
 

 

 
 

 

 

 

 
 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T.C. 

ONDOKUZ MAYIS ÜNĠVERSĠTESĠ  

FEN BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

YÜKSEKLĠSANS TEZĠ 

OCAK 2014 

SAMSUN 

BURGAZADA, BÜYÜKADA, HEYBELĠADA ve KINALIADA 

TOPRAKLARINDAN AKTĠNOMĠSET ĠZOLASYONLARI ve MOLEKÜLER 

TĠPLENDĠRĠLMELERĠ 

 

Salih SARICAOĞLU 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

 

 



 

  



 

    

       Bu Yüksek Lisans Tez ÇalıĢması Ondokuz Mayıs Üniversitesi 

PYO.FEN.1904.13.004 nolu Proje ile DesteklenmiĢtir. 

T.C. 

ONDOKUZ MAYIS ÜNĠVERSĠTESĠ 

FEN BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

BURGAZADA, BÜYÜKADA, HEYBELĠADA ve KINALIADA 

TOPRAKLARINDAN AKTĠNOMĠSET ĠZOLASYONLARI ve MOLEKÜLER 

TĠPLENDĠRĠLMELERĠ 

 

YÜKSEKLĠSANS TEZĠ 

Salih SARICAOĞLU 

(11210105) 

Tez DanıĢmanı : Doç. Dr. Kamil IġIK 

Tezin Savuma Tarihi  : 27 Ocak  2014 

BĠYOLOJĠ ANABĠLĠM DALI 



 



iii 

 

 

  

Ondokuz Mayıs Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalında 

Salih SARICAOĞLU Tarafından Hazırlanan 

BURGAZADA, BÜYÜKADA, HEYBELĠADA ve KINALIADA 

TOPRAKLARINDAN AKTĠNOMĠSET ĠZOLASYONLARI ve 

MOLEKÜLER TĠPLENDĠRĠLMELERĠ 

 

baĢlıklı bu çalıĢma jürimiz tarafından 27/01/2014 tarihinde yapılan sınav ile 

YÜKSEK LĠSANS tezi olarak kabul edilmiĢtir. 

 

Prof. Dr. Recep TAPRAMAZ 

Enstitü Müdürü 

BaĢkan :  Prof. Dr. Nevzat ġAHĠN    

 Ondokuz Mayıs Üniversitesi                   .................................. 

 

Jüri Üyeleri : Doç. Dr. Kamil IġIK         

  Ondokuz Mayıs Üniversitesi                   ……………………… 

Yrd. Doç. Dr. Fadime Ö. KOÇAK      
ġeyh Edebali Üniversitesi                       …………………….... 

 

.…/.…/2014 



iv 

 

  



v 

 

 

 

 

Merhum dayım Celal TOPEL’in aziz hatırasına, 

 

 

 

  



vi 

 



vii 

 

ÖNSÖZ 

Yüksek lisans çalıĢmalarımın her anında sabır ve özveri ile bana doğru yolu gösteren, 

planlı ve programlı çalıĢmayı öğreten, maddi ve manevi desteğini her zaman 

hissettiğim, akademik duruĢ ve terbiyeyi aĢılayan, bilgi ve birikimlerini bizimle 

paylaĢan, üzerimde büyük emeği olan danıĢmanım, çok kıymetli hocam Doç. Dr. 

Kamil IġIK‟a en kalbi duygularımla teĢekkür ederim. 

 Fikir ve tecrübeleriyle her daim yanımda olup bana güven veren Prof. Dr. 

Nevzat ġAHĠN hocama çok teĢekkür ederim. 

 Yüksek lisan çalıĢmamın her aĢamasında tecrübelerinden faydalandığım, 

samimi görüĢleri ile beni her zaman cesaretlendiren kıymetli hocalarım Yrd. Doç. 

Dr. Fadime ÖZDEMĠR KOÇAK ve Yrd. Doç. Dr. Elif ÇĠL‟e Ģükranlarımı sunarım. 

 Yüksek lisans çalıĢmalarım boyunca her zaman yanımda olan ve 

çalıĢkanlığıyla örnek aldığım çok değerli hocam ArĢ. Gör. Hilal AY‟a en samimi 

duygularımla minnettarlığımı ifade etmek isterim. ÇalıĢmalarım boyunca samimi 

desteklerini esirgemeyen kıymetli hocalarım ArĢ. Gör. Aysel VEYĠSOĞLU‟na ve 

Demet TATAR‟a; yine bu süreçte; maddi manevi desteklerini esirgemeyen, 

laboratuvar çalıĢmalarımda bana yardımcı olan sevgili arkadaĢlarım Tuğba 

KESKĠN‟e, Talha GENÇBAY‟a ve A. Rıdvan TOPKARA‟ya; her durum ve Ģartta 

yardımlarını esirgemeyen kadim dostum Hayrettin SAYGIN‟a ve tüm arkadaĢlarıma 

çok teĢekkür ederim. 

 Üzerimdeki emek ve haklarını hiçbir zaman ödeyemeyeceğim muhtereme 

anneme, muhterem babama ve manevi desteklerini her zaman hissettiğim 

kardeĢlerime teĢekkürü bir borç bilirim. 

 

 

 

 

Ocak 2014 

 

Salih SARICAOĞLU 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



viii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ix 

 

ĠÇĠNDEKĠLER 

Sayfa 

ÖNSÖZ ...................................................................................................................... vii 
ĠÇĠNDEKĠLER ......................................................................................................... ix 
ÇĠZELGELER LĠSTESĠ .......................................................................................... xi 

ġEKĠLLER LĠSTESĠ .............................................................................................. xiii 

KISALTMALAR ..................................................................................................... xv 

ÖZET ....................................................................................................................... xvii 
ABSTRACT ............................................................................................................. xix 
1. GĠRĠġ ...................................................................................................................... 1 
2. LĠTERATÜR ÖZETĠ ............................................................................................ 9 

2.1 Genel Bilgiler ................................................................................................... 9 

2.1.1 Actinomadura cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri ............. 9 
2.1.2 Agromyces cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri ................ 13 

2.1.3 Geodermatophilus cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri .... 17 
2.1.4 Kribbella cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri .................. 19 
2.1.5 Micromonospora cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri ...... 21 

2.1.6 Nocardia cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri ................... 25 

2.1.7 Nonomuraea cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri ............. 31 

2.1.8 Rhodococcus cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri ............ 33 
2.1.9 Streptomyces cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri ............ 37 

2.2 Prokaryotik Sistematik ................................................................................... 42 
2.2.1 Moleküler sistematik ............................................................................... 44 

3. MATERYAL-METOT ....................................................................................... 47 
3.1 Toprak Örneklerinin Seçimi ve Kaynakları ................................................... 47 

3.2 Toprakların pH‟sı ........................................................................................... 47 
3.3 Mikroorganizmaların Ġzolasyonu ................................................................... 48 

3.3.1 Dilüsyon plaka yöntemi .......................................................................... 48 
3.3.2 Sükroz santrifügasyon yöntemi ............................................................... 49 
3.3.3 % 1.5‟luk fenol yöntemi .......................................................................... 50 

3.3.4 Ġzolatların seçimi ve saflaĢtırılması ......................................................... 50 

3.3.5 Ġzolatların stoklanması ............................................................................ 50 

3.4 DNA Ġzolasyonu ............................................................................................. 51 
3.4.1 Genomik DNA izolasyonu ...................................................................... 51 
3.4.2 DNA izolasyon kontrolü ......................................................................... 53 
3.4.3 16S rDNA‟nın PZR çoğaltması............................................................... 53 
3.4.4 16S rRNA sekans verilerinin eldesi, analizi ve filogenetik 

dendrogramların oluĢturulması ............................................................... 55 

4. BULGULAR ........................................................................................................ 57 
4.1 Mikroorganizmaların Farklı Lokalitelerden Ġzolasyonu ................................ 57 
4.2 DNA Ġzolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforez Yöntemiyle DNA‟ların    

Görüntülenmesi .............................................................................................. 62 



x 

 

4.3 16S rRNA'nın PZR Amplifikasyonu .............................................................. 62 

4.4 16S rRNA Sekans Verilerinin Eldesi, Analizi ve Filogenetik Soyağaçlarının 
OluĢturulması ................................................................................................. 63 

5. TARTIġMA .......................................................................................................... 95 
6. SONUÇ ve ÖNERĠLER .................................................................................... 103 

6.1 Sonuçlar ........................................................................................................ 103 
6.2 Öneriler ......................................................................................................... 105 

KAYNAKLAR ........................................................................................................ 107 

EKLER .................................................................................................................... 141 
EK A: Kültür Ortamlarının BileĢimi ve HazırlanıĢı ............................................. 143 
EK-B: Çözeltilerin BileĢimi ve HazırlanıĢı .......................................................... 149 
EK-C: Farklı Besiyerleri ile Yapılan Toprak Ġzolasyonudan Petri Görüntüleri ... 155 

ÖZGEÇMĠġ ............................................................................................................ 158 
 

 

 

 



xi 

 

ÇĠZELGELER LĠSTESĠ 

Sayfa 

Çizelge 2.1. Bakterilerin sınıflandırılmasında kullanılan tekniklerin taksonomik 

seviyelerdeki kullanımı ......................................................................... 46 
Çizelge 3.1. Actinobacteria sınıfı mikroorganizmaların izolasyon çalıĢmasının 

yapıldığı toprak örneklerinin laboratuvar numarası, toprak tipi ve 

lokaliteleri ............................................................................................. 47 
Çizelge 3.2. Marmara Bölgesi‟ndeki adalardan alınan toprak örneklerinin ortalama 

pH değerleri .......................................................................................... 48 
Çizelge 3.3. 16S rRNA gen bölgesinin PZR koĢullarında çoğaltılmasında kullanılan 

reaktiflerin yoğunluk ve miktarları ....................................................... 54 
Çizelge 3.4.16S rRNA gen bölgesi amplifikasyonu için optimize edilmiĢ PZR 

sıcaklık döngü düzeni. .......................................................................... 54 
Çizelge 3.5. 16S rRNA  gen bölgesi amplifikasyon ve sekans primerleri ................. 56 

Çizelge 4.1. Toprak izolasyonu ile Heybeliada‟dan elde edilen aktinomiset izolatları

 .............................................................................................................. 58 
Çizelge 4.2. Toprak izolasyonu ile Büyükada‟dan elde edilen aktinomiset izolatları59 

Çizelge 4.3. Toprak izolasyonu ile Burgazada‟dan elde edilen aktinomiset izolatları

 .............................................................................................................. 59 

Çizelge 4.4. Toprak izolasyonu ile Kınalıada‟dan elde edilen aktinomiset izolatları 60 
Çizelge 4.5. 16S rRNA dizi analizleri yapılan Actinomycetes izolatları ................... 61 

Çizelge 4.6. Actinomadura cinsine ait test izolatları ve tip türleri arasındaki 16S 

rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı 

farklılıkları ............................................................................................ 69 
Çizelge 4.7. Agromyces cinsine ait test izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA 

sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları

 .............................................................................................................. 71 
Çizelge 4.8. Geodermatophilus cinsine ait test izolatları ve tip türleri arasındaki 16S 

rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı 

farklılıkları ............................................................................................ 73 

Çizelge 4.9. Kribbella cinsine ait test izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA 

sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları

 .............................................................................................................. 75 
Çizelge 4.10. Micromonospora cinsine ait K2F72, K2R47, K2R49, K2R55, K2S19, 

K2S20, Z1R61 ve Z1R8 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA 

sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları

 .............................................................................................................. 77 

Çizelge 4.11. Micromonospora cinsine ait K2F73 ve K2R33 izolatları ve tip türleri 

arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve 

nükleotit sayı farklılıkları ...................................................................... 78 



xii 

 

Çizelge 4.12. Micromonospora cinsine ait H2F23, H2F8, H2R10, K2R35 ve Z1F35 

izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde 

benzerlik değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları .................................. 79 
Çizelge 4.13. Micromonospora cinsine ait H3F25 ve H3F6 izolatları ve tip türleri 

arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve 

nükleotit sayı farklılıkları ...................................................................... 80 
Çizelge 4.14. Nocardia cinsine ait H3S3 ve H3S24 izolatları ve tip türleri arasındaki 

16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı 

farklılıkları ............................................................................................ 82 

Çizelge 4.15. Nocardia cinsine ait K2R37 izolatı ve tip türleri arasındaki 16S rRNA 

sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları

 ............................................................................................................... 83 
Çizelge 4.16. Nonomuraea cinsine ait H1R4, H2R11, H2R15, Z1R24 ve Z2R54 

izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde 

benzerlik değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları .................................. 85 
Çizelge 4.17. Nonomuraea cinsine ait H2R3, H2R16 ve H2R21 izolatları ve tip 

türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri 

ve nükleotit sayı farklılıkları ................................................................. 86 
Çizelge 4.18. Rhodococcus cinsine ait H3R2 ve K1R19 izolatları ve tip türleri 

arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve 

nükleotit sayı farklılıkları ...................................................................... 88 
Çizelge 4.19. Rhodococcus cinsine ait B1R8 izolatı ve tip türleri arasındaki 16S 

rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı 

farklılıkları ............................................................................................ 89 
Çizelge 4.20. Streptomyces cinsine ait K2R76 ve Z2S13 izolatları ve tip türleri 

arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve 

nükleotit sayı farklılıkları ...................................................................... 91 
Çizelge 4.21. Streptomyces cinsine ait Z1R34, K1R16 ve K1R21 izolatları ve tip 

türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri 

ve nükleotit sayı farklılıkları ................................................................. 92 
Çizelge 4.22. Streptomyces cinsine ait Z1R7 ve K2R77 izolatları ve tip türleri 

arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve 

nükleotit sayı farklılıkları ...................................................................... 93 

 

  



xiii 

 

