).

Rhodococcus cinsine ait izolatlarin dizileri Rhodococcus cinsine ait 14 tip
tirii ile birlikte hizalanmis toplamda 1443 nt’lik dizi elde edilmistir. Rhodococcus
sp.H3R2 izolat1 % 99.3 benzerlik orani ile R. wratislaviensis tiirii ile yakin akrabalik
gostermekte olup 12 niikleotit farkliligina sahip oldugu belirlenmistir. Rhodococcus
sp. BIR8 izolat1 % 99.9 benzerlik orani ile R. equi tiirii ile yakin iliskili oldugu ve 2
niikleotit farkliligr gosterdigi tespit edilmistir. Rhodococcus sp.K1R19 izolati ise

66



%098.5 benzerlik orani ile R. koreensis tiirii ile yakin iligkili olup 21 niikleotit
farkliligr gostermektedir. R. marinonascens tiirii ile de % 98.5 yakinlik gostermekte
olup 21 niikleotit farkliligina sahiptir (Sekil 4.9, Cizelge 4. 18; 19).

Streptomyces cinsine ait izolatlarin dizileri Streptomyces cinsine ait 39 tip
tiirdi ile birlikte hizalanmis toplamda 1445 nt’lik dizi elde edilmistir. Streptomyces sp.
Z1R7 izolat1 % 95.5 benzerlik orani ile S. specialis tiirii ile yakinlik gostermekle
birlikte 65 niikleotit farkliligi gosterdigi tespit edilmistir. S. mayteni tiirii ile % 95.5
benzerlik oranina sahip oldugu ve 62 niikleotit farkliligi gosterdigi tespit edilmistir.
Streptomyces sp. Z1R34 izolat1 %97 benzerlik ile S. vastus tiirii ile yakin iliski
gostermekte ve 44 niikleotit farkliligina sahip oldugu belirlenmistir. Bu izolatin S.
violarus tiirii ile % 95.3 benzerlik gosterdigi ve 68 niikleotit farkliligina sahip oldugu
tespit edilmistir. Streptomyces sp. K1R21 izolat1 % 98.9 benzerlik orani ile S. vastus
tiirli ile yakin iligkili olup 15 niikleotit farkliligina sahiptir. S. cinereus tiiriiyle ise %
97.5 benzerlik oran1 ve 36 niikleotit farkliligi gostermektedir. Streptomyces sp.
K1R16 izolat1 % 98.9 benzerlik orani ile S. vastus tiirii ile yakin iligki gostermekte ve
16 niikleotit farkliligina sahiptir. S. cinereus tiiriiyle ise % 97.6 benzerlik oran1 ve 35
niikleotit farklihigi gostermektedir. Streptomyces sp. K2R76 izolat1 % 98.2 benzerlik
orani ile S. seoulensis tiiriine yakinlik gostermekle birlikte 26 niikleotit farkliligina
sahiptir. S. peucetius tiirtiyle de % 97.8 benzerlik orani ve 31 niikleotit farkliligina
sahip oldugu belirlenmistir. Streptomyces sp. K2R77 izolat1 % 98.4 benzerlik orani
ile S. glycovorans tiiriine yakinlik gostermekle birlikte 23 niikleotit farkliligina
sahiptir. S. abyssalis tiiriiyle de % 97.9 benzerlik oran1 ve 30 niikleotit farklilig:
oldugu tespit edilmistir. Streptomyces sp. Z2S13 izolat1 % 98.3 benzerlik orani ile S.
endophyticus tiirtine yakinlik gostermekte ve 25 niikleotit farkliligina sahiptir. S.
kunmingensis tiiriiyle de % 97.1 benzerlik oran1 ve 42 niikleotit farkliligi gosterdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.10, Cizelge 4. 20- 22).
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8 A. coerulea IFO 14679" (U49002)
ﬁ'i:A. verrucosospora NBRC 14100" (U49011)
98 A

. citrea IFO 14678" (U49001)

— ——— A.mexicana A209" (AF277195)
———— A.formosensis JCM 7474 (AF002263)
’V Actinomadura sp. B2F13
96| A.meridiana DLS-45" (FN646663)
L— A. madurae DSM 430677 (X97889)
—— A. meyerae A288" (U49001)

5_1 A. bangladeshensis 3-46-b3" (AB331652)
Ta‘— A. chokoriensis 3-45-A11" (AB331730)

S. album DSM 43023 (X89934)

—
0.005

Sekil 4.3. Actinomadura cinsine ait test organizmalari ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz
dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagact (nodlarda % 50’nin {izerinde bootsrap degerleri verilmistir).
Niikleotit pozisyon degisimi % 0.05°tir ve dis grup olarak
Streptosporangium album DSM 43023 kullamImustr.
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Cizelge 4.6. Actinomadura cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yiizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1

farkliliklar
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 | Actinomadura sp. B2F13 22/1390 | 33/1384 | 30/1381 | 33/1387 | 34/1386 | 33/1385 | 36/1385 | 31/1386 | 31/1391 | 39/1385
2 | A. bangladeshensis 3-46-b3 98.42 | --- 25/1386 | 10/1383 | 33/1387 | 26/1387 | 15/1387 | 25/1387 | 20/1388 | 25/1392 | 23/1386
3 | A. mexicana A209 97.62|98.20 --- 35/1377|38/1383 | 13/1383 | 24/1382 | 17/1382 | 22/1384 | 23/1386 | 19/1381
4 | A. chokoriensis 3-45-a/11 97.83/99.28 |97.46 |--- 42/1378 | 36/1378 | 25/1378 | 35/1378 | 30/1379 | 35/1383 | 33/1377
5 |A. meridiana DLS-45 97.62 | 97.62 97.25 96.95 --- 39/1383 | 39/1382 | 44/1382 | 42/1387 | 37/1388 | 43/1382
6 |A. citrea IFO 14678 97.55|98.13 [99.06 |97.39 |97.18 |--- 28/1383|8/1385 |27/1383 | 25/1388|10/1385
7 | A. meyerae A288 97.62 | 98.92 98.26 98.19 97.18 97.98 --- 28/1383 | 22/1383 | 28/1387 | 26/1382
8 |A. coerulea IFO 14679 97.40198.20 98.77 97.46 96.82 99.42 97.98 --- 31/1383|25/1387 | 6/1385
9 |A. madurae DSM 43067 97.76 /19856 98.41 |97.82 [96.97 |98.05 [98.41 |97.76 |--- 31/1388 | 29/1382
10 | A. formosensis JCM 7474 97.7798.20 98.34 97.47 97.33 98.20 97.98 98.20 97.77 --- 26/1387
11| A. verrucosospora NBRC 14100 (97.18|98.34 |98.62 |97.60 [96.89 [99.28 |98.12 [99.57 (9790 |98.13 |---
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511 A. cerinus subsp. nitratus ATCC 51763 (AY277619)

ﬁ[L

A. fucosus VKM Ac-1345" (AY158025)

A. cerinus subsp. cerinus DSM 8595" (X77448)
A. ramosus DSM 43045 (X77447)

99

7E|_—A. albus VKM Ac-1800" (AF503917)

Agromyces sp. KIR23

100|_
Agromyces sp. K2R23

A. neolithicus 23-23" (AY507128)
97 |_—A. ulmi XILO1T (AY427830)

A. terreus DS-10" (EF363711)
A. allii UMS-62T (DQ673873)

—ul

—t
0.01

Corynebacterium sp. QSSC3-5" (AF170740)

Sekil 4.4. Agromyces cinsine ait test organizmalar1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz
dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagaci (nodlarda % 50’nin lzerinde bootsrap degerleri verilmistir).
Niikleotit pozisyon degisimi % 1°dir ve dis grup olarak Corynebacterium
sp. QSSC3-5" kullanilmustir.
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Cizelge 4.7. Agromyces cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1

farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 | Agromyces sp. K1R23 --- | 3/1361 | 16/1360 | 22/1352 | 32/1352 | 41/1351 | 32/1353 | 32/1350 | 29/1352 | 45/1352 | 34/1357 | 19/1358 | 48/1352
2 | Agromyces sp. K2R23 99.78 --- 1 13/1360 | 19/1352 | 29/1352 | 38/1351 | 29/1353 | 29/1350 | 26/1352 | 42/1352 | 31/1357 | 16/1358 | 45/1352
3 | A. neolithicus 23-23 98.82| 99.04 --- | 23/1352 | 30/1351|37/1351 | 30/1352 | 20/1350 | 36/1352 | 44/1351 | 32/1356 | 16/1358 | 46/1352
4 | A. ramosus DSM 43045 98.37| 98.59| 98.30 --- | 12/1351 | 38/1351 | 12/1352 | 38/1349 | 16/1352 | 45/1351 | 20/1352 | 27/1350 | 47/1352
5 | A. cerinus subsp. cerinus DSM 8595 97.63| 97.86 97.78 99.11 ---142/1350 | 0/1352|43/1348 | 20/1351 | 47/1351 | 8/1352 | 36/1349 | 49/1351
6 |A. terreus DS-10/EF363711 96.97| 97.19 97.26 97.19 96.89 --- | 42/1351 | 47/1348 | 50/1351 | 10/1352 | 46/1351 | 43/1349 | 17/1352
7 | A. cerinus subsp. nitratus ATCC 51763 | 97.63| 97.86 97.78 99.11| 100.00 96.89 --- 1 43/1349 | 20/1352 | 47/1352 | 8/1353 | 36/1350 | 49/1352
8 | A ulmi XILO1 97.63| 97.85| 98.52 97.18 96.81 96.51 96.81 --- | 49/1349 | 50/1348 | 43/1350 | 30/1348 | 54/1349
9 |A. albus VKM Ac-1800 97.86 | 98.08 97.34 98.82 98.52 96.30 98.52 96.37 --- | 57/1351 | 28/1352 | 34/1350 | 58/1352
10 | A. allii UMS-62 96.67 | 96.89 96.74 96.67 96.52 99.26 96.52 96.29 95.78 ---151/1352 | 50/1349 | 21/1352
11| A. fucosus VKM Ac-1345 97.49| 97.72 97.64| 98.52 99.41 96.60 99.41 96.81 97.93 96.23 --- | 33/1354 | 53/1352
12 | A. humatus CD5 98.60 | 98.82 98.82 98.00 97.33 96.81 97.33 97.77 97.48 96.29 97.56 --- 1 52/1350
13| A. salentinus 20-5 96.45| 96.67 96.60 96.52 96.37 98.74 96.38 96.00 95.71 98.45 96.08 96.15 -
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51 H;G.obs'curus DSM 4?160T (CP001867)
G.siccatus CF6/1 ' (HE654548)
| G.ruber CPCC 201356 " (EU438905)
G.africanus CF11/1 T (HE654550)
— G.tzadiensis CF5/2 " (HE654545)

{ Geodermatophilus sp. Z2R53
9 G.saharensis CF5/5 T (HE654551)
—
67

G.arenarius CF5/4 T (HE654547)
G.nigrescens YIM 75980 " (JN656711)

7’7 G.normandii CF5/3 T (HE654546)
8 G.telluris CF9/1/1 T (HE815469)

S. polymorpha DSM 46113 T (X72377)

B
0.01

Sekil 4.5. Geodermatophilus cinsine ait test organizmalari ve tip tiirlerinin 16S
rRNA baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987)
filogenetik soyagaci (nodlarda % 50°nin iizerinde bootsrap degerleri
verilmigtir). Niikleotit pozisyon degisimi % 1’tir ve dis grup olarak
Sporichthya polymorpha DSM 46113 kullanilmustir.
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Cizelge 4.8. Geodermatophilus cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina baglh yilizde benzerlik degerleri ve niikleotit

say1 farkliliklart

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 | Georedmatophilus sp. Z2R53 --- | 24/1466 | 31/1466 | 37/1434 | 36/1464 | 44/1465 | 41/1462 | 42/1464 | 65/1466 | 44/1435 | 56/1445
2 | G. saharensis CF5/5 98.36 --- | 25/1466 | 32/1434 | 30/1464 | 38/1465 | 33/1463 | 37/1464 | 54/1466 | 38/1435 | 60/1445
3 | G. tzadiensis CF5/2 97.89| 98.29 --- | 24/1435| 23/1465 | 23/1466 | 28/1463 | 32/1465 | 40/1467 | 36/1436 | 54/1446
4 | G. normandii CF5/3 97.42| 97.77| 98.33 --- | 35/1433|41/1434 | 28/1432 | 40/1433 | 35/1435 | 41/1433 | 57/1433
5 | G.africanus CF11/1 97.54| 97.95| 98.43| 97.56 --- | 35/1467 | 37/1461 | 13/1466 | 52/1467 | 19/1437 | 43/1447
6 |G.arenarius CF5/4 97.00f 97.41| 98.43| 97.14| 9761 --- | 22/1462 | 35/1467 | 51/1468 | 37/1438 | 53/1448
7 | G.nigrescens YIM 75980 97.20| 97.74| 98.09| 98.04| 97.47| 9850 --- | 35/1461 | 55/1463 | 33/1432 | 56/1442
8 | G.obscurus DSM 43160 97.13| 97.47| 9782 9721 99.11| 97.61| 97.60 --- | 61/1467 | 13/1438 | 35/1448
9 | G.telluris CF9/1/1 95.57| 96.32| 97.27| 9756| 96.46| 96.53| 96.24| 95.84 --- | 63/1438 | 79/1448
10 | G.siccatus CF6/1 96.93| 97.35| 97.49| 97.14| 98.68| 97.43| 97.70] 99.10| 95.62 --- 1 30/1438
11 | G.ruber CPCC 201356 96.12| 95.85| 96.27| 96.02] 97.03| 96.34| 96.12| 97.58| 9454| 9791 ---
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Kribbella sp. H3R5
|K. karoonensis DSM 173447 (FN643222)
Kribbella sp. H2R4
6 K. shirazensis UTMC 693 T (JN038072)
K. aluminosa HKI 0478 T (EF126967)