ġEKĠLLER LĠSTESĠ 

Sayfa 

ġekil 1.1. List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature‟da 

Actinobacteria Filumu için güncel taksonomik tablo. .............................. 2 
ġekil 1.2. Ezbiocloud veri tabanında Bacteria domaini ait genom çalıĢmaları 

yapılmıĢ organizma gruplarına ait sayı ve yüzdeleri gösteren grafik........ 4 

ġekil 4.1. Farklı lokalitelerden izole edilmiĢ aktinomisetlerin 16S rRNA gen 

bölgesinin PZR metodu ile amplifikasyonu. ........................................... 63 
ġekil 4.2.  MacroGen firmasına okutulan baz dizilerinin Finch TV programindaki 

görüntüsü. ................................................................................................ 63 
ġekil 4.3.  Actinomadura cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA 

baz dizi analizine dayalı neighbour-joining  filogenetik soyağacı. ......... 68 
ġekil 4.4.  Agromyces cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz 

dizi analizine dayalı neighbour-joining filogenetik soyağacı ................. 70 
ġekil 4.5. Geodermatophilus cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S 

rRNA baz dizi analizine dayalı neighbour-joining filogenetik soyağacı. 72 
ġekil 4.6.  Kribbella cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz 

dizi analizine dayalı neighbour-joining filogenetik soyağacı ................. 74 
ġekil 4.7.  Micromonospora cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA 

baz dizi analizine dayalı neighbour-joining filogenetik soyağacı ........... 76 
ġekil 4.8.  Nocardia cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz 

dizi analizine dayalı neighbour-joining filogenetik soyağacı ................. 81 

ġekil 4.9.   Nonomuraea cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz 

dizi analizine dayalı neighbour-joining filogenetik soyağacı ................. 84 

ġekil 4.10. Rhodococcus cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA 

baz dizi analizine dayalı neighbour-joining ilogenetik soyağacı ............ 87 

ġekil 4.11. Streptomyces cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA 

baz dizi analizine dayalı neighbour-joining filogenetik soyağacı ........... 90 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



xiv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xv 

 

KISALTMALAR 

% : Yüzde 

  : Derece 

Μg  : Mikrogram 

μl  : Mikrolitre 

μM  : Mikromolar 

ATCC  : Amerika Tip Tür Kültür Koleksiyonu 

bç  : Baz Çifti 

C  : Santigrat 

DAP : Diaminopimelik Asit  

DDH  : DNA:DNA Hibridizasyonu 

dk  : Dakika 

dNTP  : Deoksiribonükleotit trifosfat 

DSMZ  : Almanya Mikroorganizma Kültür Koleksiyonu 

g  : Gram 

IJSEM : International Journal Of Systematic And Evolutionary Microbiology 

KCTC  : Güney Kore Tip Tür Kültür Koleksiyonu 

M  : Molarite 

mA  : Miliamper 

ml  : Mililitre 

NCBI  : Uluslarası Biyoteknoloji Bilgi Merkezi 

NRRL  : Amerika ARS (Agricultural Research Service)Kültür Koleksiyonu 

Nt  : Nükleotit 

PZR  : Polimerize Zincir Reaksiyonu 

rRNA  : Ribozomal Ribonükleik Asit 

TBE  : Tris-Borik Asit-EDTA 

TE  : Tris-EDTA 

UV  : Ultraviyole 

α  : Alfa 

β  : Beta 

 

  

 



xvi 

 

  



xvii 

 

 

BURGAZADA, BÜYÜKADA, HEYBELĠADA ve KINALIADA 

TOPRAKLARINDAN AKTĠNOMĠSET ĠZOLASYONLARI ve MOLEKÜLER 

TĠPLENDĠRĠLMELERĠ 

ÖZET 

Bu çalıĢmada, Marmara Bölgesi‟nde bulunan Burgazada, Büyükada, 

Heybeliada ve Kınalıada‟nın 9 farklı lokalitesinden alınan toprak örneklerinden 

aktinomiset izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġzolatların 16S rRNA bölgesine ait 

nükleotit dizileri elde edilmiĢ ve filogenetik analizlerle moleküler tiplendirilmeleri 

yapılmıĢtır. 

 Toprak örneklerine dilüsyon plaka, sükroz gradient ve % 1.5‟luk fenol 

yöntemleri uygulanarak beĢ farklı besiyeri ortamı kullanılmıĢ ve test suĢlarının 

izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġzole edilen 142 organizma içerisinden 62 

organizmanın 16S rRNA gen bölgesinin PZR çalıĢmaları tamamlanmıĢtır. 16S rRNA 

gen bölgesi nükleotit dizi analizi sonuçlarına göre izolatların Actinomadura, 

Agromyces, Geodermatophilus, Kribbella, Micromonospora, Nocardia, 

Nonomuraea, Rhodococcus ve Strepromyces olmak üzere 9 farklı aktinomiset 

cinsinin üyesi oldukları belirlenmiĢtir. Mega 5 paket programı kullanılarak bu 

izolatlar içerisinden 45 tanesinin en yakın tip türleri ile filogenetik analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. PHYDIT programı kullanılarak izolatların en yakın tip türleri ile 

yüzde benzerlik ve nükleotit farklılık tabloları oluĢturulmuĢtur. 

Mega 5 programı kullanılarak oluĢturulan dendogramlar ve PHYDIT programı 

ile oluĢturulan tabloların verileri birlikte yorumlanarak yeni tür olma ihtimali yüksek 

olan izolatlar belirlenmiĢtir. 

16S rRNA gen bölgesi filogenetik analizlerine göre; B2F13 (Actinomadura 

sp.), H1R4, H2R15 (Nonomuraea sp.), K1R19 (Rhodococcus sp.), K2R35 

(Micromonospora sp.), K2R76, K2R77, Z1R7, Z1R34, Z2S13 (Strepromyces sp.) ve 

Z2R53 (Geodermatophilus sp.) izolatlarının olası yeni türler olarak ülkemiz 

adalarından literatüre girecekleri tahmin edilmektedir. 

  

Anahtar Kelimeler: Actinomycetes; 16S rRNA; Moleküler 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, Büyükada, Heybeliada and Kınalıada 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 

1 GĠRĠġ 

Actinobacteria sistematiği 2009 yılında Zhi ve diğerleri tarafından kemotaksonomik, 

moleküler ve nümerik taksonomik metodların uygulanmasıyla yeniden gözden 

geçirilmiĢtir. Güncel hiyerarĢik sınıflandırmaya göre Actinobacteria sınıfı beĢ 

altsınıf, dokuz takım, elli beĢ familya, iki yüz kırk cins ve üç binden fazla türden 

oluĢan Bacteria üstaleminde bulunan en büyük ve en önemli alemlerden biridir. 

Aktinobakter terimi Actinobacteria aleminin tamamını tanımlarken, aktinomiset 

terimi Actinomycetales ordusuna ait suĢları tanımlamakta kullanılmaktadır 

(Goodfellow ve diğ., 2010). J. P. Euzeby tarafından sürdürülen taksonomi 

çalıĢmalarının güncel versiyonunda (http://www.bacterio.cict.fr Kasım-2013) 

Actinobacteria  filumu en üst seviyede Actinobacteridae, Acidimicrobidae, 

Coriobacteridae, Nitriliruptoridae ve Rubrobacteridae olarak adlandırılan beĢ alt 

sınıfa ayrılır. Bu alt sınıflar çok sayıda takım ve alt takımlara ayrılmaktadır. Son 

zamanlarda 16S rRNA ağaçlarına dayalı olarak Actinobacteria filumunun diğer 

güncel taksonomisi Bergey‟s Manual of Systematic Bacteriology‟de Actinobacteria 

filumu en üst seviyede Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, 

Nitriliruptoria, Rubrobacteria ve Thermoleophilia adında altı alt sınıfa 

ayrılmaktadır. Actinobacteria sınıfı toplamda 15 takım içermektedir (Zhi ve diğ., 

2009).  

 

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


2 

 

 

ġekil 1.1.List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature‟da 

Actinobacteria Filumu için güncel taksonomik tablo (http://www.bacterio 

.cict.fr/classifphyla.html#Actinobacteria) (A) ve Bergey’s Manual of 

Systematic Bacteriology‟de mevcut önerilen taksonomi (B) (Gao ve Gupta, 

2012). 
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Actinobacteria grubu temsil eden en kapsamlı çalıĢmalarda en büyük 

antibiyotik üreticisi olan Streptomyces spp. (Bentley ve diğ., 2002; Chater, 2006; 

Hopwood, 2006; Hopwood, 2007; Ventura ve diğ., 2007) ve bakteriyel enfeksiyonlar 

ile çok sayıda insan ölümüne sebep olan önemli insan patojeni Mycobacterium 

cinsinin (M. tuberculosis ve M. leprae) toprakta bulunduğu tespit edilmiĢtir (Bentley 

ve diğ., 2004).  Bunlara ilaveten; yaygın olarak toprakta bulunan aktinomiset 

üyelerinin aynı zamanda suda,  derin denizlerde ya da kutup buzu, kimyasal olarak 

kontamine olmuĢ yerler ve radyoaktif çevreler gibi ekstrem ortamlarda veya 

hayvanlar, insanlar ve bitkilerle faydalı ya da patojen olarak bulunabildikleri 

belirlenmiĢtir (Barabote ve diğ., 2009; Bull ve diğ., 2005; Smith ve diğ., 2006; 

Ventura ve diğ., 2007). Son yıllarda; genom dizileme teknolojilerindeki hızlı 

ilerlemeden dolayı Actinobacteria‟ nın biyolojisi ve çeĢitliliği üzerindeki çalıĢmalar 

hızlı bir Ģekilde artmıĢtır (ġekil 1.2). Bu çalıĢmaların ana odağında; üretken ve 

faydalı yeni doğal ürünlerin keĢfi için potansiyele sahip olan bakteriler 

(Streptomyces, Salinispora, Saccharopolyspora, Cellulomonas, Verrucosispora, 

Pseudonocardia ve Micromonospora) (Baltz, 2008; Behal, 2000; Berdy,2005; Bull 

ve Stach, 2007; Olano ve diğ., 2009) ya da ciddi insan ve hayvan hastalıkları ile zirai 

kayıplara sebebiyet veren bakteriler (Mycobacterium, Actinomyces, Renibacterium, 

Atopobium, Gordonia, Gardnerella, Leifsonia ve Clavibacter) vardır (Bull ve Stach, 

2007; Demangel ve diğ., 2009). Bunlara ilaveten diğer endüstriyel öneme sahip 

türlerin (Corynebacterium, Rhodococcus, Micrococcus, Cellulomonas, 

Acidothermus, Thermobifida ve Nocardioides) ve çevresel olarak faydalı türlerin 

(Arthrobacter, Kocuria, Frankia, Kineococcus, Pseudonocardia ve Rubrobacter) 

keĢfi yeni biyokaynaklar ve teknolojilerin geliĢtirilmesine olanak sağlayacaktır 

(Bagwell ve diğ., 2008, Barabote ve diğ. 2009; Little ve Currie, 2007) . 
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ġekil 1.2.Ezbiocloud veri tabanında Bacteria domaini ait genom çalıĢmaları yapılmıĢ 

organizma gruplarına ait sayı ve yüzdeleri gösteren grafik 

(http://ezgenome.ezbiocloud.net/ Ekim-2013) 

Farmakolojik aktif metabolitlerin ve özellikle yeni antibiyotiklerin Ģüphesiz 

en önemli üreticileri actinomisetlerdir (Kumar, 2007). Patojenlerin ilaçlara karĢı hızla 

direnç kazanması, kullanılan bileĢiklerin toksik etkisi ve yetersiz oluĢu nedeniyle 

yeni antibiyotiklerin keĢfine ihtiyaç duyulmaktadır (Demain, 1998; Wright, 2007). 

Bundan dolayı farmakolojik araĢtırmalar ve keĢif programlarında uygun biyolojik 

materyali seçebilmek için actinomycetes taksonomisi ve onların biyoaktif bileĢik 

üretme yetenekleri arasındaki iliĢkiyi anlamak önemlidir (Kumar, 2007). Filamentli 

actinomycetes üyelerinin 10000‟den fazla biyoaktif bileĢik ürettiği belirlenmiĢ ve 

bunlarında yaklaĢık 7600‟ünün Streptomyces cinsine ait türlerden elde edildiği tespit 

edilmiĢtir (Sanglier ve diğ. 1996; Watve ve diğ., 2001; Bentley ve diğ., 2002; Ikeda 

ve diğ., 2003; Ward ve Goodfellow, 2004). Bundan dolayı, ticari olarak önemli 

sekonder metabolitler için bu organizmaların izolasyonu ve sekonder metabolitler 

bakımından araĢtırılmasına devam edilmektedir (Bérdy, 2005; Fiedler ve diğ., 2005). 

Bununla birlikte; Streptomycetaceae familyasının dıĢında Actinomycetales ordosuna 

ait değiĢik cins ve familyalar arasında en çok sekonder metabolit üreticisi olan 

aktinomiset familyaları Micromonosporaceae, Thermomonosporaceae, 

Nocardiaceae ve Streptosporangiaceae familyaları olarak sıralanmaktadır (Choi ve 

diğ., 2003). 

Thermomonosporaceae familyasının bir üyesi olan Actinomadura cinsinin 

üyeleri organik madde döngüsünde rol oynadıkları için toprakta bol miktarda 

bulunmaktadır (Trujillo ve diğ., 2003). Actinomadura cinsinin zengin bir antibiyotik 

http://ezgenome.ezbiocloud.net/
http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Streptomycetaceae_Family.asp
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kaynağı olduğunun keĢfedilmesi ile Actinomadura suĢlarının metabolizmaları ve 

genetikleri hakkındaki bilgiler son on yıl içerisinde artmıĢtır. Bu cinse ait 

organizmaların önceleri mantar oldukları kabul edilmesine karĢın son zamanlarda 

Actinomadura hakkında elde edilen bilgiler ıĢığında, oksijenli solunum yapan 

aktinomisetlere ait bir cins olduğu belirlenmiĢtir. Actinomadura üyelerinin genellikle 

mezofilik bir yapıya sahip olup 25-40 °C‟de geliĢim gösterirken bazı türleri 

termofilik olup 50-65 °C‟de optimum sıcaklığa ihtiyaç duydukları ve kırmızı, pembe, 

sarı, portakal ve beyaz gibi farklı koloni renklerine sahip oldukları tespit edilmiĢtir 

(Lechevalier ve Lechevalier, 1970; Kroppenstedt ve Goodfellow, 2006). 

Agromyces cinsi üyelerinin doğal habitatı farklı orijinli topraklardır. Bu cinsin 

bazı türleri antitümör, antiviral, yüksek ölçüde sıcaklık vasıtasıyla iterferonu 

tetikleyen imunostümulant (bağıĢıklığı uyarıcı) üretmekte ve bağıĢıklık tepkisini ve 

aktivitelerin gücünü artırmayı sağlamaktadır. Agromyces cinsinin türleri ve alt türleri 

koloni renkleri, hücre morfolojileri ve hücre duvar Ģekerleri gibi bazı fizyolojik 

özellikleri bakımından birbirlerinden farklılık göstermektedirler (Evtushenko ve 

Takeuchi, 2006). 

Geodermatophilus cinsinin üyeleri sıklıkla kurak topraklardan izole edilmiĢtir 

(Urzi ve diğ., 2001). Buna ilaveten bazı üyelerinin rizosfer toprağından izole edildiği 

de bilinmektedir (Zhang ve diğ., 2011; Jin ve diğ., 2013).  Bu cinsin bir üyesi olan 

Geodermatophilus obscurus maya hücre duvarını parçalama (Kudukhashvili ve diğ., 

2001), UV-C‟ye karĢı direnç (Kuhlman ve diğ., 2005) ve hücre dıĢı iĢlevsel 

manganez üretme yeteneğindedir (Jordal ve diğ., 2009).  

Çoğu türü topraktan izole edilmiĢ olan Kribbella cinsinin bitkilerle iliĢkili 

olan (Kribbella solani ve K. lupini) türleri de bulunmaktadır. Son dönemlerde maden 

ocağı (Kribbella aluminosa) ve at yarıĢı alanları olan hipodromlardan alınan toprak 

örneklerinden izole edilen (Kribbella hippodromi) türleri de mevcuttur (Carlsohn ve 

diğ., 2007; Everest ve Meyers, 2008). 

Micromonospora cinsi genelde humusça zengin topraklarda yayılıĢ 

göstermekle birlikte sucul ekosistemlerden de izole edilebilmektedir ve denizden 

izole edilen Micromonospora cinsi üyelerinin probiyotik olarak kullanılma 

potansiyellerinin olduğu rapor edilmiĢtir (Lazzarini ve diğ., 2000; Das ve diğ., 2008). 

Bunun yanında Micromonospora cinsi üyeleri toprak dıĢında, deniz ve göl sularında, 

böceklerin bağırsaklarında ve özellikle bitkilerin kök sisteminde yayılıĢ göstermekte 

olup sentezlediği antibiyotik ve antifungal gibi sekonder metabolitler ile bitki 
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patojenleriyle rekabet halindedirler (Tian ve diğ., 2007; Trujillo ve diğ., 2006, 2010; 

Garcia ve diğ., 2010). Micromonospora cinsi Actinomycetales takımındaki 

Streptomyces cinsinden sonra ikinci en çok antibiyotik ve enzim inhibitörü üreten 

taksondur (Houge-Frydrych ve diğ., 2000; Antal ve diğ., 2005; Gutierrez-Lugo ve 

diğ., 2005; Berdy, 2005; Qiu ve diğ., 2008). Bu cinsin üyeleri dallanmıĢ, bölmeli 

hifler oluĢturur ve koloniler beyaz, turuncu, gül kurusu veya kahverengi renkte 

olabilirken, besiyerine çözünür pigment salgılayanların da mevcut olduğu 

bilinmektedir (Hirsch ve Valdés, 2010). Genellikle genç koloniler soluk sarı, açık 

turuncu gibi renklerde iken yaĢlı kolonilerin rengi koyulaĢmakta ve koyu turuncu, 

kırmızı, kahverengi hatta siyah renge dönebilmektedir (Vobis, 2006). 

Nocardia cinsi üyeleri akuatik ve karasal habitatlarda yaygın olarak 

bulunduğu gibi çok farklı ekstrem ortamlarda da bulunabilmektedir (Orchard, 1981; 

Maldonado ve diğ., 2000). Farklı Nocardia populasyonları aktif çamur kirli su arıtım 

tesislerinde havalandırma tanklarının yüzeylerindeki köpük içerisinde ve çamur 

sedimentlerinin içinde bulunmuĢtur (Goodfellow ve diğ., 1996; Pagilla ve diğ., 1998; 

Yamamura ve diğ., 2005). Nocardia; aerobik, dallanmıĢ flamentleri bir arada 

bulunduran, Gram pozitif, hareketsiz, katalaz pozitif, geliĢme döngüsünün bazı 

evrelerinde tipik asit alkol direncine sahip olan aktinomisetlerdir. Nocardia suĢları 

insan ve hayvanlarda çeĢitli cerahatli enfeksiyonlar (Nokardiozis) oluĢturmaktadırlar. 

Enfeksiyon genellikle solumla ve bulaĢmıĢ bir yaraya temas ile gerçekleĢmektedir 

(Schaal ve Lee, 1992; McNeil ve Brown, 1994; Goodfellow ve diğ., 1998; Saubolle 

ve Sussland, 2003; Munoz ve diğ., 2007; Jinno ve diğ, 2007). 

Nonomuraea cinsi Zhang ve diğ. tarafından 1998 yılında önerilmiĢtir ve 

Streptosporangiaceae familyasının bir üyesidir. Bu cinsin üyeleri aerobik, Gram-

pozitif , non-asit-fast, aĢırı dallanmıĢ substrat ve hava miselyumlarına sahip 

hareketsiz aktinomisetlerdir. Hava hifleri çengel, spiral yada katlanmıĢ, düzensiz, 

pürüzsüz ve değiĢen yüzey görünümlerine sahip uzun spor zincirleri Ģeklinde 

farklılaĢabilir. Bu cins kemotaksonomik olarak hücre duvarında meso-

diaminopimelik asit mevcudiyeti, tüm hücre lizatlarında karakteristik Ģeker olarak 

maduroz bulundurması, baskın izoprenolog olarak dokuz izopren alt birimi ile di-, 

tetra- ve hekza-hidrojen atomuna sahip menakinonlara sahip olmasıyla karakterize 

edilmektedir. Streptosporangiaceae familyası içinde antibiyotik üreten cinsler 

arasında yer almaktadır (Ara ve diğ., 2007a, b; Camas ve diğ., 2013; Cao ve diğ., 

2012; Chiba ve diğ., 1999; Kampfer ve diğ., 2005, 2010; Le Roes & Meyers, 2008; 
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Li ve diğ., 2011, 2012; Nakaew ve diğ., 2012; Qin ve diğ., 2009; Stackebrandt ve 

diğ., 2001; Wang ve diğ., 2011; Zhang ve diğ., 1998; Zhao ve diğ., 2011). 

Rhodococcus cinsi aerobik, Gram-pozitif veya Gram-değiĢken, hareketsiz, 

katalaz pozitif, geliĢimin bazı evrelerinde asit-alkol-fast, çubuk biçiminde veya 

oldukça dallanmıĢ substrat miselyumu oluĢturabilen aktinomisetlerden oluĢmaktadır. 

Rodokoklar standart laboratuvar besi ortamlarında 30  C‟de iyi geliĢmektedir. 

Koloniler pürüzlü, pürüzsüz veya mukoid özellikte olup soluk sarı, krem, sarı, 

turuncu veya kırmızı pigmentlidir; ancak renksiz çeĢitleri de bulunmaktadır 

(Goodfellow ve Maldonado, 2006). Bu cinsin üyeleri; sucul ve karasal habitatlarda 

yaygın olarak bulunmaktadır. Rodokok türleri topraktan, deniz sedimentlerinden ve 

mutualistik birliktelik kurabildikleri kan emici böceklerin bağırsak içeriklerinden 

izole edilmiĢlerdir (Cross ve diğ., 1976; Goodfellow ve Aubert, 1980; Colquhoun ve 

diğ., 1998; Zhang ve diğ., 2002). 

Streptomyces türleri; tıp, ekoloji ve biyoteknoloji endüstrisindeki önemli 

rollerinden dolayı en iyi çalıĢılmıĢ ve karakterize edilmiĢ bakterilerdir (Bentley ve 

diğ., 2002; Alam ve diğ., 2010). Streptomyces cinsi üyeleri, oldukça karmaĢık bir 

sekonder metabolizmaya sahip olup, çok miktarda biyolojik açıdan kullanıĢlı 

bileĢikler üretmektedirler. Tüm mikrobiyal biyoaktif sekonder metabolitlerin 

yaklaĢık % 45‟inin kaynağı aktinomisetlerdir ve bu metabolitlerin (7600 bileĢik) % 

80‟ini de Streptomyces üyeleri tarafından üretilmektedir (Berdy, 2005). Bu 

bileĢenlerden en önemlileri tıp ve veterinerlikte kullanılan antibiyotik, antifungal, 

antiparazitik ajanlar, herbisitler, immünbaskılayıcılar ile gıda endüstrisi ve diğer 

alanlarda kullanılan çeĢitli önemli enzimlerdir (Ilic ve diğ., 2007; Savic ve diğ., 

2007; Sembiring ve diğ., 2008; Anzai ve diğ., 2008; Alam ve diğ., 2010). 

Streptomyces‟ler toprakta baskın olarak bulunan actinomycetesler olarak anılsalar da 

son yıllarda yapılan çalıĢmalar göstermiĢtir ki, Streptomyces üyeleri bitki 

köklerindeki rizosfer, bitki dokuları, yaprakla beslenen karıncalar, kümes hayvanı 

dıĢkısı ve deniz süngeri gibi farklı habitatlarda da bulunabilmektedir (Kim ve diğ., 

2000; Castillo ve diğ., 2002; Tokala ve diğ., 2002; Strap ve diğ., 2006; Kost ve diğ., 

2007; Zhang ve diğ., 2008; Sazak, 2009; Sembiring, 2009; ġahin ve diğ., 2010). 

 

Bu çalıĢmada Marmara Denizi‟nde bulunan Büyükada, Burgazada, Heybeliada 

ve Kınalıada topraklarından farklı aktinomiset üyelerinin izolasyonu, moleküler 
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metotlardan 16S rRNA gen bölgesi ile moleküler tiplendirmesi ve olası yeni 

aktinomisetlerin literatüre kazandırılması amaçlanmıĢtır. 
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2 LĠTERATÜR ÖZETĠ 

2.1 Genel Bilgiler 

2.1.1 Actinomadura cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri 

Üstalem: Bacteria 

Sınıf: Actinobacteria  

Altsınıf: Actinobacteridae  

Takım: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve diğ., 2009) 

Alttakım: Streptosporangineae (Ward-Rainey ve diğ., 1997) (Zhi ve diğ., 2009) 

Familya: Thermomonosporaceae (Rainey ve diğ., 1997) (Zhi ve diğ., 2009)  

Cins: Actinomadura (Lechevalier ve Lechevalier, 1970)  

Lechevalier ve Lechevalier tarafından 1970‟de tanımlanan Actinomadura cinsi  

Zhang ve diğerleri (1998, 2001) ve Miyadoh ve Miyara (2001) tarafından yeniden 

düzenlemiĢ olup, günümüzde geçerli olarak tanımlanmıĢ 75 tür, 2 alt türü bünyesinde 

barındırmaktadır (http://www.bacterio.cict.fr/a/actinomadura.html Kasım 2013).  

1970 yılında Lechevalier ve Lechevalier cinsi tanımlarken kullandıkları 

“aerobik, Gram pozitif, asit-fast özellik göstermeyen, hareketsiz, hücre duvarı mezo-

diamilopimelik asitçe (mezo-A2pm) zengin fakat karakteristik hücre duvar Ģekeri 

içermez (hücre duvar tipi III)” tanımı üzerine Actinomadura cinsi pek çok farklı 

cinsin üyelerini bir dönem bünyesinde barındırmıĢtır (Lechevalier ve ve Lechevalier, 

1970; Lu ve diğ., 2003). Ġzleyen süreçte Actinomadura cinsi endospor oluĢturmadığı 

için Thermomonosporaceae familyasına geçmiĢtir (Cross ve Goodfellow, 1973). 

Actinomadura cinsinin Nocardia cinsinden ayrılması nümerik analizler, DDH, faj 

tiplendirmesi, kimyasal ve serolojik verilerle yapılmaya çalıĢılmıĢtır (Tsukamura, 

1969; Goodfellow, 1971; Prauser, 1978; Mordarski ve diğ., 1978; Goodfellow ve 

Minnikin, 1978). Bunlara rağmen cinsin içerdiği türler ve taksonomik tarihçesindeki 

belirsizlik sebebiyle Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology‟nin sekizinci 
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baskısında Actinomadura “incertae sedis” (Lat. taksonomik yeri belirsiz) bir cins 

olarak tanımlanmıĢtır (Lacey ve diğ., 1978; Goodfellow ve Alderson, 1979). 

Miyadoh ve diğerleri 1989 yılında yaptıkları çalıĢmayla Microtetraspora 

viridis türünün (Nonomura ve Ohara, 1971) kemotaksonomik özellikleri bakımından 

Microtetraspora cinsinden oldukça farklı olduğunu görmüĢler, ayrıca Actinomadura 

malachitica ile sinonim olduğunu ve Actinomadura viridis olarak sınıflandırılmasını 

önermiĢlerdir. 1990 yılında Kroppenstedt ve diğerleri Microbispora echinospora 

türünün kimyasal özelliklerinin Actinomadura cinsine benzerliği bakımından bu cins 

içerisinde sınıflandırılmasını önermiĢlerdir. 1992 yılında Thermomonosporaceae ve 

Streptosporangiaceae familyaları Kroppenstedt ve Goodfellow tarafından 

taksonomik olarak yeniden düzenlenmiĢtir. Ardından Miyadoh ve diğerleri 1997‟de 

Atlas of Actinomycetes‟de bu familyalar arasındaki morfolojik farklılıkları 

göstermiĢlerdir (Kroppenstedt ve Goodfellow, 1992). 