K. hippodromi S1.4 T (EF472955)

100—K. solani DSA1 " (AY253862)
E Kribbella sp. H2R22

K. swartbergensis DSM 17345 T (FN643223)
| K. albertanoniae BC640 " (KC283016)
97-—K. sandramycini ATCC 39419 T (AF005020)
K. ginsengisoli Gsoli 001" (AB245391)
L K. sancticallisti BC633 " (AM778577)

K. flavida DSM 17836 T (CP001736)
S. roseum DSM 430217 (X89947)

o
0.01

Sekil 4.6. Kribbella cinsine ait test organizmalar1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagact (nodlarda % 50’nin {izerinde bootsrap degerleri verilmistir).
Niikleotit pozisyon degisimi % 1’dir ve dis grup olarak Streptosporangium
roseum DSM 430217 kullanilmistir.
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Cizelge 4.9. Kribbella cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yilizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1

farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 | Kribbella sp. H2R4 ---123/1357 | 6/1364 | 21/1357 | 23/1357 | 10/1364 | 23/1357 | 13/1364 | 17/1364 | 17/1362 | 20/1357 | 23/1354 | 12/1296 | 19/1296
2 | Kribbella sp. H2R22 98.31 --- | 23/1357 | 17/1357 | 14/1357 | 24/1357 | 17/1357 | 22/1357 | 20/1357 | 26/1355 | 21/1357 | 19/1354 | 21/1289 | 14/1296
3 | Kribbella sp. H3R5 99.56 98.31 --- | 24/1357 | 27/1357 | 14/1364 | 23/1357 | 18/1364 | 17/1364 | 22/1362 | 22/1357 | 26/1354 | 6/1296 | 21/1296
4 | K. albertanoniae BC640 98.45 98.75 98.23 --- 1 12/1357 | 19/1357 | 16/1357 | 13/1357 | 21/1357 | 17/1355 | 17/1357 | 4/1354 |22/1289 | 11/1296
5 | K. flavida DSM 17836 98.31 98.97 98.01 99.12 --- | 24/1357 | 15/1357 | 16/1357 | 22/1357 | 20/1355 | 13/1357 | 14/1354 | 25/1289 | 13/1296
6 | K. shirazensis UTMC 693 99.27 98.23 98.97 98.60 98.23 --- | 23/1357 | 13/1364 | 13/1364 | 17/1362 | 29/1357 | 21/1354 | 8/1296 | 17/1296
7 | K. ginsengisoli Gsoli 001 98.31 98.75 98.31 98.82 98.89 98.31 --- | 22/1357 | 24/1357 | 26/1355 | 16/1357 | 18/1354 | 21/1289 | 16/1296
8 | K. hippodromi S1.4 99.05| 98.38 98.68 99.04| 98.82 99.05 08.38 --- | 15/1364 | 4/1362 | 23/1357 | 15/1354 | 16/1296 | 15/1296
9 | K. aluminosa HKI 0478 98.75 98.53 98.75 98.45 98.38 99.05 98.23 98.90 --- 1 19/1362 | 23/1357 | 23/1354 | 11/1296 | 17/1296
10 | K. solani DSA1 98.75| 98.08 98.38 98.75| 98.52 98.75 98.08 99.71 98.60 --- | 27/1355 | 19/1352 | 20/1294 | 19/1294
11 | K. sancticallisti BC633 98.53 98.45 98.38 98.75 99.04 97.86 98.82 98.31 98.31 98.01 ---|119/1354 | 28/1289 | 18/1296
12 | K. sandramycini ATCC 39419 |98.30| 98.60 98.08 99.70| 98.97 98.45 98.67 98.89 98.30 98.59 98.60 --- | 24/1286 | 13/1293
13 | K. karoonensis DSM 17344 99.07 98.37 99.54 98.29 98.06 99.38 98.37 98.77 99.15 98.45 97.83 98.13 ---119/1289
14 | K.swartbergensis DSM 17345 | 98.53 98.92 98.38 99.15 99.00 98.69 98.77 98.84 98.69 98.53 98.61 98.99 98.53 ---
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Micromonospora sp. K2S19
M. saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
Micromonospora sp. K2R55

62
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Micromonospora sp. K2R49
Micromonospora sp. K2520
Micromonospora sp. Z1R8
Micromonospora sp. Z1R61
Micromonospora sp. K2R47
99 LM, zamorensis CR38" (FN658656)
M. lupini Lupac 14N" (AJ783996)
M. chokoriensis 2-19/6" (AB241454)
Micromonospora sp. K2F72
M. mirobrigensis WA201" (AJ626950)
M. krabiensis MA-2T (AB196716)
Micromonospora sp. K2R33
M. matsumotoense IMSNU 22003 (AF152109)
M. wenchangensis 2602GPT1-05" (JQ768361)
M. haikouensis 232617" (GU130129)
M. humi P0402" (GU459068)
M. purpureochromogenes DSM 438217 (X92611)
M. coxensis 2-30-b/28" (AB241455)
M. maritima D10-9-5" (HQ704071)
M. aurantiaca ATCC 27029 (CP002162)
M. marina JSM1-1" (AB196712)

M. viridifaciens DSM 439097 (X92623)
-'—_M. eburnea LK2-10" (AB107231)
M. citrea DSM 43903" (X92617)

M. auratinigra TT1-11" (AB159779)

Micromonospora sp. K2F73
M. chaiyaphumensis MC5-1" (AB196710)
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Micromonospora sp. H2F8
M. rosaria DSM 803" (X92631)
Micromonospora sp. Z1F35

M. inositola DSM 438197 (X92610)
M. fulviviridis DSM 43906" (X92620)
M. chersina DSM 441517 (X92628)

M. halotolerans CR18" (FN658652)
Micromonospora sp. K2R35
M. peucetia DSM 43363" (X92603)
M. endolithica DSM 443987 (AJ560635)
M. cremea CR30" (FN658654)

M. coriariae NARO1" (AJ784008)
Micromonospora sp. H2F23

641 Micromonospora sp. H2R10

—M. narathiwatensis BTG4-1" (AB193559)

M. spongicola S3-1" (AB645957)
Micromonospora sp. H3F6
Micromonospora sp. H3F25
M. rhizosphaerae 2110187 (FJ261956)
M. olivasterospora DSM 43868" (X92613)

Sekil 4.7. Micromonospora cinsine ait test organizmalari ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci
(nodlarda % 50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Niikleotit pozisyon
dis grup olarak Streptomyces ambofaciens NBRC 12836'

degisimi % 1’dir ve
kullanilmugtr.
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Cizelge 4.10.Micromonospora cinsine ait K2F72, K2R47, K2R49, K2R55, K2S19, K2S20, Z1R61 ve Z1R8
arasindaki 16S rRNA sekansina bagh ylizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1 farkliliklart

izolatlar1 ve tip tiirleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 | Micromonospora sp. K2F72 --- | 18/1401 | 15/1401 | 13/1401 | 13/1401 | 15/1401 | 12/1401 | 14/1401 | 20/1399 | 22/1399 | 19/1401 | 17/1400 | 17/1400
2 | Micromonospora sp. K2R47 |98.72 11/1401 | 11/1401 | 11/1401 | 11/1401 | 11/1401 | 13/1401 | 22/1399 | 27/1399 | 2/1402 | 31/1400 | 23/1400
3 | Micromonospora sp. K2R49 |98.93| 99.21 - 2/1401 | 2/1401 | 4/1401 | 6/1401 | 6/1401 | 13/1401 | 20/1401 | 12/1401 | 24/1400 | 22/1400
4 | Micromonospora sp. K2R55 [99.07 | 99.21 99.86 - 0/1401 | 2/1401 | 4/1401 | 4/1401 | 11/1399 | 18/1399 | 12/1401 | 22/1400 | 20/1400
5 | Micromonospora sp. K2S19 |99.07 | 99.21 | 99.86 | 100.00 2/1401 | 4/1401 | 4/1401 |11/1399 | 18/1399 | 12/1401 | 22/1400 | 20/1400
6 | Micromonospora sp. K2S20 |98.93| 99.21 | 99.71 | 99.86 | 99.86 6/1401 | 2/1401 | 13/1399 | 20/1399 | 12/1401 | 24/1400 | 18/1400
7 | Micromonospora sp. ZIR61 |99.14| 99.21 | 99.57 | 99.71 | 99.71 | 99.57 6/1401 | 13/1399 | 22/1399 | 12/1401 | 22/1400 | 20/1400
8 | Micromonospora sp. Z1IR8 | 99.00| 99.07 | 99.57 | 99.71 | 99.71 | 99.86 | 99.57 12/1399 | 21/1399 | 14/1401 | 23/1400 | 18/1400
9 | M. chokoriensis 2-19/6 98.57| 98.43 | 99.07 | 99.21 | 99.21 | 99.07 | 99.07 | 99.14 9/1399 | 23/1399 | 20/1398 | 23/1398
10 | M.lupini Lupac 14N 98.43| 98.07 | 98,57 | 98.71 | 98.71 | 98,57 | 9843 | 9850 | 99.36 28/1399 | 24/1398 | 29/1398
11 | M.zamorensis CR38 98.64| 99.86 | 99.14 | 99.14 | 99.14 | 99.14 | 99.14 | 99.00 | 98.36 | 98.00 --- | 32/1400 | 24/1400
12 | M.mirobrigensis WA201 98.79| 97.79 | 98.29 | 98.43 | 98.43 | 98.29 | 9843 | 9836 | 9857 | 98.28 | 97.71 20/1399
13 | M.krabiensis MA-2 98.79| 98.36 | 98.43 | 98,57 | 98,57 | 98.71 | 9857 | 98.71 | 98.35 | 97.93 | 98.29 | 98.57
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Cizelge 4.11.Micromonospora cinsine ait K2F73 ve K2R33 izolatlar1 ve
degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli ylizde benzerlik

MC5-1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 Z;‘:Fr%“onosf’ora sP- - | 35/1386 | 33/1397 | 32/1397 | 32/1397 | 21/1397 | 25/1397 | 11/1396 | 13/1397 | 15/1397 | 21/1397 | 19/1396 | 21/1397 | 22/1397 | 13/1392 | 5/1396
2 w;‘ggg‘o”“pora sp. 97.47 | -~ | 29/1386 | 25/1386 | 27/1386 | 26/1386 | 28/1386 | 38/1385 | 35/1386 | 37/1386 | 22/1386 | 21/1385 | 27/1386 | 31/1386 | 34/1382 | 37/1385
3 mﬂ’;‘ﬁﬁ’g‘gggnse 97.64 | 97.91 | -- |18/1397 |15/1397 | 19/1397 | 26/1397 | 29/1396 | 35/1397 | 35/1397 | 22/1397 | 22/1396 | 25/1397 | 27/1397 | 29/1392 | 32/1396
4 gﬂé(‘;"zeggﬁrl%%mis 97.71 | 9820 | 9871 | - |13/1397 |22/1397 | 21/1397 | 27/1396 | 33/1397 | 31/1397 | 20/1397 | 20/1396 | 21/1397 | 24/1397 | 29/1392 | 33/1396
5 | M haikouensis 232617 | 9771 | 9805 | 9893 | 99.07 | - [20/1397 | 23/1397 | 20/1396 | 34/1397 | 29/1397 | 22/1397 | 21/1396 | 22/1397 | 26/1397 | 22/1392 | 31/1396
6 | M.humi P0402 9850 | 98.12 | 98.64 | 9843 | 9857 | - |15/1397 | 20/1396 | 20/1397 | 22/1397 | 16/1397 | 11/1396 | 10/1397 | 14/1397 | 14/1392 | 20/1396
7 %gggantiacaAch 98.21 | 97.98 | 98.14 | 9850 | 98.35 | 9893 | - |23/1396 |22/1397 | 27/1397 | 11/1397 | 9/1396 | 6/1397 | 5/1397 | 23/1392 | 20/1396
8 | Mauratinigra TT1-11 | 9921 | 97.26 | 97.92 | 9807 | 97.92 | 9857 | 9835 | -~ |11/1396 |20/1396 | 21/1396 | 18/1395 | 19/1396 | 20/1396 | 17/1391 | 8/1395
9 | M.citrea DSM 43903 99.07 | 97.47 | 97.49 | 97.64 | 97.57 | 9857 | 98.43 | 99.21 | - |16/1397 |18/1397 | 15/1396 | 16/1397 | 19/1397 | 14/1392 | 10/1396
10 Z’ggg;d”a‘:iens DSM 98.93 | 97.33 | 97.49 | 97.78 | 97.92 | 9843 | 98.07 | 9857 | 9885 | - |23/1397 |22/1396 | 23/1397 | 25/1397 | 11/1392 | 18/1396
11 '\D"'Sp,\‘jlrgggg‘fhmmoge”es 9850 | 9841 | 98.43 | 9857 | 9843 | 9885 | 99.21 | 9850 | 9871 | 9835 | - | 9/1396 |13/1397 |16/1397 | 23/1392 | 18/1396
12 | M.coxensis 2-30-b/28 98.64 | 98.48 | 98.42 | 9857 | 9850 | 9921 | 99.36 | 98.71 | 98.93 | 9842 | 99.36 | -- | 7/1396 |12/1396 | 17/1391 | 17/1395
13 | M maritima D10-9-5 9850 | 98.05 | 9821 | 9850 | 98.43 | 99.28 | 99.57 | 98.64 | 98.85 | 9835 | 99.07 | 9950 | -- | 5/1397 |17/1392 | 18/1396
14| M.marina JSM1-1 9843 | 97.76 | 98.07 | 98.28 | 98.14 | 99.00 | 99.64 | 9857 | 98.64 | 9821 | 9885 | 99.14 | 9964 | - |22/1392 |19/1396
15 | M.eburnea LK2-10 99.07 | 97.54 | 97.92 | 97.92 | 9842 | 9899 | 9835 | 98.78 | 98.99 | 99.21 | 9835 | 9878 | 98.78 | 9842 | - |12/1391
16 | M-chaiyaphumensis 99.64 | 97.33 | 97.71 | 9764 | 97.78 | 9857 | 9857 | 99.43 | 99.28 | 98.71 | 98.71 | 98.78 | 9871 | 9864 | 99.14 | -
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Cizelge 4.12. Micromonospora cinsine ait H2F23, H2F8, H2R10, K2R35 ve Z1F35 izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl

yiizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 | Micromonospora sp. H2F23 —| 45/13{ 0/14q 31/13{ 20/14 17714 514Q 6/14q 13/14( 23/14( 20/14( 23/14| 24/14( 27/14
2 | Micromonospora sp. H2F8 96.7|  --| 45/13{ 54/13| 38/13{ 36/13] 50/13| 47/13{ 40/13{ 3513 40/13{ 37/13 43/13| 36/13
3 | Micromonospora sp. H2R10 100.  967]  --| 31/13{ 20/14 17714 5/140 6/14Q 13/14( 23/14{ 20/14( 23/14{ 24/14( 27/14
4 | Micromonospora sp. K2R35 97.7{ 961 977y  --| 30/13{ 24/13{ 3513 30/13{ 24/13{ 3313 2513{ 3113 27/13| 28/13
5 | Micromonospora sp. ZLF35 985 97.2] 985 97.8) | 16/13| 25/14 21/14( 1114{ 1813 16/14( 20/13 19/14 13/14
6 | M.chersina DSM 44151 987\ 97.4] 987l 982 988  --| 2214 19/14( 10/14{ 17/14( 11/14{ 13/14( 2314 12/14
7 | M.coriariae NAROL 99.6) 964 99.6 975 982 984]  --| 9140 18/14{ 28/14( 2514 28/14( 29/14 31/14
8 | M.cremea CR30 995|  96.6] 995 97.8( 985  98.6{ 99.3( | 17/14{ 2514 23/14 26/14( 26/14| 27/14
9 | M.endolithica DSM 44398 99.0] 971  99.0] 982{ 992 99.2{ 987 9870 | 19/14( 11/14( 16/14 2214 18/14
10 | M fulviviridis DSM 43906 983 97.4{ 983( 97.6) 987 987 980( 982/ 986{  --| 1714 1813 2213 22/14
11 | M halotolerans CR18 985 97.1) 985 982 988( 99.2] 982 983 99.2] 987 | 19/14 2214 20/14
12 | M.inositola DSM 43819 983 97.3{ 983 97.7{ 985 99.0] 980 981 988 987 986{  --| 29/14 19/14
13 | M.peucetia DSM 43363 982  96.9] 982{ 980 986{ 983( 97.9) 981 984] 98.4 984] 97.9] | 26/14
14 | M rosaria DSM 803 98.0] 97.4{ 980] 980{ 99.0 991 97.7{ 980] 987/ 984 985 986/ 981 -~
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Cizelge 4.13. Micromonospora cinsine ait H3F25 ve H3F6 izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yiizde benzerlik
degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6
1| Micromonospora sp. H3F25 4/1400 |20/1400 | 22/1400 | 24/1400 | 26/1400
2 | Micromonospora sp. H3F6 | 99.71 --- 118/1401{20/1401|22/1401 | 24/1401
3 | M.narathiwatensis BTG4-1 98.57 | 98.72 --- | 32/1401|32/1401 | 20/1402
4 | M.olivasterospora DSM 43868 | 98.43 | 98.57 | 97.72 ---120/1401 | 35/1401
5 M.rhizosphaerae 211018 98.29 | 98.43 | 97.72 | 98.57 --- |33/1401
6 M.spongicola S3-1 98.14 | 98.29 | 98,57 | 97.50 | 97.64
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N. beijingensis AS4.1521" (AF154129)

N. araoensis NBRC 100135" (BAFR01000042)
N. niwae W9241T (FJ765056)

N. amikacinitolerans W9988" (GU985442)

—— N. takedensis NBRC 100417" (BAGG01000024)

65 100 Nocardia sp. H3S3
98 Nocardia sp. H3524

N. exalbida NBRC 100660 (BAFZ01000028)
76 —— N. xishanensis AS 4.1860" (AY333115)

76 |:N. lijiangensis YIM 333787 (AY779043)
75 100 N. polyresistens YIM 333617 (AY626158)
N. iowensis Ul 1225407 (DQ925490)
N. alba YIM 302437 (AY222321)
N. speluncae N2-117 (AM422449)
N. jinanensis 04-5195" (DQ462650)
Nocardia sp. K2R37
N. grenadensis GW5-5797" (FR729900)

62

65

99 —— N. carnea NBRC 14403 (BAFV01000017)
N. flavorosea JCM 33327 (Z46754)
99 N. rhamnosiphila 202GMO" (EF418604)
65 N. sienata IFM 10088" (AB121770)

99 N. testacea NBRC 100365 (BAGJ01000040)
T. paurometabola DSM 20162 (NR 074458)

—
0.005

Sekil 4.8.Nocardia cinsine ait test organizmalari ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagact (nodlarda % 50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir).
Niikleotit pozisyon degisimi % 0.05’tir ve dis grup olarak Tsukamurella
paurometabola DSM 201627 kullanilmustur.
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Cizelge 4.14. Nocardia cinsine ait H3S3 ve H3S24 izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yiizde benzerlik
degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 | Nocardia sp. H3S3 --- 24/1395 | 46/1394 | 48/1395 | 47/1395 | 44/1395 | 28/1395 | 48/1395 | 46/1395 | 41/1395 | 52/1392 | 51/1395 | 57/1392
2 | Nocardia sp. H3524 98.28 --- 30/1402 | 31/1403 | 30/1403 | 27/1403 | 10/1403 | 31/1403 | 29/1403 | 23/1403 | 34/1400 | 34/1403 | 43/1400
3 | N.beijingensis AS4.1521 96.70 97.86 --- 10/1402 | 14/1402 | 12/1402 | 29/1402 | 26/1402 | 32/1402 | 38/1402 | 49/1399 | 40/1402 | 57/1399
4 | N.araoensis NBRC 100135 96.56 97.79  199.29 --- 12/1403 | 11/1403 | 26/1403 | 22/1403 | 27/1403 | 34/1403 | 43/1400 | 36/1403 | 52/1400
5 | N.niwae W9241 96.63 97.86 [99.00 99.14 --- 10/1403 | 30/1403 | 25/1403 | 27/1403 | 29/1403 | 40/1400 | 32/1403 | 48/1400
6 | N.amikacinitolerans W9988 96.85 98.08 ]99.14 |99.22 99.29 --- 25/1403 | 23/1403 | 23/1403 | 29/1403 | 40/1400 | 30/1403 | 49/1400
7 | N.takedensis NBRC 100417 97.99 99.29 ]97.93 98.15 97.86 98.22 --- 26/1403 | 27/1403 | 23/1403 | 34/1400 | 29/1403 | 42/1400
8 | N.exalbida NBRC 100660 96.56 97.79  ]98.15 98.43 98.22 98.36 98.15 --- 15/1403 | 18/1403 | 29/1400 | 28/1403 | 38/1400
9 | N.xishanensis AS 4.1860 96.70 97.93 |97.72 98.08 98.08 98.36 98.08 98.93 --- 10/1403 | 21/1400 | 29/1403 | 33/1400
10 | N.lijiangensis YIM 33378 97.06 98.36  [97.29 97.58 97.93 97.93 98.36 98.72 99.29 --- 13/1400 | 30/1403 | 27/1400
11 | N.polyresistens YIM 33361 96.26 97.57 96.50 96.93 97.14 |97.14 97.57 97.93 98.50 99.07 --- 41/1400 | 37/1397
12 | N.iowensis Ul 122540 96.34 9758 [97.15 97.43 97.72 97.86 97.93 98.00 97.93 97.86 97.07 --- 32/1400
13 | N.alba YIM 30243 95.91 96.93 ]95.93 96.29 96.57 96.50 97.00 97.29 97.64 98.07 97.35 97.71 ---

82




Cizelge 4.15. Nocardia cinsine ait K2R37 izolat1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri ve
niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 | Nocardia sp. K2R37 --- 25/1401 | 25/1401 | 12/1401 | 13/1393 | 27/1401 | 27/1401 | 10/1401 | 27/1401
2 | N.carnea NBRC 14403 98.22 | --- 12/1401 | 20/1401 | 28/1393 | 9/1401 |12/1401 | 24/1401|12/1401
3 |N.flavorosea JCM 3332 98.22 199.14 |--- 23/1401 | 34/1393 | 10/1401 | 12/1401 | 28/1401 | 12/1401
4 |N.grenadensis GW5-5797 |99.14 |98.57 ]98.36 |--- 15/1393 | 19/1401 | 23/1401 | 12/1401 | 21/1401
5 |N.jinanensis 04-5195 99.07 9799 |97.56 |98.92 |--- 32/1393 | 34/1393 | 15/1393 | 36/1393
6 |N.rhamnosiphila 202GMO |98.07 ]99.36 |99.29 [98.64 |97.70 |--- 10/1401 | 26/1401 | 10/1401
7 |N.sienata IFM 10088 98.07 ]99.14 [99.14 9836 [97.56 99.29 |--- 30/1401 | 2/1401

8 |N.speluncae N2-11 99.29 198.29 ]98.00 |99.14 ]98.92 98.14 9786 |--- 30/1401
9 |N.testacea NBRC 100365 [98.07 99.14 ]99.14 [98.50 |[97.42 [99.29 [99.86 [97.86 |--
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Nonomuraea sp. H1R4

Nonomuraea sp. H2R11

N.candida HMC10" (DQ285421)

N.turkmeniaca DSM 439267 (AF277201)

N. rubra DSM 437687 (AF277200)
(X97892)

N.salmonea DSM 43678"
N.jiangxiensis FXJ1.102" (FJ418910)
| ea| — N.kuesteri GW 14-19257 (AJ746362)
79 N.maheshkhaliensis 16-5-14" (AB290014)

{——— N. endophytica YIM 65601 (GU367158)
1001 Nonomuraea sp. H2R15
Nonomuraea sp. Z2R54

80 Nonomuraea sp. Z1R24

55 N.maritima FXJ7.203" (GU002054)

68 N.angiospora IFO 131557 (U48843)

_|—_N.jabiensis A4036" (HQ157186)

N.polychroma IFO 14345" (U48977)

‘I——N.helvata IFO 14681" (U48975)

— N. dietziae DSM 443207 (AJ278220)

99 N. africana IFO 14745" (U48842)
IE\I. recticatena IFO 14525" (U48979)
93— N. roseola IFO 14685" (U48980)

Nonomuraea sp. H2R3

©

82
100f Nonomuraea sp. H2R16

- Nonomuraea sp. H2R21

94| —— N.monospora PT708" (FJ347524)

70‘— N. solani NEAU-Z6" (JQ073731)

40 I: N. rhizophila YIM 67092" (HM755723)
99 N.rosea GW 126877 (FN356742)

A. orientalis NBRC 12806" (D8693)

—
0.01

Sekil 4.9.Nonomuraea cinsine ait test organizmalar1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz
dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagact (nodlarda % 50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir).
Niikleotit pozisyon degisimi % 1’dir ve dis grup olarak Amycolatopsis
orientalis NBRC 12806 kullanilmustur.
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Cizelge 4.16. Nonomuraea cinsine ait HIR4, H2R11, H2R15, Z1R24 ve Z2R54 izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli

yiizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 | Nonomuraea sp. H1IR4 --- | 17/1364 | 51/1362 | 39/1364 | 50/1361 | 26/1363 | 34/1363 | 37/1364 | 32/1361 | 49/1364 | 40/1362 | 45/1362 | 39/1364 | 54/1360
2 | Nonomuraea sp. H2R11 98.75 --- 34/1362 | 22/1364 | 33/1361 | 9/1363 | 17/1363 | 25/1364 | 15/1361 | 32/1364 | 23/1362 | 28/1362 | 22/1364 | 37/1360
3 | Nonomuraea sp. H2R15 96.26 | 97.50 --- 29/1364 | 1/1363 | 28/1361 | 26/1363 | 36/1363 | 34/1361 | 34/1364 | 28/1362 | 29/1362 | 36/1364 | 33/1362
4 | Nonomuraea sp. Z1R24 97.14| 98.39 | 97.87 --- 28/1363 | 19/1363 | 14/1365 | 32/1365 | 31/1363 | 33/1366 | 26/1364 | 31/1364 | 30/1366 | 27/1362
5 | Nonomuraea sp. Z2R54 96.33| 97.58 | 99.93 | 97.95 --- 27/1360 | 25/1362 | 35/1362 | 33/1360 | 33/1363 | 27/1361 | 28/1361 | 35/1363 | 32/1361
6 | N.candida HMC10 98.09| 99.34 | 9794 | 98.61 | 98.01 --- 11/1362 | 19/1363 | 14/1360 | 24/1363 | 19/1361 | 24/1361 | 20/1363 | 32/1360
7 | N.turkmeniaca DSM 43926 |97.51| 98.75 | 98.09 | 98.97 | 98.16 | 99.19 --- 22/1364 | 23/1363 | 24/1365 | 23/1364 | 28/1364 | 21/1365 | 30/1361
8 |N.rubra DSM 43768 97.29| 98.17 | 97.36 | 97.66 | 97.43 | 98.61 | 98.39 --- 28/1362 | 33/1365 | 30/1363 | 35/1363 | 29/1365 | 36/1361
9 | N.salmonea DSM 43678 97.65| 98.90 | 9750 | 97.73 | 97.57 | 98.97 | 9831 | 97.94 --- 26/1363 | 20/1363 | 21/1363 | 23/1363 | 33/1359
10 | N.jiangxiensis FXJ1.102 96.41| 9765 | 9751 | 9758 | 9758 | 98.24 | 98.24 | 97.58 | 98.09 --- 19/1364 | 24/1364 | 39/1366 | 38/1362
11 | N.kuesteri GW 14-1925 97.06| 98.31 | 9794 | 98.09 | 98.02 | 98.60 | 98.31 | 97.80 | 98.53 | 98.61 --- 8/1364 | 34/1364 | 34/1360
12 | N.maheshkhaliensis 16-5-14 [ 96.70 | 97.94 | 97.87 | 97.73 | 97.94 | 9824 | 9795 | 9743 | 98.46 | 98.24 | 9941 --- 35/1364 | 35/1360
13 | N.endophytica YIM 65601 [97.14| 98.39 | 97.36 | 97.80 | 9743 | 9853 | 98.46 | 97.88 | 98.31 | 97.14 | 9751 | 97.43 --- 38/1362
14 | N.maritima FXJ7.203 96.03| 97.28 | 9758 | 98.02 | 97.65 | 9765 | 97.80 | 9735 | 9757 | 97.21 | 9750 | 97.43 | 97.21 ---
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Cizelge 4.17. Nonomuraea cinsine ait H2R3, H2R16 ve H2R21 izolatlari ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri
ve niikleotit say1 farkliliklari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 | Nonomuraea sp. H2R3 --- | 10/1362 | 11/1362 | 48/1355 | 46/1361 | 61/1359 | 54/1357 | 52/1358 | 50/1358 | 48/1358 | 46/1354 | 44/1363 | 52/1363 | 48/1360
2 | Nonomuraea sp. H2R16 | 99.27 --- 1/1364 | 38/1357 | 36/1363 | 51/1361 | 44/1359 | 42/1360 | 40/1360 | 40/1360 | 36/1355 | 34/1364 | 42/1364 | 38/1361
3 | Nonomuraea sp. H2R21 | 99.19 | 99.93 --- 39/1357 | 37/1363 | 52/1361 | 45/1359 | 43/1360 | 39/1360 | 41/1360 | 37/1355 | 35/1364 | 43/1364 | 39/1361
4 | N.angiospora IFO 13155 | 96.46 | 97.20 | 97.13 --- 12/1358 | 27/1358 | 15/1357 | 32/1359 | 32/1358 | 32/1359 | 50/1349 | 46/1357 | 55/1358 | 56/1355
5 | N.jabiensis A4036 96.62 | 97.36 | 97.29 | 99.12 --- 29/1361 | 22/1360 | 39/1361 | 38/1361 | 38/1361 | 47/1354 | 37/1363 | 46/1364 | 46/1361
6 | N.polychroma IFO 14345 | 9551 | 96.25 | 96.18 | 98.01 | 97.87 --- 16/1360 | 35/1361 | 39/1361 | 40/1360 | 55/1352 | 45/1361 | 58/1362 | 52/1360
7 | N.helvata IFO 14681 96.02 | 96.76 | 96.69 | 98.89 | 98.38 | 98.82 --- 25/1360 | 30/1359 | 31/1360 | 49/1350 | 43/1359 | 52/1360 | 54/1358
8 | N.africana IFO 14745 96.17 | 9691 | 96.84 | 97.65 | 97.13 | 97.43 | 98.16 --- 17/1361 | 17/1361 | 46/1351 | 42/1360 | 49/1361 | 53/1358
9 | N.recticatena IFO 14525 | 96.32 | 97.06 | 97.13 | 97.64 | 97.21 | 97.13 | 97.79 | 98.75 --- 8/1360 |41/1351 | 44/1360 | 45/1361 | 51/1358
10 | N.roseola IFO 14685 96.47 | 97.06 | 96.99 | 97.65 | 97.21 | 97.06 | 97.72 | 98.75 | 99.41 --- 40/1351 | 43/1360 | 46/1361 | 51/1358
11 | N.monospora PT708 96.60 | 97.34 | 97.27 | 96.29 | 96.53 | 95.93 | 96.37 | 96.60 | 96.97 | 97.04 --- 15/1356 | 26/1356 | 27/1353
12 | N.solani NEAU-Z6 96.77 | 9751 | 97.43 | 96.61 | 97.29 | 96.69 | 96.84 | 96.91 | 96.76 | 96.84 | 98.89 --- 24/1365 | 20/1362
13 | N.rhizophila YIM 670 96.18 | 96.92 | 96.85 | 9595 | 96.63 | 95.74 | 96.18 | 96.40 | 96.69 | 96.62 | 98.08 | 98.24 --- 13/1363
14 | N.rosea GW 12687 96.47 | 97.21 | 97.13 | 9587 | 96.62 | 96.18 | 96.02 | 96.10 | 96.24 | 96.24 | 98.00 | 98.53 | 99.05 ---
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Rhodococcus sp. H3R2
82|' R. wratislaviensis NCIMB 130827 (237138)
R. imtechensis RKJ300" (AY525785)
R. opacus DSM 432057 (X80630)
R. percolatus MBS1" (X92114)
R. jostii IFO 16295 (AB046357)
L——R. koreensis DNP505" (AF124343)
Rhodococcus sp. K1IR19
R. marinonascens DSM 437527 (X80617)
R. maanshanensis M712" (AF416566)
R. erythropolis DSM 43066" (X79289)
82 R. globerulus DSM 4954" (X80619)
58 R. triatomae IMMIB RIV-085" (AJ854055)
R. canchipurensis MBRL 353" (JN164649)
) 100[ Rhodo-coccus sp. BiRB
R. equi DSM 20307 (X80614)
” R. kunmingensis YIM 45607" (DQ997045)
N. puris DSM 44599" (AJ508748)
100 _E N. asiatica NBRC 100129 (BAFS01000062)
96 N. farcinica ATCC 3318" (Z36936)
C. diphtheriae NCTC 113977 (X84248)

—
0.01

Sekil 4.10. Rhodococcus cinsine ait test organizmalart ve tip tiirlerinin 16S rRNA
baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987)
filogenetik soyagaci (nodlarda % 50’nin tizerinde bootsrap degerleri
verilmistir). Niikleotit pozisyon degisimi % 1’dir ve dig grup olarak
Corynebacterium diphtheriae NCTC 113977 kullanilmuistur.
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Cizelge 4.18. Rhodococcus cinsine ait H3R2 ve K1R19 izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yiizde benzerlik
degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 | Rhodococcus sp. H3R2 --- 29/1442 | 10/1443 | 20/1443 | 16/1442 | 24/1429 | 32/1442 | 36/1436 | 32/1441 | 43/1411 | 44/1441 | 46/1443
2 | Rhodococcus sp. K1IR19 97.99 - 24/1442 | 28/1442 | 25/1441 | 23/1428 | 21/1442 | 22/1436 | 21/1441 | 31/1411 | 30/1441 | 28/1442
3 | R.wratislaviensis NCIMB 13082 | 99.31 | 98.34 - 10/1443 | 6/1442 |14/1429 | 22/1442 | 26/1436 | 22/1441 | 37/1411 | 34/1441 | 36/1443
4 | R.imtechensis RKJ300 98.61 | 98.06 | 99.31 - 16/1442 | 20/1429 | 26/1442 | 30/1436 | 32/1441 | 41/1411 | 38/1441 | 40/1443
5 | R.opacus DSM 43205 98.89 | 98.27 | 99.58 | 98.89 --- 11/1428 | 23/1441 | 24/1435 | 21/1440 | 36/1410 | 37/1440 | 37/1442
6 |R.percolatus MBS1 98.32 | 98.39 | 99.02 | 98.60 | 99.23 --- 21/1428 | 22/1422 | 23/1427 | 34/1397 | 35/1427 | 35/1429
7 | R.koreensis DNP505 97.78 | 98.54 | 98.47 | 98.20 | 98.40 | 98.53 -—- 18/1436 | 22/1441 | 34/1411 | 31/1441 | 24/1442
8 |R.jostii IFO 16295 97.49 | 98.47 | 98.19 | 97.91 | 98.33 | 98.45 | 98.75 - 26/1436 | 33/1406 | 34/1435 | 29/1436
9 | R.marinonascens DSM 43752 97.78 98.54 98.47 97.78 98.54 98.39 98.47 98.19 --- 31/1410 | 27/1440 | 34/1441
10 | R.maanshanensis M712 96.95 | 97.80 | 97.38 | 97.09 | 97.45 | 97.57 | 9759 | 97.65 97.80 - 34/1410 | 45/1411
11 | R.erythropolis DSM 43066 96.95 | 9792 | 9764 | 97.36 | 9743 | 9755 | 97.85 | 97.63 98.13 97.59 - 22/1441
12 | R.globerulus DSM 4954 96.81 | 98.06 | 97.51 | 97.23 | 97.43 | 97.55 | 98.34 | 97.98 97.64 | 96.81 | 98.47 -
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Cizelge 4.19. Rhodococcus cinsine ait BLR8 izolati ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1
farkliliklart

1 2 3 4 5 6 7 8
1 |[Rhodococcus sp. B1R8 -—-  |44/1440|42/1441| 2/1442 |31/1418|43/1440|46/1440|46/1431
2 |R.triatomae IMMIB RIV-085 | 96.94 --- |29/1441\42/1441|34/1421|47/1443|43/1443|42/1434
3 |R.canchipurensis MBRL 353 97.09 | 97.99 --- |40/1442|54/1419|55/1441|49/1441|61/1432
4 |R.equi DSM 20307 99.86 | 97.09 | 97.23 --- |30/1419|41/1441|44/1441|46/1432
5 |R.kunmingensis YIM 45607 97.81 | 97.61 | 96.19 | 97.89 --- |41/1421(42/1421|43/1420
6 |N.asiatica NBRC 100129 97.01 | 96.74 | 96.18 | 97.15 | 97.11 --- |18/1443|26/1434
7 |N.farcinica ATCC 3318 96.81 | 97.02 | 96.60 | 96.95 | 97.04 | 98.75 ---  |29/1434
8 IN.puris DSM 44599 96.79 | 97.07 | 95.74 | 96.79 | 96.97 | 98.19 | 97.98
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100 S.torulosus LMG 20305" AJ781367
S.hygroscopicus subsp.ossamyceticus NBRC 13983 " AB184560
Streptomyces sp. K2R76
S.peucetius JCM 9920 T AB045887
S.seoulensis NBRC 16668 T AB249970
99- S.recifensis NBRC 12813 T AB184165
S.psammoticus NBRC13971 T AB184554
99 Streptomyces sp. Z2513
S.endophyticus YIM 65594 " GU367154
S.kunmingensis NBRC 14463 " AB184597
S.atriruber NRRL B- 24165 " EU812169
S.cinnabarinus NBRC 13028 " AB184266
S.avermitilis MA-4680 " BA000030
S.phaeoluteigriseus NPRL ISP-182 T AJ391815
S.aureocirculatus NBRC 13018 " AB184260
S.novaecaesareae NBRC 13368 " AB184357
S.alboniger NBRC 12738 AB184111
S.cinereus NBRC 122747 AB184072
S.yerevanensis NBRC 12517 " AB184099zZ
Streptomyces sp. Z1R34
S.vastus NBRC 13094 " AB184307
Streptomyces sp. K1IR16
100Streptomyces sp. K1R21
S.violarus NBRC 13104 " AB184316
100'S.arenae ISP 5293 T AJ399485
99— S.diastaticus subsp.ardesiacus NRRL B-1773 T DQ026631
S.coelicoflatus NBRC 15399 " AB184650
" 76— s.aureoverticillatus NRRL B-3326 T AY999774
S.griseoaurantiacus NBRC 15440 T AB184676
86 S.variegatus LMG 20315 " AJ781371
59— S.deserti C63 " HE577172
1001 S.mayteni YIM 60475 T EU200683
T S.hainanensis YIM 47672 AM398645
94 S.specialis GW 41-1564T AM934703
Streptomyces sp. Z1R7
S.carpaticus NBRC 15390 T AB184641
S.sodiiphilus YIM 80305 " AY236339
S.panacagri Gsoli 519 T AB245388
S.cacaoi subsp.cacaoi NBRC 12748 " AB184115
S.haliclonae DSM 41968 T AB473554
S.marinus DSM 41970 " AB473556
Streptomyces sp. K2R77
S.glycovorans YIM M 10366 " HQ585117
S.abyssalis YIM M 10400 T HQ585121zZ
S.nanshensis SCSIO 01066 T EU589334
Micrococcus lylae DSM 20315 " X80750

9]

52

0.01

Sekil 4.11. Streptomyces cinsine ait test organizmalari ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci
(nodlarda % 50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Niikleotit pozisyon
degisimi % 1’dir ve dis grup olarak Micrococcus lylae DSM 20315 '
kullanilmustir,
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Cizelge 4.20. Streptomyces cinsine ait K2R76 ve Z2S513 izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yiizde benzerlik degerleri
ve niikleotit say1 farkliliklari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 | Streptomyces sp. K2R76 67/1442 | 29/1444 | 30/1444 | 31/1444 | 26/1444 | 27/1443 | 28/1444 | 46/1444 | 33/1443 | 41/1444 | 471444 | 44/1444 | 42/1444 | 45/1444 | 37/1436
2 | Streptomyces sp. Z2513 9535 | --- 80/1442 | 81/1442 | 78/1442 | 62/1442 | 63/1441 | 63/1442 | 25/1442 | 42/1441 | 52/1442 | 47/1442 | 57/1442 | 57/1442 | 60/1442 | 51/1434
3 | S.torulosus LMG 20305 97.99 94.45 --- 1/1445 | 50/1444 | 48/1444 | 46/1443 | 39/1445 | 59/1444 | 42/1443 | 45/1444 | 44/1444 | 44/1444 | 45/1444 | 48/1444 | 41/1436