1997 yılına gelindiğinde Stackebrandt ve diğerleri her bir taksonu 16S rRNA 

gen dizisini kriter alarak analiz etmiĢler ve sonuç olarak, Actinobacteria sınıfını 

önermiĢ ve tanımlamıĢlardır. Thermomonosporaceae familyasının taksonomik 

posizyonu kemosistematik ve moleküler sistematik metotların beraber uygulanmaya 

baĢlaması ile birlikte netlik kazanmaya baĢlamıĢtır. Bu takson Nocardiopsaceae ve 

Streptosporangineae familyaları ile birlikte, Actiomycetales takımının 13 alt 

takımından biri olan Streptosporangineae alttakımında sınıflandırılmıĢtır. 

(Stackebrandt ve diğ., 1997). Thermomonosporaceae familyası; Actinomadura 

(Lechevalier ve Lechevalier, 1970), Actinocorallina (Iinuma ve diğ., 1994), 

Spirillospora (Couch, 1963) ve tip cinsi Thermomonospora (Henssen, 1957) Zhang 

ve diğerleri tarafından 2001‟de yeniden düzenlenmiĢtir. Bu taksonun üyeleri 16S 

rRNA gen ağacında farklı bir filogenetik hat oluĢturduğundan, morfolojik, fizyolojik 

ve kimyasal özelliklerin kombinasyonları kullanılarak birbirinden ve yakın akraba 

familyalar olan Nocardiopsaceae (Rainey ve diğ., 1996) ve Streptosporangiaceae 

(Goodfellow ve diğ., 1990) familyalarından ayrılabilmektedir (Stackebrandt ve diğ., 

1997; Zhang ve diğ., 1998, 2001; Miyadoh ve Miyara, 2001; Trujillo ve Goodfellow, 

2003). 

Kemotaksonomik ve moleküler tekniklerin bir arada kullanımının 

yaygınlaĢmaya baĢlamasıyla Actinomadura cinsi içindeki pek çok türün taksonomik 

yeri değiĢmiĢtir. Buna en iyi örnek olarak Zhang ve diğerlerinin 1998 yılında 16S 
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rRNA analizlerini temel alarak gerçekleĢtirdikleri çalıĢma verilebilir. Toplam on iki 

adet Actinomadura türü yeni bir aktinomiset cinsi olarak önerilen Nonomuria cinsine 

geçirilmiĢtir. Chiba ve diğerleri ise 1999 yılında International Code of Nomenclature 

of Bacteria kurallarına göre Nonomuria ismini Nonomuraea olarak değiĢtirmiĢtir. 

Zhang ve diğerlerinin 1998 yılında yaptıkları bu çalıĢma ile kimyasal, moleküler ve 

nümerik metotların birlikte uygulanmasının önemi bir kez daha vurgulanırken, cinsin 

taksonomik revizyona ihtiyacı olduğunu da açıkça gösterilmiĢtir (Zhang ve diğ., 

1998, 2001). 

Zhang ve diğerlerinin 2001 yılına yaptığı yeni bir çalıĢmada ise 

Actinomadura cinsi içindeki dört türün Actinocorallina cinsine, Thermomonospora 

cinsine ait iki türün de Actinomadura cinsine transferi önerilmiĢtir. Ayrıca 

Excellospora viridilutea Actinomadura cinsine geçip Actinomadura viridilutea 

olarak değiĢtirilince Excellospora cinsi taksonomik statüsünü kaybetmiĢtir (Zhang ve 

diğ., 2001; Zhi ve diğ., 2009). Yine Gauze ve diğerlerinin 1973‟de tanımladıkları 

Actinomadura carminata Gyobu ve Miyadoh tarafından 2001 yılında Nonomuraea 

roseoviolacea subsp. carminata olarak yeniden isimlendirilmiĢtir ve böylece cins 

morfolojik ve kemotaksonomik açıdan daha homojen hale gelmiĢtir. 

Actinobacteria sınıfının 16S rRNA gen dizisini kriter alan tanımlaması 2009 

yılında Yunnan Üniversitesin‟den Zhi ve diğerlerinin, Stackebrandt‟la 

gerçekleĢtirdikleri ortak çalıĢma ile güncelleĢtirilmesi sağlanmıĢtır (Zhi ve diğ., 

2009). 2011 yılında ise Promnuan ve diğerlerinin yaptıkları çalıĢmadan elde ettikleri 

genotipik ve fenotipik verilerle Actinomdura cremea subsp. rifamycini‟nin 

taksonomik pozisyonunun yeniden düzenlenip, A. rifamycini olarak tür düzeyinde 

isimlendirilmesini önerilmiĢ ve bu öneri komisyon tarafındn kabul edilmiĢtir 

(Promnuan ve diğ., 2011). 

Actinomadura cinsi aerobik, gram pozitif, asit-fast negatif ve hareketsiz 

aktinomisetlerden oluĢmaktadır. DNA‟nın % G+C içeriği % 66-72 mol‟dür 

(Kroppenstedt ve diğ., 1990; Lu ve diğ., 2003; Wink ve diğ., 2003; Wang ve diğ., 

2007; Ara ve diğ., 2008b). Kemoorganotrofik aktinomisetlerden olan Actinomadura 

dallanmıĢ substrat misellerine sahip olmasının yanı sıra tek veya kısa zincirli 15 veya 

daha fazla arthrosporlar taĢıyan hava miselyumuna sahiptir. Yüzeydeki spor 

zincirleri farklı uzunluklara sahip olup düz, kanca veya spiral Ģekilli olan düzenli, 

pürüzsüz, dairesel sporlara sahiptir (Lu ve diğ., 2003; Tseng ve diğ., 2009). 
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 Çoğu mezofilik olan cins üyeleri 25-40°C‟de geliĢim gösterirken, geliĢmek 

için 50-65°C‟de optimum sıcaklığa ihtiyaç duyan termofilik türleride mevcuttur. 

Toprak izolatlarının büyük bir kısmı optimum 28°C‟de geliĢmektedir. Termofilik 

Actinomadura olan Actinomadura rubrobrunea optimum sıcaklık olarak 55°C‟ye, A. 

viridilutea ise 45°C‟de ihtiyaç duymaktadır ve bu iki termofilik tür, mezofilik 

Actinomadura üyelerinden ağır asit kompozisyonundaki farklılıklarla 

ayrılabilmektedir. Polar lipitleri difosfotidil gliserol, fosfotidilinositol ve 

fosfotidilinositol mannositleridir. Actinomadura cinsi üyeleri kemotaksonomik 

olarak mezo-diaminopimelik asit ve maduroz gibi Ģekerleri içeren tip III-B hücre 

duvarına sahiptir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970). 

Actinomadura cinsinin üyeleri geliĢimleri sırasında enerji kaynağı olarak 

Ģekerleri kullanmakta ve proteolitik aktivite olarak çoğu suĢu kazein, jelatin ve 

lignoselülozu parçalamaktadır; ancak kitin, ksantin ve ksilan gibi maddeleri 

metabolize edememektedir (Kroppenstedt ve Goodfellow, 2006).  Bunların dıĢında, 

Puhl ve diğerleri 2009 yılında Kanada‟da sığır gübresinden pek çok bakterinin 

parçalayamadığı bir polimer olan keratini degrade edibilen bir Actinomadura türü (A. 

keratinilytica) izole etmeyi baĢarmıĢ ve yine aynı yıl Tseng ve diğerleri termotolerant 

poliester degrade edebilen bir Actinomadura türü (A. miaoliensis) izole ettiklerini 

bildirmiĢlerdir. 

Cins bu özelliklerinin dıĢında iyi bir antibiyotik üreticisi olarak da 

bilinmektedir. Topraktan izole edilen bazı türleri antibiyotik endüstrisinde kullanılan 

çeĢitli antibiyotikleri üretmektedir. 1991 yılında Fiji adalarındaki topraktan izole 

edilen Actinomadura hibisca, A. kijaniata, A. macra, A. oligospora antibiyotik 

üreticisi olarak bilinen türlerden bazılarıdır (Huang, 1980; Mertz ve diğ., 1986; 

Tomita ve diğ., 1990; Waitz ve diğ., 1981;). 

Ġlk tanımlanan Actinomadura örnekleri klinik izolatlardan elde edilmiĢtir. 

Cinsin tip türü olan daha çok topraktan izole edilen Actinomadura madurae ve A. 

pelletieri insanda miçetomanın birincil ajanlarıdır. Klinik önemi olan Actinomadura 

türlerine ek olarak Actinomadura chibensis, A. latina, A. pelletieri, A. sputi verilebilir 

(Trujillo ve Goodfellow, 1997; Hanafy ve diğ., 2006). A. latina ve A. pelletieri 

sadece klinik materyallerden izole edilmiĢtir. 
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Actinomadura cinsi üyeleri organik madde döngüsünde rol oynadıkları 

toprakta bol miktarda bulunur (Trujillo ve Goodfellow, 2003). Actinomadura alba, 

A. bangladeshensis, A. chokoriensis, A. fibrosa habitatı toprak olan Actinomadura 

türlerine örnek olarak verilebilir (Mertz ve Yao, 1990; Wang ve diğ., 2007; Ara ve 

diğ., 2008b). Baskın olan kırmızı renk pigmenti siylononilprodigin, nonilprodigin ve 

andesilprodigin olarak tanımlanan tripyrol iskeletiyle karakterizedir (Lechavalier ve 

Lechavalier, 1970). 

Actinomadura cinsi insan dıĢında bitkilerden de izole edildiği rapor 

edilmiĢtir. Qin ve diğerleri 2009 yılında Çin‟nin Yunnan bölgesindeki bir yağmur 

ormanında bulunan Maytenus austroyunnanensis bitkisinin yapraklarından endofitik 

Actinomadura türü izole etmiĢ ve bu yeni türü A. flavalba olarak isimlendirmiĢlerdir. 

Amonyak içeren atık gazların iĢlendiği tesislerde toksik bir bileĢik olan nitrit 

üretimi görülmektedir. Nitrit ortamın pH‟sını düĢürerek biyofiltrelerin verimliğini 

düĢürmektedir. Nitrit üreten bir Actinomadura türü olan A. nitritigenes‟in böyle 

biyofiltreden izole edildiği 1995 yılında Lipski ve Altendorf tarafından bildirilmiĢtir. 

2.1.2 Agromyces cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri 

Üstalem: Bacteria 

Sınıf: Actinobacteria  

Altsınıf: Actinobacteridae  

Takım: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve diğ., 2009) 

Alttakım: Micrococcineae (Prévot, 1940) (Stackebrandt ve diğ., 1997) 

Familya: Microbacteriaceae (Park ve diğ., 1995) 

Cins: Agromyces (Gledhill ve Casida, 1969)  

  

Gledhill ve Casida (1969) Agromyces cinsini; dallanmıĢ, fragmentli filamentlere 

sahip olan besinsel olarak seçici ve katalaz negatif bir toprak izolatı olan Agromyces 

ramosus tip türü ile tanımlamıĢtır. Benzidin ve tetramethyl-p- phenylenediamine ile 

negatif oksidaz reaksiyonu gösteren Agromyces ramosus tip suĢu sitokrom b, c ve 

aa3 üretmektedir (Jones ve diğ., 1970b). Bu suĢun; B2γ tip peptidoglikan (Schleifer 

ve Kandler, 1972; Fiedler ve Kandler, 1973a),önemli menakinonu MK-12, baskın 

http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Micrococcineae_Suborder.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Microbacteriaceae_Family.asp
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doymamıĢ yağ asidi iso- ve anteiso dallanmıĢ yağ asitleri ve polar lipitleri 

difosfotidilgliserol, fosfotidilgliserol ve glikolipid olarak tanımlanmıĢtır (Collins, 

1982a). 1992‟de Zgurskaya ve diğerleri Agromyces cinsinin tipik morfolojik ve 

kemotaksonomik özelliklerine sahip 14 toprak izolatı tanımlamıĢtır. Fakat genel 

ortamlar üzerinde hızlı bir Ģekilde geliĢen ve pozitif katalaz ve oksidaz reaksiyonları 

gösteren türlerdir. Yazar bu türlerin ikisini yeni tür ve Agromyces cerinus subsp. 

cerinus, Agromyces cerinus subsp. nitratus, Agromyces fucosus subsp. fucosus, ve 

Agromyces fucosus subsp. hippuratus dört alt tür olarak sınıflamıĢ ve cinsin 

tanımlamasındaki düzeltmeleri de yapmıĢtır  (Zgurskaya ve diğ., 1992). Daha sonra 

Suzuki ve diğerleri (1996) Agromyces fucosus türünün alt türlerinin arasındaki DNA-

DNA uyumluluğunun genomik türlerin genellikle kayda değer uyumluluğundan daha 

düĢük olarak %45-47 oranında olduğunu bulmuĢtur. Bu cins mangrov rizosferinden 

izole edilen Agromyces luteolus, Agromyces rhizospherae ve Agromyces bracchium 

(Takeuchi ve Hatano, 2001), Çin‟de orman toprağından izole edilen Agromyces 

aurantiacus (Li ve diğ., 2003) ve Androsace sp. bitkisinden izole edilen Agromyces 

albus (Dorofeeva ve diğ., 2003) türleri ile geniĢlemiĢtir. 

 Agromyces cinsi Ģu anda 4 alt tür ve 25 tür içermektedir 

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

Cinsin üyeleri opak bir görünüm, yumuĢak koloni oluĢturan ve bütün 

koloniler genelde agar içine dalmıĢ olmasıyla tanımlanırlar. DallanmıĢ hifler (0.2–0.8 

μm çapında) difteroide benzer ve çubuksu, düzensiz, hareketsiz fragmentlidir. Hava 

miselyumu oluĢturan A. aurantiacus haricinde hava miselyumu ve spor oluĢumu 

gliserol asparajin agar üzerinde genellikle gözlenmez (Li ve diğ., 2003). Hücreler 

aerobiktir. Katalaz testi ve tetrametiyl-p-fenilenediamine ile oksidaz reaksiyonu 

farklı türler için değiĢebilir. Mezofilik ve optimal geliĢim 24-30°C de meydana gelir 

ve bazı suĢlar 37°C‟de geliĢir. SuĢlar geniĢ bir aralıkta C ve N kaynağı kullanırlar ve 

organik ve inorganik nitrojen içeren ortamlar üzerinde geliĢirler. Peptidoglikan 

DAB‟ dan ötürü (çoğunlukla L-izomer; Sasaki ve diğ.,1998) B2γ‟a sahiptir 

(Schleifer ve Kandler, 1972) ve molar oranı yaklaĢık 1:1:2:1 olan glisin, glutamat, 

DAB ve alanin amino asitlerini içermektedir. Galaktoz ve rhamnoz çoğu suĢta hücre 

duvarında bulunur; fukoz, früktoz, glukoz, mannoz, riboz ve tiveloz farklı türlerde 

değiĢiklik göstermektedir. Mikolik asit içermemektedir. Baskın menakinon MK-

12‟dir ve türe göre değiĢen ikinci en yaygın içerik MK-11 ya da MK-13‟dür. Polar 

http://www.bacterio.net/agromyces.html%20Kasım%202013
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lipitler difosfotidilgliserol, fosfotidilgliserol ve glikolipidler ile temsil edilir; 

dallanmıĢ iso- ve anteiso- yağ asitleri baskındır ve 94% oranına ulaĢabilir (Zgurskaya 

ve diğ., 1992; Suzuki ve diğ., 1996; Takeuchi ve diğ., 2001). Hücre duvarında 

teikoik asitler ve anoksik polimerlerle iliĢkiler bazı tür ve alt türlerde bulunmuĢtur 

(Naumova ve diğ., 2001). Agromyces türlerinin bazılarındaki araĢtırmalarda toplam 

poliamin içeriği Microbacteriaceae familyasın diğer çoğu suĢunda olduğundan daha 

düĢüktür ve baskın bileĢik olarak putresin ile yalnızca 0.21–0.28 μmol⋅g-1
‟den 

oluĢmaktadır (Altenburger ve diğ.,1997). 

Agromyces cinsi üyelerinin doğal habitatı farklı özellikli topraklardır 

(Gledhill ve Casida, 1969; Zgurskaya ve diğ., 1992; Suzuki ve diğ., 1996; Takeuchi 

ve Hatano, 1999; Takeuchi ve Hatano, 2001; Li ve diğ., 2003). Agromyces ramosus 

türünün sayısal olarak toprakta baskın organizma olduğu tespit edilmĢtir (Gledhill ve 

Casida, 1969). Bununla birlikte Agromyces luteolus, Agromyces rhizospherae ve 

Agromyces bracchium (Takeuchi ve Hatano, 2001) Japonya Okinawa‟nın tropikal ve 

subtropikal bölgelerindeki Bruguiera gymnorhiza ve Sonneratia alba bitkilerinin 

rizosferinden izole edilmiĢtir (Hatano, 1997; Takeuchi ve Hatano, 1999). Agromyces 

mediolanus ATCC 13990 suĢu preslenmiĢ kuru mayadan izole edilmiĢ (Cummins ve 

diğ., 1974) ve Agromyces albus Rusya‟da Belgorod bölgesindeki Androsace sp. 

bitkisinin toprak üstü kısımlarından izole edilmiĢtir (Dorofeeva ve diğ., 2003). Bu 

cinsin mikroorganizmaları Ġtalya, Porto Badisco, Grotta dei Cervi (Laiz ve diğ., 

2000); Çin‟in Guliya bölgesindeki 500.000 yıldan daha eski olan bir buzul buzundan 

(Christner, 2002), bir ortaçağ duvar resminden (Altenburger ve diğ., 1996), Tyrolean 

buz adamın cilt ve kaslarından (Rollo ve diğ., 2000) ve diğer bazı kaynaklardan izole 

edilmiĢtir. 

Agromyces cinsinin üyesi olan çoğu suĢta hücre duvarındaki DAP 

mevcudiyeti ve dallanmıĢ fragmentli miselyum mevcudiyeti tespit edilmiĢtir. Sadece 

Agromyces mediolanus genellikle miselyum üretmez (Suzuki ve diğ., 1996). Bu 

cinsin türleri baskın menakinon MK-12 ve hareketsiz çubuksu hücreler sayesinde 

çoğu DAP içeren cinslerden farklıdır. Agromyces türleri için karakteristik önemli 

menakinon olan MK-12 Agrococcus cinsinin üyelerinde de bulunur ve bununla 

birlikte ikinci baskın bileĢik olan MK-11 Leifsonia cinsinin bazı türlerinde 

bulunmaktadır. Buna ilaveten Agromyces spp. yalnızca peptidoglikanında L-DAB 

içerir (Sasaki ve diğ., 1998). Agromyces cinsinin türleri ve alt türleri koloni renkleri, 
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hücre morfolojileri, hücre duvar Ģekerleri, geliĢim için bileĢik ortam gereksinimleri, 

tetrametil-p-fenilendiamin ile oksidaz testi ve diğer bazı fizyolojik özellikleri 

bakımından birbirlerinden farklılık gösterirler. 

Agromyces ramosus ATCC 25173 ve Agromyces okinawai türünün bazı 

suĢları antitümör, antiviral, iterferonu tetikleyen yüksek ölçüde sıcaklık vasıtasıyla 

imunostümulant üretir ve bağıĢıklık tepkisini ve aktivitelerin gücünü artırmaya sağlar 

(Wakuzaka ve diğ., 1983). Ġmünoaktif özellikleri Agromyces cerinus türünün hücre 

duvar polimerlerinde de bulunmuĢtur (Evtushenko ve Takeuchi, 2006). 3,6-dideoksi-

D-arabinose‟un (tyvelose) üretiminin Agromyces cerinus subsp. cerinus suĢu 

tarafından gerçekleĢtirildiği tespit edilmiĢtir (Zgurskaya ve Evtushenko, 1996). 

Agromyces sp.‟yi bloke etmek için kullanılan hidantoini dönüĢtüren D-N-karbamil- 

α-amino asidinin üretimi belirtilmiĢtir. Bu bileĢikler tıbbi ilaçlar ve kimyasal tarım 

ürünlerinin üretimi için faydalıdır (Mitsubishi Kaseo Corporation, 1989). Ağaç 

kabuğu içeren deneysel biyolojik filtreler, hayvansal dönüĢümlerde aldehit, keton, 

furan, tiyofen ve alkil sülfit bileĢikleri, hidrojen sülfit, amonyak ve karbondioksit 

gibi ham gaz emisyonlarında kullanılır. Corynebacterium ve Gordonia suĢları ile 

birlikte Agromyces cinsinin iki suĢu bitki ve kirletici degredasyonunda atık gazı 

arıtmak için kullanılan biyolojik filtrelerde mevcut olan bakteriler arasında yer aldığı 

tespit edilmiĢtir (Bendinger ve diğ., 1990). Bazı Agromyces mediolanus suĢları 

anilini asimile ettiği belirlenmiĢtir (Aoki ve diğ., 1982; Suzuki ve diğ., 1996). 

Agromyces mediolanus ATCC 14004 ve Agromyces mediolanus ATCC 13930 

steroidleri oksitleme yeteneğindedir (Mamoli, 1939; Arnaudi, 1942) ve Agromyces 

mediolanus ATCC 13930 oxoalkilksantinin hazırlanması için mikrobiyolojik süreç 

için kullanılabilir (Nesemann ve diğ., 1974). Agromyces ramosus‟un ATCC 25173 

ve PSU 35 suĢları Saccharomyces cerevisiae ve Agrobacterium tumefaciens, 

Rhizobium leguminosarum, Sinorhizobium meliloti, Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli ve Pseudomonas fluorescens türlerini de içeren bazı bakterilerin 

hücrelerine saldırır ve yıkar. Bu suĢlar; bu habitatlarda bulunan faydalı 

organizmaların sayısını düĢürmeksizin Agrobacterium tumefaciens ve diğer 

patojenlerin kontrol seviyelerini manüpüle edebilmektedir (Casida, 1983). 
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2.1.3 Geodermatophilus cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri 

Üstalem: Bacteria 

Sınıf: Actinobacteria  

Altsınıf: Actinobacteridae  

Takım: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve diğ., 2009) 

Familya: Geodermatophilaceae (Normand ve diğ.,  1966) 

Cins: Geodermatophilus (Luedemann, 1968) 

Geodermatophilaceae familyası ilk olarak Normand ve diğerleri tarafından 1966‟da 

tanımlanmıĢtır. Fakat familyanın adının resmi tanımlanması on yıl sonra yapılmıĢtır 

(Normand, 2006). Familya Blastococcus, Modestobacter ve Geodermatophilus (tip 

cinsi) cinslerinden oluĢmaktadır. Geodermatophilus cinsi ilk olarak Luedemann 

(1968) tarafından önerilmiĢtir ve bu isim Skerman ve diğerleri (1980) tarafından 

Approved Lists of Bacterial Names‟ de kabul edilmiĢtir. Bu cinsin üyeleri sıklıkla 

kurak topraklardan izole edilmiĢtir (Urzı` ve diğ., 2001). Buna rağmen rizosfer 

toprağından izole edilmiĢ üyeleri de vardır (Zhang ve diğ., 2011; Jin ve diğ., 2012). 

Fakat bu cins için yapılan çalıĢmalar ve kültüre edilmesindeki zorluklardan dolayı 

örneklenmesi uzun zaman yetersiz kalmıĢtır (Urzı` ve diğ., 2004).  

Geodermatophilaceae familyası çoğunlukla yavaĢ geliĢim oranı ve geliĢim 

ihtiyaçlarının karĢılanmasının da zor olması nedeniyle birkaç yıldır yetersiz bir 

oranda çalıĢılmaktadır (Stackebrandt ve diğ., 1997). Bu familya bugün Frankineae 

alt takımı içinde yer almaktadır. Geodermatophilaceae familyasının üyeleri topraktan 

izole edilmiĢtir. Geodermatophilus 16S rRNA çalıĢmaları ile filogenetik iliĢkisizliği 

ortaya çıkartılana kadar Dermatophilaceae familyası içinde Dermatophilus cinsi ile 

birlikte gruplandırılmıĢtır (Stackebrandt ve diğ., 1983). 

Geodermatophilaceae familyası ile ilgili yapılan ilk filogenetik çalıĢma 

kısmen 16S üzerindeki ters dizilenme ve çoğunlukla 16S rRNA oligonükleotidlerin 

dizilenmesine dayanmaktadır (Hahn ve diğ., 1989). Bu çalıĢmaların temel sonucu 

Baltık Denizi‟nden izole edilen Blastococcus (Ahrens ve Moll, 1970) ve 

Geodermatophilus‟un (Luedemann, 1968) Frankia ile yakından iliĢkili olduğudur. 

Fakat yapılan çalıĢmalar, nadir morfolojik özellikleri paylaĢmalarına rağmen 

http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Geodermatophilaceae_Family.asp
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Dermatophilus cinsi ile aynı kökenden oluĢtuğunu gösteren çalıĢmaları doğrulamıĢtır 

(Normand, 2006 ). 

Ġlk olarak çöl toprağından izole edilen izolatlardan tanımlanan 

Geodermatophilus cinsine yeni izolatlar da düzenli bir Ģekilde ilave edilmiĢtir 

(Normand, 2006 ). Bunlar çeĢitli ortamlardan (toprak, taĢ ve barajlar gibi) elde 

edilmiĢtir ve adlandırılmıĢ on tür Geodermatophilus cinsi içinde sınıflandırılmıĢtır. 

Bunlar; G. obscurus (Luedemann, 1968), G. ruber (Zhang ve diğ., 2011), G. 

nigrescens (Nie ve diğ., 2012), G. arenarius (Montero-Calasanz ve diğ., 2012, 

2013b), G. siccatus (Montero-Calasanz ve diğ., 2013f, g), G. saharensis (Montero-

Calasanz ve diğ., 2013c, d), G. telluris (Montero-Calasanz ve diğ., 2013e), „G. 

tzadiensis‟ (Montero-Calasanz ve diğ., 2013a), G. soli ve G. terrae (Jin ve diğ., 

2013) olarak sıralanmaktadır. Yalnızca bir tip türünün; G. obscurus genom analizi 

yapılmıĢtır (Ivanova ve diğ., 2010). Ayrıca adlandırılmıĢ üç alt tür de belirlenmiĢtir. 

Bunlar; G. obscurus subsp. amargosae‟, „G. obscurus subsp. utahensis‟ and „G. 

obscurus subsp. dictyosporus‟ (Luedemann, 1968) türleridir 

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

Geodermatophilus ilk olarak; yeast extrakt 0.1%, glukoz 0.1%, soluble starch 

0.1%, CaCO3 0.1% ve 1.5% agar içeren sulandırılmıĢ ortam üzerinde çöl ve orman 

toprağından izole edilmiĢtir (Luedemann, 1968). Mikroskobik gözlemden sonra 

koloniler zenginleĢtirilmiĢ ortam (yeast extract, 0.5%; mixture of amines, 0.5%; 

glucose, 1%; soluble starch, 2%; CaCO3, 0.1% ve 1.5% agar)  üzerine saf kültür 

edilmiĢtir. Geodermatophilus  cinsinin terminal flagellalar vasıtasıyla hareket eden 

zoosporlara sahip olduğu gerçeğine dayanan son zamanlarda tanımlanan bir teknik 

(Hayakawa ve diğ., 2000) seçici besi yerine ekim yapılmadan önce hareketsiz 

aktinomisetlerin hafif bir santrifüj aĢamasıyla dibe çöktürülmesini içermektedir. 

Geodermatophilus cinsine ait olan izolatlar kuru topraklar ve kaya yüzeylerinden de 

düzenli olarak tanımlanmıĢtır (Urzi ve diğ., 2001). 

Geodermatophilus izolatlarının kullandığı karbonhidratlar genelde L-

arabinose, D-galactose, D-glucose, D-levulose, D-mannitol, sucrose ve D-xylose 

olarak tespit edilmiĢtir (Luedemann, 1968). 

http://www.bacterio.net/g/geodermatophilus.html
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Tip türü olan G. obscurus maya hücre duvarını parçalama (Kudukhashvili ve 

diğ., 2001), UV-C‟ye karĢı direnç (Kuhlman ve diğ., 2005) ve hücre dıĢı iĢlevsel 

amyloid ve manganez üretme yeteneğindedir (Jordal ve diğ., 2009). 