S.hygroscopicus subsp.
4 | ossamyceticus NBRC 13983 97.92 |9438 [99.93 |--- 49/1444 | 49/1444 | 47/1443 | 40/1445 | 60/1444 | 43/1443 | 46/1444 | 45/1444 | 45/1444 | 46/1444 | 49/1444 | 42/1436
5 | S.peucetius JCM 9920 9785 |9459 |9654 |96.61 |--- 26/1444 | 28/1443 | 48/1444 | 63/1444 | 50/1443 | 47/1444 | 52/1444 | 48/1444 | 33/1444 | 36/1444 | 38/1436
6 | S.seoulensis NBRC 16668 98.20 95.70 96.68 96.61 98.20 === 3/1443 | 32/1444 | 47/1444 | 42/1443 | 35/1444 | 45/1444 | 39/1444 | 22/1444 | 27/1444 | 25/1436
7 | S.recifensis NBRC 12813 98.13 |9563 |96.81 |96.74 |98.06 [99.79 |--- 30/1443 | 48/1443 | 40/1442 | 35/1443 | 43/1443 | 39/1443 | 22/1443 | 27/1443 | 25/1435
8 | S.psammoticus NBRC1397 98.06 95.63 97.30 97.23 96.68 97.78 97.92 --- 42/1444 | 31/1443 | 33/1444 | 39/1444 | 39/1444 | 34/1444 | 38/1444 | 34/1436
9 | S.endophyticus YIM 65594T 96.81 98.27 95.91 95.84 95.64 96.75 96.67 97.09 - 21/1443 | 36/1444 | 32/1444 | 40/1444 | 42/1444 | 45/1444 | 40/1436
10 | S.kunmingensis NBRC 14463T |97.71 |97.09 |97.09 |97.02 [96.53 [97.09 [97.23 |97.85 |9854 |--- 33/1443 | 27/1443 | 30/1443 | 34/1443 | 35/1443 | 30/1435
11 | S.atriruber NRRL B-24165T 97.16 96.39 96.88 96.81 96.75 97.58 97.57 97.71 97.51 97.71 -—- 27/1444 | 21/1444 | 26/1444 | 31/1444 | 26/1436
12 | S.cinnabarinus NBRC 13028T | 96.75 96.74 96.95 96.88 96.40 96.88 97.02 97.30 97.78 98.13 98.13 -—- 18/1444 | 31/1444 | 34/1444 | 32/1436
13 | S.avermitilis MA-4680T 96.95 96.05 96.95 96.88 96.68 97.30 97.30 97.30 97.23 97.92 98.55 98.75 --- 25/1444 | 28/1444 | 26/1436

S.phaeoluteigriseus NPRL ISP-
141182 97.09 96.05 96.88 96.81 97.71 98.48 98.48 97.65 97.09 97.64 98.20 97.85 98.27 -—- 11/1444 | 14/1436
15 | S.novaecaesareae NBRC 13368 | 96.88 95.84 96.68 96.61 97.51 98.13 98.13 97.37 96.88 97.57 97.85 97.65 98.06 99.24 --- 15/1436
16 | S.alboniger NBRC 12738T 97.42 96.44 97.14 97.08 97.35 98.26 98.26 97.63 97.21 97.91 98.19 97.77 98.19 99.03 98.96 -—-
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Cizelge 4.21. Streptomyces cinsine ait Z1R34, K1R16 ve K1R21 izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik
degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 | streptomyces sp. ZIR34 | 46/1444 | 4411445 | T1/1443 | 69/1443 | 44/1444 | 67/1440 | 67/1430 | 72/1441 | 69/1443 | 72/1442 | 70/1438 | 78/1441 | 79/1432
2 | streptomyces sp. KIR16 9681 | -- | 5/1445 |39/1444 | 35/1444 | 16/1445 | 51/1440 | 51/1430 | 57/1441 | 51/1443 | 50/1442 | 54/1438 | 64/1441 | 67/1432
3 | streptomyces sp. KIR21 96.96 | 99.65 | - |40/1444 | 36/1444 | 15/1445 | 52/1441 | 52/1431 | 58/1442 | 52/1444 | 58/1443 | 55/1439 | 63/1442 | 66/1433
4 | s yerevanensis NBRC 12517 9508 | 97.30 | 97.23 | - | 6/1447 |37/1444 | 72/1441 | 72/1432 | 70/1442 | 72/1444 | 72/1443 | 66/1439 | 80/1442 | 76/1434
5 | S cinereus NBRC 12274 9522 | 9758 | 97.51 | 9950 | - |33/1444 |70/1441 | 70/1431 | 68/1442 | 69/1444 | 68/1443 | 62/1439 | 76/1442 | 72/1433
6 |Svastus NBRC 13004 AB184307 | 96.95 | 9889 | 98.96 | 97.44 | 97.71 | - |55/1440 |55/1430 | 58/1441 | 50/1443 | 56/1442 | 56/1438 | 62/1441 | 64/1432
7 | s.iolarus NBRC 13104 9535 | 96.46 | 96.39 | 9500 | 95.14 | 96.18 | - | 0/1433 |49/1441 | 30/1443 | 41/1443 | 42/1440 | 37/1443 | 26/1435
8 | S.arenae ISP 5293 9531 | 96.43 | 96.37 | 94.97 | 95.11 | 96.15 | 100.00 | - |49/1431 |30/1433 | 41/1433 | 42/1430 | 37/1433 | 26/1433
9 il'dRiSf_taéi_cl“?S%“bSp'ardeSiacus 95.00 | 96.04 | 9598 | 95.15 | 9528 | 9598 | 96.60 | 96.58 | - |14/1445|42/1442 | 35/1442 | 43/1443 | 44/1434
10 | 5 coelicoflatus NBRC 15399 9522 | 96.47 | 96.40 | 9501 | 9522 | 9653 | 97.30 | 97.28 | 99.03 | - |30/1444 | 40/1442 | 39/1445 | 42/1436
11 | s.aureoverticillatus NRRL B-3326 | 9501 | 9591 | 9598 | 9501 | 9529 | 9612 | 97.16 | 97.14 | 97.00 | 97.30 | -- |24/1441 | 19/1444 | 24/1436
12 | S griseoaurantiacus NBRC 15440 | 95.13 | 9624 | 96.18 | 9541 | 9569 | 9611 | 97.08 | 97.06 | 9757 | 9723 | 9833 | -- |28/144233/1433
13 | 5 variegatus LMG 20315 9459 | 9556 | 9563 | 9445 | 9473 | 9570 | 97.44 | 97.42 | 97.02 | 97.30 | 9868 | 9806 | -- |19/1436
14 | 5 deserti C63 9448 | 9532 | 9539 | 9470 | 94.98 | 9553 | 9819 | 9819 | 9693 | 97.08 | 9833 | 97.70 | 9868 | -
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Cizelge 4.22. Streptomyces cinsine ait Z1R7 ve K2R77 izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yilizde benzerlik degerleri ve

niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 | Streptomyces sp. ZIR7 - | 100/1442 | 65/1441 | 62/1377 | 66/1441 | 67/1437 | 69/1443 | 82/1442 | 74/1444 | 101/1439 | 95/1430 | 104/1445 | 82/1442 | 78/1401
2 | Streptomyces sp. K2R77 93.07 - | 78/1441 | 85/1375 | 88/1440 | 68/1438 | 67/1444 | 57/1443 | 53/1445 | 36/1440 | 41/1431 | 23/1445 | 30/1443 | 35/1401
3 | s.specialis GW 41-1564 9549 | 94.59 - | 39/1375 | 37/1440 | 53/1435 | 69/1441 | 71/1440 | 52/1443 | 76/1437 | 69/1430 | 77/1443 | 75/1440 | 74/1398
4 | s.mayteni YIM 60475 9550 | 9382 | 97.16 —- | 10/1378 | 49/1369 | 61/1375 | 77/1374 | 62/1377 | 86/1375 | 79/1375 | 89/1377 | 73/1374 | 74/1342
5 | 5.hainanensis YIM 47672 9542 | 9389 | 9743 | 9927 - | 47/1434 | 54/1440 | 711439 | 64/1442 | 81/1438 | 77/1431 | 93/1442 | 74/1439 | 76/1398
6 |S.carpaticus NBRC 15390 9534 | 9527 | 9631 | 9642 | 96.72 - | 45/1437 | 65/1436 | 53/1439 | 60/1433 | 60/1424 | 70/1438 | 64/1436 | 66/1394
7 | s.sodiiphilus YIM 80305 9522 | 9536 | 9521 | 9556 | 9625 | 96.87 - | 3211446 | 52/1445 | 52/1441 | 46/1431 | 67/1447 | 55/1445 | 61/1403
8 | s panacagri Gsoli 519 9431 | 9605 | 9507 | 9440 | 9507 | 9547 | 97.79 - | 40/1444 | 45/1440 | 33/1430 | 58/1446 | 46/1444 | 53/1402
9 | S.cacaoi subsp.cacaoi NBRC 12748 | 9488 | 9633 | 9640 | 9550 | 9556 | 9632 | 9640 | 97.23 - | 48/1440 | 36/1432 | 60/1446 | 48/1444 | 52/1402
10| S.haliclonae DSM 41968 9298 | 9750 | 9471 | 9375 | 9437 | 9581 | 9639 | 9688 | 96.67 - | 2411433 | 43/1444 | 39/1440 | 48/1400
11 | s.marinus DSM 41970 9336 | 9713 | 9517 | 9425 | 9462 | 9579 | 9679 | 9769 | 97.49 | 9833 - | 46/1434 | 36/1430 | 45/1390
12| S.glycovorans YIM M 10366 9280 | 9841 | 9466 | 9354 | 9355 | 9513 | 9537 | 9599 | 9585 | 97.02 | 96.79 - | 36/1446 | 35/1405
13| S.abyssalis YIM M 10400 9431 | 9792 | 9479 | 9469 | 948 | 9554 | 9619 | 9681 | 9668 | 9729 | 9748 | 9751 — | 1771402
14 | S.nanshensis SCSIO 01066 9443 | 9750 | 9471 | 9449 | 9456 | 9527 | 9565 | 9622 | 9629 | 9657 | 96.76 | 97.51 | 98.79
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5 TARTISMA

Gegmiste prokaryotik canlilarin siniflandirilmasinda morfolojik kriterler g6z dniinde
bulundurulmakta iken, giiniimiizde bakterilerin siniflandirilmasi; fenotipik ve
genotipik karakterlerin belirlenmesine dayanan teknikleri icermektedir. Prokaryotik
taksonlarin tanimlanmasinda kullanilan yontemler Tindall ve digerleri tarafindan
detayli olarak ele alinmis, genomik metodlarin giiclii ve zayif yonleri de Schleifer
tarafindan ortaya konulmustur. Niimerik ve molekiiler yontemlerin gelistirilmesi ile
de sistematik biliminin daha objektif hale gelmesini saglamistir. 16S rRNA gen dizi
analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu bakteriyal taksonomide altin standart olarak
goriilmektedir. Ancak DNA-DNA hibridizasyonunun yogun isgiicii maliyeti ve
uygulanmasindaki zorluk, 16S rRNA gen dizilerinin cins seviyesinin altinda yeterli
bir ayristirma giiclinlin olmamasi nedeniyle de alternatif metotlar aranmistir

(Stackebrandt ve dig., 2002; Schleifer, 2010; Tindall ve dig., 2010).

Tiirler arasindaki filogenetik akrabaligin degerlendirilmesinde tiim genom
dizi analizine dogru bir egilim olsa da gilinlimiizde aktinomisetlerin taksonomik
pozisyonlarinin belirlenmesinde 16S rRNA gen bolgesi baz dizisi verileri temel
olusturmaktadir. Ad-Hoc komitesinin 2005 raporuna gore yeni bir prokaryotik
taksonun tanimlanmasinda calisilan organizmanin en az 1300 nt’den olusan 16S
rRNA gen dizisi temel alimip en yakin akraba taksonlar belirlenmelidir (Kogak,
2011).

Actinobacteria smifinin ilk hiyerarsik simiflandirmasi  Stackebrandt ve
digerleri (1997) tarafindan yapilmis, daha sonra molekiiler ve niimerik taksonomik
metodlarin uygulanmasiyla Zhi ve digerleri (2009) tarafindan yeniden go6zden
gecirilmigtir. Bakteri alemi igerisinde ¢ok genis yeri olan Actinobacteria sinifi, 16S
rRNA gen bolgesine ait soy agaglarindaki dallanma pozisyonlar1 bakimindan temel
filumlardan birini olusturmaktadir. Aktinomisetler; aerobik, gram pozitif bakteriler
olup (Kiister, 1968) farkli habitatlarda bulunmalari, morfolojik yapilari, baz tiirlerin

patojenite 6zelligi gostermesi, genom uzunluklari, genomunun igerdigi G+C orani ve
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genomunda kodlanan bolge sayis1 gibi 6zellikleri bakimindan bakteriler igerisinde
onemli bir grubu olusturmaktadir (Embley ve Stackebrandt, 1994; Kieser ve dig.,
2000; Ventura ve dig., 2007). Aktinomisetler genelde toprak ve akuatik sistemlerde
bulunmasina ragmen batakliklar (Suzuki ve dig., 1994), yeralti magaralar1 (Groth ve
dig., 1999), ¢eltik tarlalar1 (Hayakawa ve dig., 1988), kaplicalar (Barabote ve dig.,
2009), gama isinlarina maruz kalmis yiizeyler (Phililips ve dig., 2002), deniz
stingerleri ve ¢ol topragi (Ventura ve dig., 2007; Wanbanjob, 2008; Hassan ve
Wellington., 2009) gibi ¢ok degisik habitatlarda dagilim gostermektedir.