2.1.4 Kribbella cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri 

Üstalem: Bacteria 

Sınıf: Actinobacteria  

Altsınıf: Actinobacteridae  

Takım: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve diğ., 2009) 

Alttakım: Propionibacterineae (Rainey ve diğ., 1997) 

Familya: Nocardioidaceae (Nesterenko ve diğ., 1990) 

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

Kribbella cinsi Park ve diğerleri tarafından 1999 yılında, hücre duvarında LL-

diaminopimelik asit içeren (hücre duvar kemotip I, Lechevalier ve Lechevalier, 

1970) nocardioform aktinomiset olarak belirlenmiĢtir. Nocardioidaceae familyasına 

ait 8 cinsten biri olan ve Actinopolymorpha (Wang ve diğ., 2001b), Aeromicrobium 

(Miller ve diğ., 1991), Hongia (Lee ve diğ., 2000), Marmoricola (Urzi ve diğ., 

2000), Nocardioides (Prauser, 1976), Pimelobacter (Suzuki ve Komagata, 1983) ve 

Thermasporomyces (Yabe ve diğ., 2011) cinsleri ile birçok ortak morfolojik ve 

kemotaksonomik özelliğe sahip olan Kribbella cinsi bazı temel farklılıkları ile bu 

cinslerden ayrılmaktadır (Lee ve diğ., 2000; Li ve diğ., 2004 ). 

 Hücre duvarında LL-diaminopimelik asit içeren aktinomisetler, 

Actinobacteria sınıfı içinde Streptomyces (Waskman ve Henrici, 1943; Williams ve 

diğ., 1989) (Streptomycetaceae); Sporichthya (Rainey ve diğ., 1993) 

(Sporichthyaceae); Nocardioides (Prauser, 1976) ve Aeromicrobium (Miller ve diğ., 

1991) (Nocardioidaceae); Intrasporangium (Kalakoutskii ve diğ., 1967), Tetrabacter 

(Collins ve diğ., 1989a) ve Tetracoccus (Prauser ve diğ.,1997) (Intrasporangiaceae); 

Propioniferax (Yokota ve diğ., 1994), Luteococcus (Tamura ve diğ., 1994b), 

Microlunatus (Nakamura ve diğ., 1995) ve Friedmanniella (Schumann ve diğ., 1997) 

(Propionibacteriaceae) Ģeklinde beĢ familya olarak belirlenmiĢtir. 

http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Propionibacterineae_Suborder.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Nocardioidaceae_Family.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Kribbella_Genus.asp
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Park ve diğerleri, Nocardioides fulvus ve Nocardioides sp. ATCC 39419 

olarak bilinen suĢlarını da içine alacak Ģekilde Kribbella cinsini tanımlamıĢtır (Park 

ve diğ., 1999). Bu iki yeni türü kapsayan cinsin ayırt edilmesi için; dokuz izopren 

üniteli tetrahidrogenatlı menakinon içermesi, peptit alt ünitelerinin ilk pozisyonunda 

L-alanin bulundurması, fosfolipit kompozisyonları ve 16S rRNA temelli filogenetik 

analizler gibi yegane kemotaksonomik markörleri önerilmiĢtir. Birçok ortak 

morfolojik ve kemotaksonomik özelliği paylaĢmasından dolayı bu türlerin 

taksonomik pozisyonları yeniden belirlenmiĢ ve tanımlamaları Kribbella cinsi 

içersinde yapılmıĢtır (Sohn ve diğ., 2003). 

Kribbella cinsinin oluĢturulmasında kullanılan iki türün sekans analizleri 

yapıldığında; Hongia cinsinde yer alan Hongia koreensis türünün 16S rRNA 

sekansının bu iki türle yakın iliĢkili olduğu belirlenmiĢtir. Hongia koreensis, K. 

flavida ve K. sandramycine sırasıyla % 98.37 ve 98.57 benzerlik gösterdiği 

görülmüĢtür (Sohn ve diğ., 2003). Yüksek 16S rRNA sekans benzerliği gösteren bu 

üç türün DNA-DNA homoloji çalıĢmalarının yapılması sonucunda Hongia 

koreensis‟in Kribbella cinsine yerleĢtirilmesi kabul görmüĢtür (Sohn ve diğ., 2003). 

 20 türü bünyesinde bulunduran cins, Gram pozitif, aerobik, asit-alkol 

dirençsiz, hareketsiz, substrat miselyumları son derece dallanmıĢ ve hava 

miselyumları kısa çubuk veya kokoid elementler Ģeklindedir. Kribbella türleri, 

peptidoglikanında LL-diaminopimelik asit (meso-A2pm) (hücre duvar kemotip I, 

Lechevalier ve Lechevalier, 1970), anteiso ve iso dallanmıĢ ağır asitler, polar 

lipitlerden difosfatidilgiserol, fosfatidilkolin, fosfatidilgiserol, fosfatidilnositol ve 

predominant menakinon olarak 9 (H4) izopren birimli bir heksohidrogenatlı 

menakinon içermek gibi ortak kemotaksonomik özelliklere sahiptirler. DNA' nın 

G+C oranı % 64-72 mol' dür (Song ve diğ., 2004; Li ve diğ., 2004; Li ve diğ., 2006; 

Trujillo ve diğ., 2006; Kirby ve diğ., 2006; Carlsohn ve diğ., 2007; Everest ve 

Meyers, 2008; Urzi ve diğ., 2008). 

 SuĢların coğrafik dağılımı Kore, Çin, Güney Afrika, Yunanistan, Ġtalya ve 

Ġspanya gibi farklı lokalitelerde yaygın olarak bulunmakta ve çoğunlukla 

izolasyonlar topraktan yapılması ile beraber bitkilerle iliĢkili (Kribbella solani, K. 

lupini ve K.endophytica) olanları da bulunmaktadır (Kaewkla ve Franco, 2013; Song 

ve diğ., 2004; Trujillo ve diğ., 2006). Son dönemde izole edilen altı türün üç tanesi 



21 

topraktan izole edilmiĢtir. Kribbella aluminosa Almanya‟daki ortaçağa ait maden 

ocağından ve Kribbella hippodromi Güney Afrika‟da yarıĢ alanı toprağından 

Kribbella shirazensis Ġran toprağından izole edilmiĢtir (Carlsohn ve diğ., 2007; 

Everest ve Meyers, 2008; Mohammadipanah ve diğ., 2013). Kribbella catacumbae, 

K. sancticallisti ve K. albertanoniae Ġtalya Roma‟da bulunan St. Callistus yer altı 

mezarının hasar görmüĢ (kötüleĢmiĢ) yüzeyinden izole edilmiĢtir (Urzi ve diğ., 2008; 

Everest ve diğ., 2013). 

2.1.5 Micromonospora cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri 

Üstalem: Bacteria 

Sınıf: Actinobacteria 

Altsınıf: Actinobacteridae 

Takım: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve diğ., 2009) 

Alt takım: Micromonosporineae (Stackebrandt ve diğ.,1997) (Zhi ve diğ., 2009) 

Familya: Micromonosporaceae (Krasil'nikov, 1938) (Zhi ve diğ., 2009) 

Cins: Micromonospora (Ørskov, 1923) 

Ġlk kez Krasil'nikov tarafından 1938 yılında tanımlanmıĢ Micromonosporineae alt 

takımı yalnızca Micromonosporaceae familyasını içermekte olup günümüze kadar 

1990, 1997, 2009 yıllarında toplam üç kez revizyondan geçmiĢtir (Goodfellow ve 

diğ., 1990; Stackebrandt ve diğ., 1997; Zhi ve diğ., 2009). Micromonosporaceae 

familyası ile ilgili Zhi ve diğerlerinin 2009 yılında 16S rRNA analizlerine göre 

gerçekleĢtirdiği çalıĢma incelendiğinde, bu familyanın tip cinsi olan 

Micromonospora’nın da içinde bulunduğu 17 cinsi içerdiği ve bu on yedi cinsten 

Actinocatenispora (Thawai ve diğ., 2006), Asanoa (Lee ve Hah, 2002), Longispora 

(Matsumoto ve diğ., 2003), Polymorphospora (Tamura ve diğ., 2006), 

Planosporangium (Wiese ve diğ., 2008), Pseudosporangium (Ara ve diğ., 2008a), 

Salinispora (Maldonado ve diğ., 2005), Verrucosispora (Rheims ve diğ., 1998) ve 

Virgisporangium (Tamura ve diğ., 2001)‟la beraber toplam sekiz tanesinin 2000‟li 

yıllarda literatüre kazandırıldığı görülmektedir. 

1923 yılında Ørskov‟un yayınladığı makalede ıĢıl küf olarak kastettiği 

mikroorganizmaların, bugün Micromonospora adıyla anılan aktinomiset grubu 

bakteriler olduğu bilinmektedir. Küçük tek sporlu organizma anlamına gelen 

doi:10.1601/nm.6662
doi:10.1601/nm.6662
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Micromonospora adı ile anılan bu cins bundan yaklaĢık yarım yüzyıl sonra 1980 

yılında onaylanmıĢ ve International Journal of Systematic Bacteriolology (yeni ismi 

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology) dergisinde 

yayınlanmıĢtır. Cins günümüze kadar 57 tür ve 7 alt türü bünyesinde 

barındırmaktadır (www.bacterio.cict.fr/m/micromonospora.html, Kasım 2013). 

Cinsin tip türü olan Micromonospora chalcea’ya Ørskov‟un 1923‟de yaptığı 

çalıĢmadan önce 1905 yılında Foulerton tarafından "Strepthotrix chalcea", "Nocardia 

chalcea" ve "Micromonospora chalcease" olmak üzere üç farklı isim verilmiĢtir 

(Luedemann, 1971). 

Lee ve diğerlerinin 1999‟da yaptıkları çalıĢmayla Catellatospora 

matsumotoense Micromonospora cinsine transfer edilmiĢ ve ismi M. matsumotoense 

olarak değiĢtirilmiĢtir. Aynı zamanda bu çalıĢma Micromonospora cinsinin 

revizyonundaki ilk basamak olmuĢtur ve hemen bir yıl sonra, Kasai ve diğerlerinin 

gyrB gen bölgesini kullanarak yaptıkları filogenetik çalıĢma, cinsin taksonomik 

düzenlenmesinde çığır açmıĢtır. 16S rRNA gen bölgesine dayalı filogenetik 

analizlerin cinsteki türlerin tanımlamasında istenilen sonucu vermemesi, % 99 ve 

üzerinde oldukça yüksek 16S rRNA gen bölgesi benzerliğine rağmen DDH 

çalıĢmalarında % 50‟nin altında hibridizsyon değerlerinin elde edilmesi yeni 

moleküler markör arayıĢını gündeme getirmiĢtir. Kasai ve diğerlerinin 

Micromonospora cinsine ait on beĢ tür, dört alt türle gerçekleĢtirdikleri çalıĢma 

sonucunda; gyrB gen bölgesinin cinsin filogenetik analizlerinde kullanılabilecek, 

oldukça iyi ayrım sağlayan, uygun bir markör olduğu, sonuçların DDH çalıĢmasını 

desteklediği belirtilmiĢ ve bu bakıĢ açısıyla cins toplamda on dört tür olacak Ģekilde 

yeniden düzenlemiĢtir. 

Neticede Kasai ve diğerlerinin 2000‟deki çalıĢmasına göre Micromonospora 

cinsi yeniden sınıflandırılmıĢ, alt türlerin bir kısmı birleĢtirilmiĢ, bir kısmı ise yeni 

tür olarak sınıflandırılmıĢtır. gyrB gen bölgesinin temel alınarak cinsin revizyonunun 

yapıldığı bu çalıĢma sonucunda; cinsin sınırları Micromonospora aurantiaca 

(Sveshnikova ve diğ., 1969), M. carbonacea (Luedemann ve Brodsky, 1965), M. 

chalcea (Ørskov, 1923), M. chersina (Tomita ve diğ., 1992), M. coerulea (Jensen, 

1932), M. echinospora (Luedemann ve Brodsky, 1964), M. gallica (Waksman, 

1961), M. halophytica (Weinstein ve diğ., 1968), M. inositola (Kawamoto ve diğ., 
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1974), M. nigra (Weinstein ve diğ., 1968), M. olivasterospora (Kawamoto ve diğ., 

1983), M. pallida (Luedemann ve Brodsky, 1964), M. purpureochromogenes 

(Luedemann, 1971), M. rosaria (Horan ve Brodsky, 1986) olmak üzere toplam on 

dört türle çizilmiĢtir. 

Micromonospora cinsi gram pozitif, aerobik ve % G+C oranı yüksek 

bakterilerden oluĢmaktadır. Peptidoglikanında mezo-diaminopimelik asit ve N-

glikolil muramik asit, fosfolipit tip II ve hücresel ağır asitlerden tip 3b‟yi bünyesinde 

bulundurmaktadır (Lechevalier ve Lechevalier, 1970, 1977; Kroppenstedt, 1985). 

Micromonospora‟lar Kemotip II hücre duvarına sahiptir ve tüm organizma Ģeker 

örneği Lechevalier ve Lechevalier‟in 1970‟teki çalıĢmasında belirtildiği gibi D 

tipindedir. Karakteristik hücre duvar polisakkariti arabinoz ve ksiloz‟dur 

(Lechevalier ve Lechevalier, 1970). 

 Micromonospora cinsini üyeleri mezofilik organizmalardır. Bu nedenle 

yüksek sıcaklık ve kurumaya karĢı son derece hassastırlar (Takahashi ve Omura, 

2003). 

Micromonospora türlerinde sporlar substrat miselyumunda oluĢur, hava 

miselyumu oluĢturmazlar. Nadiren hava miselleri oluĢsa bile bu miseller sterildir. 

Micromonosporaceae familyasındaki diğer cinsler gibi bu cinsin üyeleri de benzer 

mikroskobik hücre morfolojisine sahiptir. Bunlar 0,25-1,5μm çapında dallanmıĢ, 

bölmeli hifler oluĢturur ve koloniler beyaz, turuncu, gül kurusu veya kahverengi 

renkte olabilirken, besiyerine çözünür pigment salgılayanların da mevcut olduğu 

bilinmektedir (Hirsch ve Valdés, 2010). Genellikle genç koloniler soluk sarı, açık 

turuncu gibi renklerde iken yaĢlı kolonilerin rengi koyulaĢmakta ve koyu turuncu, 

kırmızı, kahverengi hatta siyah renge dönebilmektedir (Vobis, 2006). 

 Micromonospora cinsi üyelerinin Micromonosporaceae familyasındaki diğer 

bazı cinslerin üyeleri ile mikroskobik hücre morfolojileri bakımından oldukça yüksek 

oranda benzerlik göstermesi nedeniyle, bu türlerin morfolojik temelli tanımlamaları 

kolay olmamaktadır. Bu sebeple tür düzeyinde tanımlama yapabilmek için sıklıkla 

16S rRNA yada gryB gen bölgesi (DNA topoizomerazı kodlayan gen bölgesi) dizi 

analizleri kullanılmaktadır (Koch ve diğ, 1996; Kasai ve diğ., 2000a). 

Micromonospora cinsine ait türler arası farklılıkları göstermek için gryB gen 

bölgesini kullanmak, 16S rRNA gen bölgesini kullanmaktan daha avantajlı olduğu 
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kanısı hakimdir. Ġlgili gen bölgesi, rRNA gen bölgesinden daha az korunduğu için 

daha fazla değiĢikliğe uğramıĢtır ve bu cinsin üyeleri arasındaki farklılığı daha iyi 

yansıttığı düĢünülmektedir (de Menezes ve diğ., 2008). 

Micromonospora üyeleri özellikle humusça zengin topraklarda yayılıĢ 

göstermekte ve sahip olduğu hidrolitik enzimler sayesinde organik madde 

döngüsünde önemli rol oynamaktadır (Songsumanus ve diğ., 2013; Gurovic ve 

diğ., 2013; Ren ve diğ., 2013). Sahip olduğu hidrolitik enzimlerle selüloz, kitin, 

lignin ve diğer kompleks polisakkaritleri parçalayabilmektedir (Erikson, 1941; 

Wilson, 1992; Gacto ve diğ., 2000; de Menezes ve diğ., 2008). Toprak verimliliğini 

arttıran ve bitki geliĢimine katkı sağlayan bu tip mikroorganizmalar, "biyogübreler" 

olarak adlandırılmakla birlikte tarımda da mikrobiyal aĢı materyallerinin 

hazırlanmasında kullanılmaktadır. Çoğu aktinomisette olduğu gibi Micromonospora 

türleri de bitki sağlığını arttıran ve yüksek verim alınmasına katkı sağlayan maddeleri 

(Ör. Vitaminler ve bitki hormonları gibi) ürettiğinden dolayı toprakta 

“fitostimulatör” veya bitki büyüme promotorları olarak kullanılmaktadır. Aynı 

zamanda Micromonospora türleri, bitki köklerinde endofitik olarak ürettikleri 

antibiyotik ve antifungal ajanlarla bitki köklerinde hastalığa sebep olan toprak 

kaynaklı pek çok bitki patojenine karĢı savaĢırlar ve bitki geliĢimini destekledikleri 

için biyokontrol ajanı olarak da kullanılmaktadırlar (El-Tarabily ve diğ., 1996a, 

1996b; El-Tarabily ve Sivasithamparam, 2006; Kurtböke, 2000; Kurtböke ve diğ., 

2007). Micromonospora türleri; havuç, buğday, çin lahanası ve salatalık gibi bitkileri 

koruma amaçlı biyokontrol ajanı olarak kullanılmaktadır (El-Tarabily ve diğ., 1997; 

Coombs ve Franco, 2003; Lee ve diğ., 2008; El-Tarabily ve diğ., 2009). 

Micromonospora ve diğer endofitik aktinomisetler üzerinde 2008 yılında Conn ve 

diğerlerinin yaptıkları çalıĢmada çoğu Micromonospora türünün birçok patojen 

organizmanın geliĢmesini baskılayan genlere sahip olan oldukça etkili bir 

biyokontrol ajanı olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Micromonospora cinsinin üyeleri doğada sahil, göl ve deniz diplerindeki 

sedimentler, bitki rizosferi, turba bataklık toprakları ve hatta Antartika kıtası gibi 

birbirinden tamamen farklı topraklarda oldukça geniĢ Ģekilde yayılıĢ göstermektedir 

(Erikson, 1941; Hirsch ve diğ., 2004; Merzaeva ve Shirokikh, 2006; Maldonado ve 

diğ., 2009; Mincer ve diğ., 2002; Nimaichand ve diğ., 2013; Supong ve diğ., 2013; 

Takahashi ve Omura, 2003; Tanasupawat ve diğ., 2010; Zhao ve diğ., 2004). 
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Toprak dıĢında yayılıĢ gösteren Micromonospora cinsi üyeleri, deniz ve göl 

sularında, böceklerin bağırsaklarında ve özellikle bitkilerin kök sistemleri gibi 

ortamlarda tespit edilmiĢ olup sentezledikleri antibiyotik ve antifungal gibi sekonder 

metabolitler ile bu ortamlardaki bitki patojenleriyle rekabet halindedir. Bazı 

Micromonospora türlerinin bitkilerin iç dokularına yerleĢerek endofitik faaliyet 

gösterdiği rapor edilmiĢtir. Micromonospora cinsi bakteriler pirinç, buğday gibi 

kültürü yapılan bitkilerin kökünden, azot fiksasyonunun gerçekleĢtiği ağaç ve çalı 

formunda bulunan Casuarina equisetifolia (Demir ağacı), Coriaria myrtifolia (Kır 

sumağı) gibi bitkilerin ve yine kültürü yapılan Pisum sativum (Bezelye) ve Lupinus 

angustifolius (Acı bakla) gibi legüm bitkilerinin kök nodüllerinden izole edilmiĢtir 

(Takahashi ve Omura, 2003; Tian ve diğ., 2007; Combs ve Franco, 2003; Valdés ve 

diğ., 2005; Trujillo ve diğ., 2006, 2010; Garcia ve diğ., 2010). 

Micromonospora cinsinin üyeleri deniz suyunda, derin deniz sedimentlerinde 

ve sahil bölgelerinde baskındır (Fernandez-Chimeno ve diğ., 2000; Stach ve diğ., 

2003; Zhao ve diğ., 2004; Jiao ve diğ., 2008). Bu ortamlarda baskın olan türlere 

örnek olarak Micromonospora marina verilebilir. Micromonospora üyeleri deniz 

tuzunu iyi tolere edebildiklerinden dolayı deniz suyuyla hazırlanan besiyerinde de iyi 

üreyebilmektedir. Topraktan yapılan izolasyonlarda görülen durumun aksine 

sediment izolasyonlarında 20 cm derinlikte Micromonospora sayısı iki katına çıktığı, 

Streptomyces sayısının ise önemli oranda azaldığı bilinmektedir (Vobis, 2006). 

Micromonospora cinsi üyelerinin sporları hidrofilik ve ıslanabilir olduğu için çeĢitli 

su ekosistemlerinde suyun akıĢıyla birlikte topraktan kolayca ayrılır. Son yıllarda 

aktinomiset izolasyonlarında karasal ekosistemlerden çok deniz ekosistemleri tercih 

edilmektedir. Gezegenimizin %70‟inin su ile kaplı olduğunu ve daha önce bu 

ekosistemlerin yeterince çalıĢılamadığı düĢünüldüğünde, deniz ekosistemlerden daha 

önce keĢfedilmemiĢ organizma ve dolayısıyla sekonder metabolit izole etme oranı 

karasal ekosistemlerden yapılan izolasyonlara göre çok daha fazla olacaktır (Vobis, 

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

2.1.6 Nocardia cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri 

Üstalem: Bacteria 

Sınıf: Actinobacteria 
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Altsınıf: Actinobacteridae 

Takım: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve diğ., 2009) 

Alttakım: Corynebacterineae (Stackebrandt ve diğ.,1997) (Zhi ve diğ., 2009) 

Familya: Nocardiaceae (Castellani ve Chalmers, 1919) (Zhi ve diğ., 2009) 

Cins: Nocardia (Trevisan, 1889) 

Günümüzde Nocardia cinsi baĢta kemotaksonomik özellikler kullanılarak 

tanımlanmaktadır (Goodfellow ve Lechevalier, 1989; Goodfellow, 1992). 

Goodfellow "Nocardia ve ĠliĢkili Cinsler" adlı yayınında Nocardia cinsine ait 

kemotaksonomik özellikleri belirtmiĢtir. 

 1889 yılında Trevisan; Fransız bir veterine olan Edmond Nocard‟ın ismine 

atfen Nocardia ismi ile anılan bu cinsin N. actinomyces ve Harz'ın teĢhis ettiği 

Actinomyces bovis dahil olmak üzere 5 tür içerdiğini açıklamıĢtır. Ancak 

Actinomyces bovis anaerobik bir türdür ve zorunlu aerobik bir tür olan N. farcinica 

ile birlikte sınıflandırılmıĢ olması birçok araĢtırıcıyı herhangi bir çeliĢkiye 

düĢürmemiĢtir (Buchanan, 1918; Orskov, 1923; Jensen, 1931). Fakat diğer 

araĢtırmacılardan farklı olarak Wright anaerobik patojenik aktinomisetlerin, hava 

miselyumu ve spor üreten aerobik aktinomisetlerden (Nocardia+Streptomyces) olan 

Nocardia cinsinden ayrılıp Actinomyces cinsi içinde sınıflandırılması gerektiğini 

önermiĢtir. 

 1891'de Eppinger tarafından beyin apsesinden izole edilen ve aerobik, gram 

pozitif, asit-alkol dirençli bir organizma olan Cladothrix asteroides olarak 

adlandırdığı organizma, 1896 yılında, Blanchard tarafından N. asteroides olarak 

yeniden adlandırılmıĢtır. Yine Brezilyalı bir hastanın bacağıdan izole edilen  ve 

Lindenberg tarafından Discomyces brasiliensis olarak adlandırılan organizma daha 

sonra Pinoy tarafından N. brasiliensis olarak yeniden adlandırılmıĢtır. 1891'de Rossi-

Doria'nın Streptothrix carnea adını verdiği toprak organizmasını, Castellani ve 

Chalmers N. carnea olarak yeniden adlandırmıĢlardır. 

 Nocardia cinsinin uzun ve karıĢık taksonomi tarihi Lechevalier tarafından ana 

hatlarıyla açıklanmıĢtır. Waksman (1961)‟ın çalıĢmasıyla, Nocardia‟nın 

heterojenitesinin altını çizen modern taksonomik tekniklerin kullanımı, cinsin 
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sınıflandırılmasında geliĢmelere ve gelecek çalıĢmalar için sağlam bir temel 

oluĢturmuĢtur (Tsukamura, 1969, 1977; Bradley ve Mordarski, 1976; Mordarski ve 

diğ., 1978; Goodfellow ve Minnikin, 1978; Orchard ve Goodfellow, 1980; 

Goodfellow ve diğ., 1982). 

 Nümerik çalıĢmalar neticesinde Nocardia cinsinin aerobik nocardioform 

aktinomisetlerin oldukça geniĢ heterojen bir grubu olduğu dikkat çekicidir. McClung 

(1974) 31 Nocardia türünü tanımlayıp listeleyerek Bergey‟s Manual of 

Determinative Bacteriology‟nin 8. baskısında durumla ilgili düĢüncelerini 

açıklamıĢtır. McClung, cins üyelerini misel geliĢimi derecesine göre 3 morfolojik 

gruba ayırmakla beraber; bazı kültürlerin genç kolonilerin mikroskobik 

mikromorfolojileri ve kültürel özelliklerindeki ağırlıklarından dolayı eĢit geçerlilikle 

Corynebacterium, Mycobacterium ya da Nocardia cinslerine yerleĢtirilebileceğine de 

dikkat çekmiĢtir.  

Hücre duvarı majör Ģeker ve aminoasit kompozisyonu ile peptidoglikan 

yapısının saptanması aktinomiset sistematiğinin yeniden gözden geçirilmesine ve 

çeĢitli duvar kemotipleri ve peptidoglikan tiplerine göre taksonların belirlenmesini 

sağlamıĢtır (Lechevalier ve Lechevalier, 1970; Schleifer ve Kandler, 1972). Ayrıca, 

hücre duvarında nitel duvar kompozisyon analizleri Corynebacteria, Mycobacteria 

ve Nocardia arasındaki yakın iliĢki için anlamlı ve açık bir delil sağlamıĢtır 

(Cummins ve Harris, 1956, 1958). Bu organizmaların tümü büyük miktarda mezo-

diaminopimelik asit (meso-A2pm), arabinoz ve galaktoz içermekte; Kemotip-IV 

hücre duvarı ve A1ᵞ peptidoglikan tipine sahiptir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970; 

Schleifer ve Kandler, 1972). Bu taksonlar arasındaki yakın iliĢki, onların mikolik asit 

yani yüksek moleküler ağırlıklı 2-alkil-3-hidroksi dallanmıĢ zincirli yağ asitlerini 

içerdiklerinin keĢfedilmesi ile daha ileri düzey kazanmıĢtır. Mikolik asit içeren 

aktinomisetler “Mycolata” olarak adlandırılmakta ve çoğunlukla, Mycolata grubu 

üyesi organizmaların hücre zarflarında esterlenmiĢ mikolik asitlere bağlanan 

peptidoglikan-arabinogalaktan hücre duvarı iskeletleri yapıyı oluĢturmaktadır (Chun 

ve diğ., 1996). 

Nocardia'lar dallanmıĢ flamentlileri bir arada bulunduran, aerobik, katalaz 

pozitif, hareketsiz, Gram boyamada gram pozitif sonuç veren ve tipik olarak da 

büyüme devrinin bazı safhalarında asit-alkol dirençli mikroorganizmalardır 
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(Goodfellow ve Cross, 1984). Nocardia cinsi üyeleri 0,5-1,2 µm çapında, besi yeri 

yüzeyinde veya derinliklerinde geniĢçe dallanarak vejetatif hiflerle büyümektelerdir. 