Bu calismada farkli aktinomiset gruplarinin izolasyonunun gerceklestirmek
amacityla geleneksel bir metot haline gelen diliisyon plaka uygulamasi,
aktinomisetlerin segici izolasyonu i¢in kullanilan siikroz gradient santrifiigasyon
yontemi (Yamamura ve dig., 2003) ve Micromonospora cinsinin iiyelerini izole
etmek icin kullanilan %1.5’luk fenol 6n uygulamalar1 (Hayakawa ve dig., 1991a)
kullanilmigtir. Siikroz gradient santrifiigasyon yonteminde (Yamamura ve dig.,
2003) zoospor olusturan flagella formunda hareketli aktinomiset olan Actinoplanes
cinsi liyelerinin sadece %10 siikroz tabakada yogun halde bulunduklar bildirilmigtir.
Stikroz gradient santrifiigasyon yonteminde %20 oraninda siikroz tabaka kullanilarak
ve daha sonra bu yontemin cycloheximide, chlortetracycline ve nalidiksik asit gibi
antibiyotikleri igeren HV agara uygulanmas1 hem Streptomyces cinslerinin hem de
filamentli olmayan bakterilerin petride goriilme ihtimalini 6nemli dl¢iide azaltmistir.
Bu yontem, Nocardia cinsi liyelerin izolasyonu i¢in biiylik bir avantaj sagladigi
belirlenmistir (Yamamura ve dig., 2003). Hyakawa ve digerleri tarafindan gelistirilen
% 1.5’luk fenol 6n uygulamasi Istianto ve digerleri tarafindan 25 toprak Ornegine
uygulanmis ve biiyiik oranda Micromonospora, Actinomadura, Microbispora ve
Polymorphospora gibi cinslerin izolasyonunda sirasiyla % 49.2, % 13.1, % 9.8 ve %

3.3 oraninda basarili sonuglar elde edilmistir (Istianto ve dig., 2012).

Bu calismada Marmara Bolgesi’nin 4 farkli adasindan 9 farkli lokaliteden
elde edilen toprak ornekleri icin Hayakawa ve Nonomura tarafindan 1987 yilinda
gelistirilen hiimik asit vitamin agar (HVA), izolasyon ¢alismalarinda diliisyon plaka,
stikroz gradient santrifiigasyon yontemi ve % 1.5’luk fenol 6n uygulamasi ile birlikte
kullanilmig, farkli aktinomisetlere ulasma ihtimali arttirilmaya caligilmistir. Diliisyon
plaka, siikroz gradient ve % 1.5’luk fenol 6n uygulamas: ile HV agar ortamindan

elde edilen organizmalar tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve dig., 1989)
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ortamina ekilerek daha rahat gozlenebilir hale getirilmislerdir. Ayrica diliisyon plaka
ve siikroz gradient uygulamalari ile Bennett’s agar (Jones, 1949), ISP5 agar
(Pridham ve dig., 1956-1957), tripton yeast ekstrakt agar (Bower ve Hucker, 1930),
ve tripton yeast ekstrakt vitaminli agar (Bower ve Hucker, 1930) ortamlarina da
ekim yapilmis ve farkli aktinomiset gruplarini izole etme sansinin artirilmasi

amagclanmustir.

Tryptone yeast glucose extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930)
ortaminda saflastirilan 142 izolat; glukoz yeast extract agar (GYEA; Gordon ve
Mihm, 1962), tryptone yeast glucose extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930)
ve Bennett’s agar (Jones, 1949) vyiizeyine transfer edilmistir. Bu besiyeri
ortamlarinda gelistirilen 142 izolat icerisinde; morfolojik benzerlikleri ve farkliliklari
g0z Oniine alinarak Oncelikli olarak calisilmak iizere 63 izolat se¢ilmistir. Ayni
genomik tiire ait suglar arasinda farkli morfolojik ve pigmentasyon oOzellikleri
goriilebildigi gibi, farkli tiir ve cins iyeleri arasinda da benzer morfolojik ve
pigmentasyon Ozellikleri goriilebilmektedir. Bu durumda, izolatlar arasindan
secilerek olusturulacak test organizmalarinin, biyogesitliligi tam olarak temsil

etmemesine neden olabilmektedir.

16S rRNA gen bolgesi ¢alismasinda ilk asamada ornekler 27f ve 1525r
primerleri ile ¢ogaltilip, ardindan 1ilgili gen bolgesinin niikleotit dizisi 800r, MG3 ve
MGS5 evrensel primerleriyle belirlenmistir. Bu primerler ile elde edilen okuma
dizilerinin birlestirilmesi Mega 5 (Tamuta ve dig., 2011) paket programinda
yapilmigtir. 16S rRNA dizilerinin ¢oklu hizalanmas1 sonrasinda filogenetik
dendogramlar neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmas:t kullanilarak
olusturulmus ve bu algoritma i¢in uzaklik matriksi Jukes- Cantor metodu izlenerek
gerceklestirilmistir (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler i¢in olusturulan
filogenetik agaclarin bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak Mega 5 (Tamuta ve
dig., 2011) paket programinda gergeklestirilmistir. Test izolatlarinin en yakin tip
tirleri ile yiizde benzerlik ve niikleotit farkliliklarini gosteren tablolar PHYDIT
programu (http://plaza.snu.ac.kr/~jchun/phydit) kullanilarak olusturulmustur.

Morfolojik 6zelliklerine gore secilen 62 test organizmasinin genomik DNA
izolasyonu ve 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen

dizi verilerinin filogenetik analizleri sonucunda, Streptomyces cinsi liyesi 24,
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Micromonospora cinsi tiyesi 17, Nonomuraea cinsi iiyesi 8, Nocardia cinsi iiyesi 3,
Rhodocccus cinsi tiyesi 3, Kribbella cinsi tiyesi 3, Agromyces cinsi tiyesi 2,
Actinomadura cinsi iiyesi 1 ve Geodermatophilus cinsi iiyesi 1 olmak {izere 62 test
organizmast igerisinde 45 izolatin 16S rRNA verileri bu c¢alismada

degerlendirilmistir.

62 aktinomiset izolat1 i¢erisinde 29 izolat hiimik asit vitamin agar (HV)
ortamindan, 13 izolat Bennett’s agar ortamindan, 12 izolat tripton yeast ekstrakt
vitaminli agar (TYGV) ortamindan ve 8 izolatta tripton yeast ekstrakt agar (TYGQG)
ortamindan izole edilmistir. 62 test izolatinin elde edildgi izolasyon yontemleri
kiyaslandiginda; dillisyon plaka yontemi ile 44 izolat, %1.5’luk fenol 6n uygulamasi

ile 11 izolat ve siikroz gradient yontemi ile de 7 izolat izole edilmistir.

24 Streptomyces izolatinin 11°1 hiimik asit vitamin agar (HV) ortamindan, 5’1
Bennett’s agar ortamindan, 4’0 tripton yeast ekstrakt vitaminli agar (TYGV)
ortamindan ve 4’i de tripton yeast ekstrakt agar (TYG) ortamindan izole edilmistir.
18 izolat diliisyon plaka yontemi ile izole edilirken 3’11 siikroz gradiet yontemi ile 3

tanesi de %1.5’1uk fenol 6n uygulamasi ile izole edilmistir.

17 tane olan Micromonospora izolatlar1 igerisinde 12 izolat hiimik asit
vitamin agar (HV) ortamindan, 4 izolat Bennett’s agar ortamindan ve 1 izolatta
tripton yeast ekstrakt vitaminli agar (TYGV) ortamindan izole edilmistir. Bu
izolatlardan 8 tanesi dillisyon plaka yontemi ile izole edilirken, 7 tanesi %1.5’luk
fenol 6n uygulamasi ile izole edilmis ve 2 izolatta siikroz gradient yontemi ile izole

edilmistir.

Tamamu dillisyon plaka yontemi ile izole edilen 8 Nonomuraea izolatinin 3
tanesi tripton yeast ekstrakt agar (TYG) ortamindan, 2 tanesi hiimik asit vitamin agar
(HVA) ortamindan, 2 tanesi Bennett’s agar ortamindan ve 1 tanesi de tripton yeast

ekstrakt vitaminli agar (TYGV) ortamindan izole edilmistir.

Diliisyon plaka yontemi ile izole edilmis olan Kribbella (3 izolat) ve
Rhodococcus (3 izolat) cinsi iiyesi izolatlardan Kribbella izolatlarinin her biri farkli
besi yeri ortamlarinda izole edilirken; Rhodococcus izolatlarinin 2’si tripton yeast
ekstrakt vitaminli agar (TYGV) ortamindan 1°1 ise hiimik asit vitamin agar (HV)

ortamindan izole edilmistir. Nocardia izolatlarinin da 2tanesi siikroz gradient
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yontemi ile izole edilmisken Itanesi diliisyon plaka yontemi ile izole edilmistir. 2
tanesinin izolasyon ortami tripton yeast ekstrakt vitaminli agar (TYGV) iken digeri

hiimik asit vitamin agar (HVA) ortamindan izole edilmistir.

Agromyces cinsi iiyesi olan 2 izolat diliisyon plaka yontemi ile Bennett’s agar
ve tripton yeast ekstrakt vitaminli agar (TYGV) ortamlarindan izole edilmistir. Birer
izolat ile temsil edilen Actinomadura ve Geodermatophilus cinslerinde;
Actinomadura izolati %1.5’luk fenol 6n uygulamasi ile hiimik asit vitamin agar
(HVA) ortamindan, Geodermatophilus izolati da diliisyon plaka yontemi ile

Bennett’s agar ortamindan izole edilmistir.

Bakteri sistematiginde yeni bir tiir tanimlamak icin gerekli ilk asama 16S
rRNA gen bolgesi dizi verilerinin elde edilmesidir. 16S rRNA molekiilii, yapisinda
bulunan degisken ve korunmus bolgeler ile filogenetik bilgiyi icerebilecek 6zellikte
ve dizi analizinin yapilmasinin kolay olmasi, bu molekiilii bakteri filogenisinde
Oonemli bir parametre haline getirmektedir (Woese, 1987). 16S r RNA sekans
analizleri iki organizma arasindaki akrabaligi tiir ve cins diizeyinde ortaya

koymaktadir (O’Donnell ve dig., 1994).

Farkli lokalitelerden alinan topraklardan izole edilen izolatlarin oncelikle
hangi cinse ait olduklarin1 belirlemek icin 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizleri
gerceklestirilmis ve 62 izolatin dokuz farkli Actinobacteria cinsinin {iyelerini
icerdigi tespit edilmistir. Bu calisma 16S rRNA sekansi tamamlanan test
organizmalarinin filogenetik analizlerine gore potansiyel yeni tiirlerin varligim
belirlemek ve toprak Orneklerinin alindigi dort farkli adanin  aktinomiset

biyocesitlilik potansiyelini belirleyebilmek i¢in yapilmistir.

Son yillarda %98 ve daha diisiik 16S r RNA gen bdlgesi dizi benzerligi
gosteren suglar arasinda yapilan DNA:DNA hibridizasyon c¢aligmalarinin tiir tanimi
icin kabul edilen %70 DNA:DNA hibridizasyon iist degerinden her zaman daha
diisiik verdigi, bundan dolayr %98 ve daha diisiik niikleotid benzerligi gosteren
suslar arasinda DNA:DNA hibridizasyonuna gerek olmadigi belirtilmistir
(Stackebrant ve Ebers, 2006; Konstantinidis ve Tiedje, 2007; Meier-Kolthoff ve dig.,
2013). Meier-Kolthoff ve digerlerinin 2013 yilinda yaptigi bir caligmada; farkli
filumlardan toplam 571 adet DNA-DNA hibridizasyon ve 16S rRNA dizi verileri
istatistiksel olarak kiyaslanmig, %97-98.5 aras1 16S rRNA dizi benzerligine sahip
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bakterilerin Olgiilen DNA-DNA hibridizasyon verilerinin %40’in altinda oldugu
belirtilmistir. Bu sonuglari  degerlendiren  arastirmacilar  DNA-DNA
hibridizasyonunun yapilmasinda karar ig¢in yeni bir esik degeri olabilecegini
belirtmislerdir (Meier-Kolthoff ve dig., 2013). Yaptigimiz bu ¢alismada da yeni tiir

olma ihtimali olan izolatlar bu literatiir bilgisi dikkate alinarak belirlenmistir.

16S rRNA gen bdlgesi filogenetik analizlere gore izolatlar igerisinde akraba
tip tiirleri ile yiizde benzerlikleri ve niikleotid farkliliklarina gore yeni tiir olma
ihtimali olan izolatlar Actinomadura cinsi tiyesi oldugu belirlenen B2F13 izolats;
Geodermatophilus cinsi iiyesi oldugu belirlenen Z2R53 izolati; Rhodococcus cinsi
iiyesi oldugu belirlenen K1R19 izolati; Nonomureae cinsi liyesi olduklar: belirlenen
H1R4, H2R3, H2R15, H2R16, H2R21 izolatlari, Micromonospora iiyesi oldugu
belirlenen K2R35 izolati ve Streptomyces cinsi iiyesi olduklari belirlenen Z1R7,
Z1R34, K2R76, K2R77 ve Z2S13 izolatlaridir.

Actinomadura cinsine ait bir sus olan B2F13 izolati en yakin tip tiirleri olan
Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3" ile %98.2 benzerlik ve 26 niikleotit
farklihigi, Actinomadura mexicana A209" tiirii ile %97.82 benzerlik ve 31 niikleotit
farklihigi gostermektedir. Geodermatophilus cinsine ait bir sus olan Z2R53 izolat1 en
yakin tip tiirleri olan Geodermatophilus saharensis CF5/5" ile %98.36 benzerlik ve
24 niikleotit farkliligi, Geodermatophilus tzadiensis CF5/2" ile %98.29 benzerlik ve
25 niikleotit farklilign gostermektedir. Rhodococcus cinsine ait bir sus oldugu
belirlenen K1R19 izolat1 en yakin tip tiirii olan Rhodococcus koreensis DNP505 T ile
%98.56 benzerlik ve 21 niikleotit farklilig1 géstermektedir. Micromonospora cinsine
ait bir sus olan K2R35 izolat1 da en yakin tip tiirii olan Micromonospora endolithica
DSM 44398 ile %98 benzerlik ve 23 niikleotit farkliligi gdstermektedir.

16S rRNA dizi verilerinin filogenetik degerlendirmeleri sonucunda
Nonomuraea cinsine ait suslardan Heybeliada izolatt olan H1R4 susu; en yakin
akrabalari Nonomuraea candida HMC10" ile %98.1 (26 niikleotit farkhilign),
Nonomuraea salmonea DSM 43678 ile %97.8 (32 niikleotit farklilig1), Nonomuraea
endophytica YIM 65601" ile %97.6 (35 niikleotit farklilig1) 16S rRNA gen bolgesi
dizi benzerligi bulunmaktadir. Heybeliada izolat1 olan H2R3; en yakin akrabalar
olan Nonomuraea solani NEAU-zZ6 ' ile %97.74 (33 niikleotit farkliligs),
Nonomuraea rhizophila YIM 67092 T ile %97.61 (35 nikleotit farklihgy),
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Nonomuraea monospora PT708 T%97.31(38 niikleotit farkliligi) 16S rRNA gen
bolgesi dizi benzerligi bulunmaktadir. H2R15 susu en yakin akrabalari olan;
Nonomuraea candida HMC10" ile %98.2 (25 niikleotit farkliligi), Nonomuraea
helvata IFO 14681 ' ile %98.16 (26 niikleotit farkliligi), Nonomuraea
maheshkhaliensis 16-5-14" ile %97.78 (32 niikleotit farkhilig) 16S rRNA gen
bolgesi dizi benzerligi bulunmaktadir. H2R16 susu en yakin akrabalari olan
Nonomuraea solani NEAU-Z6 T ile %98.23 (26 niikleotit farklilig1), Nonomuraea
rhizophila YIM 67092 " ile %98.1 (28 niikleotit farkliligi), Nonomuraea monospora
PT708 T ile %97.88 (30 niikleotit farkliligi) 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi
bulunmaktadir. H2R21 susu en yakin akrabalart olan Nonomuraea solani NEAU-
Z6" ile %97.9 (31 niikleotit farkliligr), Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14" ile
%97.86 (31 niikleotit farkliligi), Nonomuraea dietziae DSM 44320 " ile %97.78 (32
niikleotit farklilig1) 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi bulunmaktadir.

Streptomyces cinsine ait suglardan, 16S rRNA dizi verilerinin filogenetik
degerlendirmeleri sonucunda; Burgazada topragindan izole edilen ZI1R7 izolati
Streptomyces specialis GW 41-1564" tiirii ile %95.5 (62 niikleotit farkliligs),
Streptomyces mayteni YIM 60475" ile %95.6 (60 niikleotit farklilig1), Streptomyces
sodiiphilus YIM 80305" ile %95.57 (65 niikleotit farkliligr) 16S rRNA gen bolgesi
dizi benzerligi gostermektedir. Yine Burgazada’dan izole edilen Z1R34 izolat1 en
yakin filogenetik akrabalari Streptomyces vastus NBRC 130947 ile %97.40 (38
niikleotit farklilig1), Streptomyces violarus NBRC 131047 ile %96.3 (54 niikleotit
farkliligr), Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773" ile %96.23
(55 niikleotit farklilig1) dizi benzerligi gostermektedir. Kinaliada izolati olan K2R76
susu en yakin akrabalar1 olan Streptomyces seoulensis NBRC 16668 ile %98.22 (26
niikleotit farklilig1), Streptomyces peucetius JCM 9920" ile %98.16 (25 niikleotit
farkliligr) , Streptomyces torulosus LMG 20305 ile %98.15 (25 niikleotit farkliligi)
dizi benzerligi gostermektedir. Diger bir Kinalhiada izolati olan K2R77 susu da en
yakin akrabalari olan Streptomyces glycovorans YIM M 10366" ile %98.5 (22
niikleotit farkliligr), Streptomyces abyssalis YIM M 104007 ile %97.9 (31 niikleotit
farklilig1), Streptomyces nanshensis SCSIO 01066 ile %97.6 (34 niikleotit farkliligr)
16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi gostermektedir. Bir Burgazada izolat1 olan
72S13 susu en yakin akrabalar1 olan Streptomyces endophyticus YIM 65594 ile
%98.57 (21 niikleotit farkliligi), Streptomyces kunmingensis NBRC 14463 ile
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%97.4 (38 niikleotit farklihg1), Streptomyces kunmingensis NBRC 14463 ile %97.1
(43 niikleotit farkliligi) 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi géstermektedir.
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6 SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢alismasinda Marmara Bolgesi’nde bulunan Burgazada, Biiyiikada,
Heybeliada ve Kinaliada’dan 9 farkli lokalitden alinan toprak 6rneklerinden HV,
TYG, TYGV, ISP5 ve Bennett’ Agar besi yerlerinden bakteri izolasyonu yapilmis ve
142 izolat kiiltiire alinarak saflagtirilmistir. Bu izolatlardan kiiltiir besiyerlerinde
koloni olusumu ve pigmentasyon 6zelliklerine gore secilen 62 temsilci organizmanin
16S rRNA gen bolgesi analizleri yapilmig ve 24 izolatin Streptomyces cinsine, 17
izolatin Micromonospora cinsine, 8 izolatin Nonomuraea cinsine, 3’er izolatin
Nocardia, Kribbella, Rhodococcus cinslerine, 2 izolatin Agromyces cinsine ve birer

izolatin da Actinomadura ve Geodermatophilus cinsine ait oldugu tespit edilmistir.

6.1 Sonuclar

16S rRNA gen bolgesi filogenetik analiz sonuglarina gore izolasyon c¢aligmalarinda
kullanilan segici besi yeri ortamlar igerisinde 62 aktinomiset izolatindan 29’unun
humik asit vitamin agar (HVA), 13’ilinlin Bennett’s agar, 12’sinin tryptone yeast
glucose extract vitamin agar (TYGVA) ve 8’inin tryptone yeast glucose extract agar
(TYGA) ortamindan izole edildigi goz Oniine alindiginda; aktinomiset grubu
organizmalarin izolasyonunda hiimik asit vitamin agar ortamimnin daha basarili
sonuglar verdigi goriilmistiir. Yine bu sonuglara gore; uygulanan izolasyon metotlari
igerisinde dilusyon plaka metodu ile izole edilen izolat sayisini (9 cinse iiye 44
izolat) goz Oniine aldigimizda bu metodun aktinomiset izolasyonu i¢in diger iki
uygulamadan daha basarili sonuglar verdigi yorumlanabilmektedir.

Yapilan galigsmalar neticesinde K1R23, K2R23 nolu Agromyces izolatlari en
yakin tip tiirii Agromyces neolithicus 23-23" ile %99’un iizerinde; H2R4, H2R22,
H3R5 nolu Kribbella izolatlar1 en yakin tip tiirleri ile %99’un iizerinde; H3S3,
H3S24, K2R37 nolu Nocardia izolatlart en yakin tip tiirleri ile %98.7’nin iizerinde;
H2R11, Z1R24 nolu Nonomuraea izolatlar1 en yakin tip tirleri ile %98.9’un
tizerinde; BIR8, H3R2 nolu Rhodococcus izolatlart en yakin tip tiirleri ile %99.25%in
tizerinde; H2F8, H2F23, H2R10, H3F6, H3F25, K2F72, K2F73, K2R33, K2R47,
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K2R49, K2R55, K2S19, K2S20, Z1F35, Z1R8, Z1R61 nolu Micromonospora
izolatlar1 en yakin tip tiirleri ile en az %98.7 ve lizerinde; HIR6, HIR9, H2R12,
H3R8, H3S9, H3R17, H3R21, H3S23, B1F34, B2F16, K1R16, K1R18, K1R21,
K1R24, K1R61, K2R2, K2R40, Z1F34, Z2R34 nolu Streptomyces izolatlar1 en yakin
tip tiirleri ile %98.85 ve tizeri 16S rRNA dizi benzerligi gostermektedir.

En yakin tip tiirii olan Streptomyces specialis GW 41-1564" ile %95.76 16S
rRNA gen bolgesi benzerligi ve 62 niikleotit farkliligi gésteren Z1R7 izolatinin tiim
fenotipik calismalar1 yapilmis ve kemotaksonomik analizleri de yapilmaya devam
edilmektedir. Filogenetik analizlerde Streptomyces vastus NBRC 13094 ile 38
niikleotit farkliligi gosteren Z1R34 izolati; Streptomyces seoulensis NBRC
16668 ile 26 niikleotit farkliligi gosteren K2R76 izolati; Streptomyces seoulensis
NBRC 16668" ile 26 niikleotit farkliligi gdsteren K2R76 izolati; Streptomyces
glycovorans YIM M 10366" ile 22 niikleotit farkliligi gosteren K2R77 izolaty;
Streptomyces endophyticus YIM 655947 ile 21 niikleotit farklilig1 gosteren Z2S13
izolat1 diger Streptomyces izolatlariyla kiyaslandiginda tiir statiisii kazanma sansi
daha yiiksek olan izolatlar olarak degerlendirilmistir.

Nonomuraea izolatlarin yapilan filogenetik analizleri neticesinde birbiriyle
10 niikleotitin altinda benzerlik gosteren H2R3, H2R21 ve H2R16 suslari
Nonomuraea solani NEAU-Z6' ile sirasiyla 33-31-26 niikleotit farkliligi, birbiri
arasinda 50 niikleotit farkliligi gosteren HIR4 ve H2RI15 suslar1 Nonomuraea
candida HMC10" ile sirasiyla 26-25 niikleotit farklihg gosterdigi icin diger
izolatlara goére yeni tiir olma ihtimali daha yiiksek olan izolatlar olarak
degerlendirilmislerdir.

16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizlerine gore B2F13 izolat1 en yakin
tip tiirii olan Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3" ile 26 niikleotit farkliligs,
Z2R53 izolat1 en yakin tip tiirleri olan Geodermatophilus saharensis CF5/5" ile 24
niikleotit farkliligi, KIR19 izolati en yakin tip tiirii olan Rhodococcus koreensis
DNP505 " ile 21 niikleotit farkliligit ve K2R35 izolati da en yakin tip tiirii olan
Micromonospora  endolithica DSM  44398" ile 23 niikleotit farklilig
gostermelerinden dolayr yeni tlir olma potansiyeline sahip izolatlar olarak

degerlendirilmislerdir.
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6.2 Oneriler

Streptomyces izolat1 olan Z1R7 susunun kemotaksonomik analizleri tamamlanarak
ve elektron mikroskop goriintiisii elde edilerek izolasyon habitatina ve nomeklature
uygun isimlendirmeyle ‘’Streptomyces burgaziensis’’ adiyla literatiire tip tiir olarak
en kisa stirede sunulmalidir.

Filogenetik analizlere gore 38 niikleotit farklilig: ile yeni tiir olma potansiyeli
yilksek olan; ZI1R34 Streptomyces izolatinin da fenetik ve kemotaksonomik

analizlerinin tamamlanarak literatiire kazandirilmasi hizlandirilmalidir.

Ayrica baz dizi analizleri ii¢ evrensel primer ile tamamlanmis olan potansiyel
yeni tiir izolatlarinin dizileme islemlerinin kontrol amagl olarak tekrarlanmasi ve 2
ilave evrensel primer ile dizilenerek filogenetik analizlere uyumlu olarak tanimlama

calismalarinin ivedilikle yapilmasi 6nerilmektedir.
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EK A: Kiiltiir Ortamlarinin Bilesimi ve Hazirlanisi

Hiimik Asit Vitamin Agar (HV agar, Hayakawa ve Nonomura, 1987)
Himik Asit Vitamin Agar (HV agar), nadir aktinomiset izolasyonunda segici besiyeri
olarak kullanildi.

Hiimik asit 19
Na,HPO, 059
KCI 179
MgSO,-7H,0 50 mg
FeSO,-7H,0 10 mg
CaCOg3 10 mg
Agar (Acumedia) 159
Distile su 1 litre
pH 7,2

Once, hiimik asit 10 ml 0,2 N NaOH icinde ¢oziildii ve agar hari¢ diger ortam
bilesenleriyle birlikte birka¢ dakika homojen olana kadar kaynatildi. Oda 1sisinda
sogumaya birakildiktan sonra pH’s1 0,1 M NaOH veya HCI ile ayarland:1 ve agar ilave
edilerek homojen hale gelene kadar karistirilarak kaynatildi. Hazirlanan kiiltiir ortami
otoklava dayanakli 500 ml’lik agz1 kapakli cam siselerde 400’er ml olacak sekilde
boliinerek 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi. Sterilizasyon isleminden sonra 50-55
°C’ye ayarli su banyosunda bekletildi ve 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra aseptik
kosullarda vitamin stok solusyonundan 400 ml’de 1 ml olacak sekilde ilave edildi ve

besiyeri petrilere dokiildii.
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Vitamin Stok Solusyonu

41Thiamine hydrochloride 0,5 mg
Riboflavin 0,5mg
Niacin 0,5mg
Pyridoxine hydrochloride 0,5 mg
Inositol 0,5mg
Calcium pantothenote 0,5mg
p-Aminobenzoik acid 0,5 mg
Biotin 0,25 mg
Distile su 10 ml

Distile suda ¢oziilen vitamin karigimi, steril 0,45 um capindaki membran
filtreden (Corning, Germany) gecirilerek steril edildi ve sisenin etrafi aliminyum
folyo ile kapatilarak +4 °C’de saklandi.

Glucose Yeast-Extract Agar (GYEA, Gordon ve Mihn, 1962)

Organizmalarin gelistirilmesinde genel besiyeri olarak kullanilmistir.

Glukoz (Merck) 10¢
Maya 0ziitii (Acumedia) 10g
Agar (Acumedia) 18 ¢
Saf su 1 litre
pH 6,8-7,2

Agar disindaki tiim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziiliip pH metre (Hanna
Instruments) ile ortam pH’ si dl¢iildii. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCl
ilave edilerek yapildi ve agar ilave edilerek besi yeri kaynatildi. Otoklava dayanikli
siselere besi yeri konularak 121°C’ de 20 dk otoklavla (Niive, OT4060) steril edilip,
50 °C’ ye kadar su banyosunda (Niive, BM402) sogutulduktan sonra aseptik sartlarda
steril kabinde (Pbi, Miniflo International, Milano-Italy) petrilere dokiildii.
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Tryptone Yeast Glucose Extract Agar (TYGA, Bower and Hucker, 1930)

Tryptone Yeast Glucose Extract Agar ortami, topraktan bakteri izolasyonunda

kullanilacak organizmalarin gelistirilmesinde kiiltiir ortam1 olarak kullanilmistir.

Tripton (Oxoid) 39
Maya 06ziitii (Acumedia) 5¢
Glukoz (Merck) 50
Agar (Acumedia) 159
Distile su 1 litre
pH 7,0

Agar disindaki tiim ortam icerikleri 1 litre saf suda ¢oziiliip pH metre ile
ortam pH’ s1 6lgiildii. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek
yapild1 ve agar ilave edilerek besi yeri kaynatildi. Otoklava dayanikli siselere besi
yeri konularak 121°C’de 20 dk otoklavla steril edilip, 50°C’ ye kadar su banyosunda
sogutulduktan sonra aseptik sartlarda petrilere dokiildii.

TYGA igine, hazirlanan vitamin stok ¢ozeltisinden 400 ml’de 1 ml olacak

sekilde ilave edilerek GYME vitaminli ortam hazirlandi.

NZ-Amine Agar

Glukoz (Sigma) 109
Starch, soluble (Sigma) 20 ¢
Maya 6ziitii (Acumedia) 509
N-Z-Amine (Sigma) 50
CaCOs; 19
Agar (Acumedia) 15¢
Saf su 1 litre
pH 7,2
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Agar disindaki tiim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziiliip pH metre ile
ortam pH’ s1 Olciildii. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek
yapild1 ve agar ilave edilerek besi yeri kaynatildi. Otoklava dayanikli siselere besi
yeri konularak 121°C’de 20 dk otoklavla steril edilip, 50°C’ ye kadar su banyosunda

sogutulduktan sonra aseptik sartlarda petrilere dokiildii.

Glucose Yeast-Extract Broth

Glucose Yeast-Extract Broth, DNA izolasyon c¢alismasi igin hiicre pelleti elde

edilmesinde kiiltiir ortami1 olarak kullanilmistir.

Glukoz (Merck) 109
Maya 0ziitii (Acumedia) 10¢
Saf su 1 litre
pH 6,8-7,2

Tim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziilip pH metre ile ortam pH’ s1
Olctildii. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek yapild1 ve besi
yeri manyetik karistiricida homojen hale gelene kadar karistirildi. Otoklava dayanikli
100 ml’lik erlenlere 40 ml olacak sekilde paylastirildi ve agizlari once pamukla
kapatilip ardindan aliiminyum folyoyla sarildiktan sonra 121°C” de 20 dk otoklavla
steril edildi.

Tryptone Yeast Glucose Extract Broth

Tryptone yeast glucose extract broth ortami, DNA izolasyon ¢alismasi igin hiicre

pelleti elde edilmesinde kiiltiir ortam1 olarak kullanilmastir.

Tripton (Oxoid) 30
Maya 6ziitii (Acumedia) 5¢
Glukoz (Merck) 50
Distile su 1 litre
pH 7,0
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Tiim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziilip pH metre ile ortam pH’ s1
Olciildi. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek yapildi ve besi
yeri manyetik karistiricida homojen hale gelene kadar karistirildi. Otoklava dayanikli
100 ml’lik erlenlere 40 ml olacak sekilde paylastirildi ve agizlar1 6nce pamukla
kapatilip ardindan aliiminyum folyoyla sarildiktan sonra 121°C* de 20 dk otoklavla
steril edildi.
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EK-B: Cozeltilerin Bilesimi ve Hazirlanisi

Mikroorganizmalarin Izolasyonu Asamasinda kullanilan Cézeltiler
Ringer cozeltisi

Izolasyon c¢alismasma baslamadan Once, toprak siispansiyonu elde edilmesi ve

testlerin uygulama asamasindan Once spor silispansiyonunun hazirlanmas: igin

kullanilmistir.
Ringer 1 tablet
Distile su 500 ml

500 ml saf su i¢inde ¢oziilen ringer ¢ozeltisi 500 ml’lik otoklavlanabilir cam

siselere konularak 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi.
Siikroz ¢ozeltisi (Yamamura ve ark., 2003)

Literatlire uygun olarak aktinomiset grubu organizmalarin en yogun sekilde elde
edildigi siikroz konsantrasyonu %20 oldugu i¢in, %20’lik olarak siikroz ¢ozeltisi

hazirlandi ve siikroz gradient tekniginde kullanildi.

Stikroz 209
Distile Su 80 ml

80 ml saf suda ¢oziilen siikroz, 0.45 pum capindaki membran filtreden

gecirilerek steril edildi ve 10 ml’lik cam siselere 9 ml ilave edilerek hazirlandi.

% 20’lik Gliserol Stok Cozeltisi (Wellington ve Williams, 1978)

Gliserol stok cozeltisi test 1zolatlarinin spor ve/veya miselyumlarinin -18°C’de uzun

stireli saklanmasi i¢in hazirlanmistir.

Gliserol (Park, Northampton, UK) 20 ml

Distile su 80 ml

Hazirlanan gliserol stok soliisyonu 1,5 ml’lik distan kapakli cryo tiiplerin

icine 1 ml olacak sekilde paylastirilip 121°C’de 20 dk otoklavlandi.
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Genomik DNA Izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

0.5MEDTA, pH 38

EDTA(Merck) 186,1 g
DDH,0 (Double distile su) 1 litre

800 ml DDH,0 igerisine 186,1 g EDTA ve ~ 20 g NaOH pelleti ilave edilerek
manyetik karistirict tizerinde berraklasincaya kadar ¢oziildii. Son hacim DDH,0 ile
1000 mI’ye tamamlandi. 100 m1’lik agz1 kapakli cam siselere boliinerek 121°C’de 15
dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda saklandi.

1M Tris, pH 8
Tris (Amresco) 121,19
DDH,0 1 litre

800 ml DDH;0 igerisine 121,1 g tris ilave edildi ve manyetik karistirict
iizerinde 50 °C’de berraklasincaya kadar ¢oziilerek oda sicakliginda sogumaya
birakildi. pH 8’de 1 M Tris elde etmek icin soliisyon igerisine 42 ml % 38’lik HCl
ilave edildi. Son hacim DDH,0 ile 1000 ml’ye tamamlandi. 100 ml’lik agz1 kapakli
cam siselere boliinerek 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda

saklandi.

TE tamponu, pH 8

0.5M EDTA, pH 8 (Merck) 2ml
1M Tris, pH 8 10 mi
DDH,0 1 litre

Tampon 1000 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapildi. 100 ml’lik
agz1 kapakli cam siselere boliinerek 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda

sicakliginda saklandi.

Lizozim (50 mg/ml)

Lizozim (Sigma) 500 mg
TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) 10 ml
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500 mg lizozim 10 ml TE tampon igerisinde ¢6ziilerek hazirlandi. 1,5 ml’lik
steril eppendorf tiiplere 1’er ml boliinerek -18°C’de kullanim zamanina kadar

saklandi.

Proteinaz K (2 mg/ml)

Proteinaz K (AppliChem) 20 mg
TE tamponu (Otoklav edilmis) 10 ml

20 mg proteinaz K 10 ml TE tamponu igerisinde ¢ozildi. 1,5 ml’lik steril

eppendorf tiiplere 1’er ml béliinerek -18°C’de kullanim zamanina kadar saklandi.

% 10’luk Sarkosil

N-Laurylsarcosine (Sigma) 1g
DDH,0 10 ml

1 g N-Laurylsarcosine 8 ml DDH,0 igeren 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye
konularak manyetik karistirici lizerinde 50°C’de berraklagincaya kadar c¢oziildii.
Soliisyon 25 ml’lik meziire aktarilip son hacim DDH,0 ile 10 ml’ye tamamland: ve
stok sisesine aktarilip otoklav ile steril edildi. Otoklavlama isleminden sonra sisenin
etrafi aliiminyum folyo kapatilarak oda sicakliginda saklandi.

Guanidin thiosiyanat soliisyonu (5 M guanidin thiosiyanat, 100 mM EDTA,
% 0,5 sarkosil)

Guanidine thiosiyanat (AppliChem) | 60 g
DDH,0 (otoklav edilmis) 20 ml
0,5M EDTA, pH 8 20 ml

60 g guanidine thiosiyanat steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye konuldu
ve lizerine steril 20 ml DDH,0 ve 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8) ilave edildi. Soliisyon
manyetik karistiricida 65°C’de berraklasincaya kadar ¢oziildii ve oda sicakliginda
soguduktan sonra, 5 ml N-Laurylsarcosine % 10 v/v (otoklav edilmis) ilave edilip
son hacim steril DDH,0 ile 100 ml’ye tamamlanarak 0,45 um ¢apindaki membran
filtreden (Corning, Germany) gecirildi. Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile

kapatilarak oda sicakliginda saklanda.
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RNAaz (1 mg/ml)

RNAaz (AppliChem) 10 mg
TE tamponu 10 ml

10 mg RNA az 10 ml TE tamponu igerisinde ¢oziildi. 0,5 ml’lik steril
eppendorf tiiplere boliinerek -18°C’de saklandi.

TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)

Tris (Amresco) 121,109
Borik asit (Merck) 61,83 g
EDTA (susuz) 5,849
DDH,0 1litre

Soliisyon icerikleri tartild: ve 1000 ml’lik beher icerisine kondu. Igerisine 500
ml DDH,0 ilave edilerek soliisyon manyetik karistirici lizerinde berraklasincaya
kadar tutuldu. Son hacim 1000 ml’ye tamamlanip, % 33’liik HCI (Merck)
kullanilarak pH 8’e ayarlandi ve +4°C’de saklandi. Presipitat olustugu takdirde

kullanilmamalidir.

IXTBE, pH 8
10xTBE tamponu 50 ml
DDH,0 450 ml

Soliisyon igerikleri meziirle 6l¢iiliip, agz1 kapakli 500 ml’lik cam sise icine

konularak oda sicakliginda tutuldu.

Brom fenol mavisi (Yiikleme Tamponu)

Brom fenol mavisi (AppliChem) 40 mg
Gliserol (Merck) 5 mil

0.5 M EDTA 1.5 ml
DDH,0 3,5ml

Toplam hacim 10 ml hazirlandiktan sonra eppendorf tiiplere 500 pl seklinde
dagitildi ve +4°C’de saklandi.
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Agaroz jel hazirlamisi (% 1°1ik)

Izole edile DNA’y1 ve yapilan PZR iiriinlerini kontrol etmek amaciyla hazirlanmustir.

Agaroz (Serva) 0.35¢g
1XTBE tamponu 35 ml

0.35 g agaroz 35 ml IxTBE tamponu bulunan 50 ml’lik erlene ilave edildi.
Manyetik karistiric1 iizerinde tamamen berraklasincaya kadar eritildi. Sicaklik ~
60°C olunca igerisine 4 ul etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edildi. Erlen hava
kabarcigr olusmayacak sekilde hafifce helezonik sekilde kendi ekseni etrafinda
dondiiriilerek karigim saglandi. Elektroforez tablasi calisma alani {izerinde zemini
diiz olan bir yere birakildi. Hemen sonra tablaya hava kabarcigi olusmayacak sekilde
dokiildli. Taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Katilastiktan sonra taraklar
c¢ikarildi ve iginde 1xTBE, pH 8 tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.
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EK-C: Farkl Besiyerleri ile Yapilan Toprak izolasyonudan Petri Goriintiileri

(b)

(d)

()

Sekil C.0.1. Farkli toprak orneklerinin diliisyon plak goriintiileri. a-) Biiyiikada
topragt HV agar ortamindaki diliisyon plak gorintiisii b-) Burgazada
topragt HV agar ortamindaki diliisyon plak goriintsii c-) Burgazada
topragt TYGV agar ortaminda siikroz gradient uygulanarak hazirlanan
diliisyon plak goriintiisii d-) Kinaliada topragi Bennett’s agar ortaminda
siikroz gradient uygulanarak hazirlanan diliisyon plaka goriintiisii e-
)Biiyiikkada topragt HV agar ortaminda %1.5’luk fenol uygulanarak
hazirlanan diliisyon plak goriintiisti f-) Heybeliada topragi TYG agar
ortaminda siikroz gradient uygulanarak hazirlanan diliisyon plaka
goruntiisi.
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Sekil C.0.2.Baz1 izolatlarin saflagtirma ekimleri
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(©) (d)

(€) ()

Sekil C.0.3.Bazi izolatlarin yogun ekim goriintiileri (a) Z1R7 (b) Z2S13 (c) K2S25
(d) Z2R53 (e) K2R37 (f) Z1R9.
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