Genelde koloniler sert, kolayca kırılan bir yoğunluğa, çok iyi bir biçimde kıvrımlı bir 

yüzey ile kıvrımlı bir görünüĢe sahiptir. Bazen koloninin gerçek rengini maskeleyen 

bir hava miselyumu ya da sekonder miselyum tarafından çevrelenmektedir 

(Goodfellow ve diğ., 1999). 

 Oksidatif tipte karbonhidrat metabolizmasına sahip kemoorganotropik 

organizmalardır. Nocardia hücre duvarı A1ᵞ tipinde mezo-diaminopimelik asit içeren 

peptidoglikana sahiptir. Nocardia cinsinin hücre duvarı mikolik asit 

bulundurmaktadır. Nocardia‟ların hücre duvar tipi Kemotip IV A‟dır ve karakteristik 

hücre duvar polisakkariti olarak arabinoz ve galaktoz içermektedir (Lechevalier ve 

Lechevalier, 1970). DNA' nın G+C oranı % 64-72 mol' dür. 

 Aktinomiset sistematiğinde değerli olduğu gösterilen diğer kimyasal 

belirleyiciler hücresel yağ asitleri, izoprenoid quinonlar ve polar lipit analizlerinden 

belirlenmiĢtir (Lechevalier ve diğ., 1977; Minnikin ve Goodfellow, 1980; 

Kroppenstedt, 1985; Baba ve diğ., 1997). Mikolik asit içeren aktinomisetlerin, 

özellikle Corynebacteria, Mycobacteria ve Nocardia‟nın sahip olduğu mikolik 

asitlerin yapısı ve tüm boyutundaki farklılıklarla, hücresel yağ asitleri, menaquinon 

ve polar lipit kompozisyonu ile tanımlanıp ayırt edilebildiği sonradan ortaya 

çıkarılmıĢtır (Cross ve Goodfellow, 1973; Goodfellow ve Minnikin, 1977, 1981a, b, 

1984; Keddie ve Cure, 1977; Minnikin ve diğ., 1978; Baba ve diğ., 1997). Yeni 

Nocardia türlerinin durumunu belirlemek için ilave karĢılaĢtırmalı çalıĢmalara 

gereksinim duyulmuĢtur. Bu sebeple 1990‟da Yano ve diğ., DNA:DNA benzerliği, 

mikolik asit ve nümerik taksonomi verilerini kullanarak N. nova‟yı N. asteroides ve 

N. farcinica‟dan ayırmıĢtır. 

 Gen dizileme çalıĢmalarının laboratuarlarda rutin kullanıma girmesiyle 

Nocardia asteroides olarak tanımlanan pek çok klinik Nocardia izolatının aslında 

farklı Nocardia türleri olduğunu ortaya çıkarmıĢtır. Sonuç olarak Nocardia 

asteroides (ATCC 19247T) “sensu sitricto” yani gen dizilimi ile tanımlanan tip 

örneğinin, aslında önemli bir insan patojeni olmadığı düĢünülmektedir (Conville ve 

Witebsky, 2010). 
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 Nocardia türleri doğada oldukça yaygındır ve toprakta bol miktarda 

bulunurlar. Bazı suĢlar insan ve hayvanlar için fırsatçı patojendir (Gürtler ve diğ., 

2001; Jannat-Khah ve diğ., 2010; Moser ve diğ., 2011). Kan emici arthropodlarla 

mutualistik birliktelik oluĢturdukları gibi su ve pis su boruları ile doğal kauçuk 

birleĢim yerlerinde biyolojik bozulmalarda da rol almaktadırlar (Hutchinson ve diğ., 

1977; Orchard, 1981; Maldonado ve diğ., 2000). N. amarae ve N. otitidiscaviarum 

populasyonları aktif çamur kirli su arıtım tesislerinde havalandırma tanklarının 

yüzeylerindeki köpük içerisinde bulunmuĢtur (Cross, 1981; Goodfellow ve diğ., 

1996; Lechevalier ve Lechevalier, 1974; Lemmer ve Kroppenstedt, 1984; Pagilla ve 

diğ., 1998; Sezgin ve diğ., 1988; Soddell ve Seviour, 1990). 

 Denizel habitatlarda da Nocardia türlerine rastlanmıĢtır (Peela ve diğ., 2005; 

Bredholdt ve diğ., 2007; El-Gendy ve diğ., 2008). Derin denizlerde ve deniz 

sedimentlerinde yapılan çalıĢmalar sanıldığından çok daha fazla aktinomiset 

çeĢitliliğinin olduğunu göstermiĢtir (Kokare ve diğ., 2004). Zhang ve diğerlerinin 

(2008) Çin‟de yaptıkları çalıĢmada N. abscessus, N. shimofusensis ve N. asteroides 

türlerini deniz süngerinden izole etmeyi baĢarmıĢlardır. 

 Nocardia‟nın doğal habitatı topraktır ve pH 6,8-7,2 arası optimum büyüme 

göstermektedirler. Bunun dıĢında asidik ve bazik topraklardan da Nocardia 

izolasyonu gerçekleĢmiĢtir. Nocardia jiangxiensis ve Nocardia miyunensis asidik 

toprakdan, N. neocaledoniensis ise ultrabazik yüksek miktarda magnezyum içeren 

topraktan, yine topraktan izole edilen Nocardia goodfellowii ve Nocardia thraciensis 

yeni Nocardia türleri olarak literatüre kazandırılmıĢlardır (Cui ve diğ., 2005; 

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

 Nocardia mezofilik aktinomisetlerden olmakla birlikte Takahashi ve Omura, 

2003 yılında yayınladıkları çalıĢmada çöl kumundan 50  C‟de geliĢebilen Nocardia 

suĢunu izole etmeyi baĢardıklarını bildirmiĢlerdir. Bunu takiben 2006 yılında Seo ve 

Lee deniz kumundan yeni bir Nocardia türü izole etmiĢ ve Nocardia harenae olarak 

literatüre kazandırmıĢlardır. Kampfer ve diğerleri ise 2012 yılında Karayip Deniz 

kumundan Nocardi agrenadensis türünü izole etmiĢtir. 

 Nocardia cinsi genellikle yaz aylarında arıtım tanklarında köpürmeye sebep 

olan bir bakteridir ve N. pinensis ile N. takadensis aktif çamur‟dan izole edilerek 

literatüre kazandırılmıĢ türlerdir (Blackall ve diğ., 1989; Yamamura ve diğ., 2005). 
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Genellikle karanlık, organik madde açısından fakir ve sıcaklık açısından nispeten 

stabil özellik gösteren yaĢam ortamları olarak tanımlanan mağaralarda yaĢayan 

aktinomiset cinslerinden biri de Nocardia cinsidir. N. jejuensis, N. speluncae ve N. 

altamirensis gibi Nocardia türleri çeĢitli mağaralardan izole edilip literatüre 

kazandırılmıĢlardır (Lee, 2006; Seo ve diğ., 2007; Jurado ve diğ., 2008). 

 Sekonder aktif metabolit üretimi yönünden zengin Nocardia türlerine örnek 

olarak 2009 yılında literatüre kazandırılmıĢ, amicoumacin B üreten N. jinnensis ve 

nitrik oksit sentetaz enzimince zengin N. iowensis türleri verilebilir (Lamm ve diğ., 

2009; Sun ve diğ., 2009) 

2010 yılında Kaewkla ve Franco, ananas ağacının kökünde patojen 

organizmlarla antagonistik iliĢki içinde olan Nocardia callitridis türünü izole 

ettiklerini bildirmiĢlerdir. Böylece endofitik önemi olan yeni bir aktinomiset türü 

literatüre eklenmiĢtir. 2011 yılında Zhao ve diğerleri Artemisia annua bitkisinin 

gövdesinden endofitik Nocardia artemisiae türünü, Xing ve diğerleri Jatropha 

curcas bitkisinin yağlı tohumundan endofitik Nocardia endophytica türünü izole 

etmiĢtir. 

Nocardia cinsi günümüzde sistematikte geçerli olarak tanımlanmıĢ 101 türü 

bünyesinde barındırmaktadır (www.bacterio.cict.fr/n/nocardia.html Kasım 2013). 

Yapılan çeĢitli çalıĢmalarda Nocardia cinsi üyelerinin antibiyotik üreticisi 

olduğu tespit edilmiĢtir. Patojen bir organizma olan Vibrio damsela türünü geliĢimini 

inhibe etme potansiyeline sahip türler üzerine yapılan bir çalıĢmada, 16 aktinomiset 

üyesi suĢ içerisinde Nocardia brasiliensis türünün en geniĢ inhibisyon zonunu 

oluĢturduğu tespit edilmiĢtir (El-sersy ve Abou-Elela, 2006). Nocardia brasiliensis 

türü üzerine yapılan çalıĢmalarda bu organizmanın bir indol alkoloid olan 

brasilikardin A ile brasiliquinon A, B, C29 olarak adlandırılan sitotoksin antifungal 

ve antibakteriyel antibiyotikleri sentezlediği tespit edilmiĢtir. Bunun yanında 

Nocardia transvalensis IFM 10065 türünden çinko kompleksli bir antibiyotik olan 

Transvalensis A‟yı sentezlediği rapor edilmiĢtir (Hoshino, 2004).  

 

http://www.bacterio.cict.fr/n/nocardia.html
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2.1.7 Nonomuraea cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri 

Üstalem: Bacteria 

Sınıf: Actinobacteria 

Altsınıf: Actinobacteridae 

Takım: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve diğ., 2009) 

Alttakım: Streptosporangineae (Ward-Rainey ve diğ., 1997) (Zhi ve diğ., 2009) 

Familya: Streptosporangiaceae  (Goodfellow ve diğ., 1990) (Zhi ve diğ., 2009) 

Cins: Nonomuraea (Zhang ve diğ., 1998) 

 

Nonomuraea cinsi Zhang ve diğerleri tarafından 1998 yılında önerilmiĢtir ve 

Streptosporangiaceae familyasının bir üyesidir. Bu takson  Microtetraspora pusilla 

olarak tanımlanan türün yeniden tanımlanmasıyla ortaya çıkmıĢtır (Fischer ve diğ., 

1983; Poschner ve diğ., 1985; Goodfellow ve diğ., 1988; Kroppenstedt ve diğ., 

1990). Nonomuraea cinsi üyeleri aerobik, Gram-pozitif, non-asit-fast, aĢırı dallanmıĢ 

substrat ve hava miselyumlarına sahip hareketsiz aktinomisetlerdir. Hava hifleri 

çengel, spiral yada katlanmıĢ, düzensiz, pürüzsüz ve değiĢen yüzey görünümlerine 

sahip uzun spor zincirleri Ģeklinde farklılaĢabilir. GeliĢim sıcaklık aralığı 20-45  C‟dir 

ve bazı suĢlar 55  C‟de geliĢmektedir. Hücre duvarları meso-A2pm içerir ve maduroz 

tüm organizmalardaki hidrolizatlarda mevcuttur. Baskın menakinonlar MK-9 (H0, 

H2, H4)‟dur (Ara ve diğ., 2007a, b; Camas ve diğ., 2013; Cao ve diğ., 2012; Chiba ve 

diğ., 1999; Ka¨mpfer ve diğ., 2005, 2010; Le Roes ve Meyers, 2008; Li ve diğ., 

2011, 2012; Nakaew ve diğ., 2012; Qin ve diğ., 2009; Stackebrandt ve diğ., 2001; 

Wang ve diğ., 2011; Zhang ve diğ., 1998; Zhao ve diğ., 2011). Fosfolipid Ģekilleri 

glukozamin içeren fosfotidiletanolamin, fosfotidilmetiletanolamin, 

difosfotidilgliserol ve fosfotidilinositol gibi lipidler ile karaterize edilmiĢtir 

(Lechevalier ve diğ., 1977) ve baskın yağ asitleri 10- methil-17- ve iso-16-dallanmıĢ 

bileĢikleridir (Kroppenstedt, 1985). DNA‟nın G+C içeriği 64–69 mol%‟dür. Tip 

türü; Zhang ve diğerleri tarafından 1998 yılında tanımlanan Nonomuraea pusila 

türüdür. Tip suĢu; ATCC 27296
T
=DSM 43357

T
. 

http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Streptosporangineae_Suborder.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Streptosporangiaceae_Family.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Nonomuraea_Genus.asp
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 Nonomuraea cinsi tanımlanmıĢ 34 tür ve 2 alttür içermektedir 

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

 Streptosporangiaceae familyasının üyeleri genellikle toprak ile iliĢkilidir, 

fakat bu ortamdaki rolleri hakkında çok az Ģey bilinir. Bunun yanında seçici 

izolasyon prosedürlerindeki geliĢmeler doğal habitatlarındaki aktinomiset 

taksonlarının varoluĢları, dağılımları, sayıları ve aktiviteleri hakkında yeni bilgiler 

sunmaktadır (Suzuki ve diğ., 2001a, 2001b). Bu familyanın üyelerinin topraktaki 

bitki materyallerinin ilk ayrıĢmasında rol aldığı muhtemeldir. 

 Nonomuraea cinsinin türlerinin çoğunun kökeni topraktır (Nonomura ve 

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

 Nonomuraea suĢları hava hifleri üzerinde yalancı kesecikler ve spor zincirleri 

oluĢturabilmeleriyle aynı familyadaki cinslerin üyelerinden ayırt edilir. Bu cinsi 

oluĢturan türler spor zincir morfolojileri, spor duvar Ģekilleri, olgun sporlanmıĢ hava 

miselyumlarının rengi ve substrat miselyumlarının pigmentasyonu vasıtasıyla ayırt 

edilebilir . Fakat bu türlerin çoğunun tanımlanması zordur. Çünkü yalnızca bir suĢ ya 

da birkaç suĢ örneklenmiĢ durumdadır. Hatta bazı suĢlar çalıĢıldığında biyokimyasal 

ve fizyolojik testlerin sonuçları literatür verileri ile kıyaslandığı zaman bunların 

literatürdeki veriler ile tutarlı ya da tutarsız olabileceğini ispatlamıĢtır. Fakat nümerik 

taksonomi verileri takson içinde tanımlanan türlerin çoğunun yerinin doğru olduğunu 

göstermiĢtir (Goodfellow ve diğ., 1979; Goodfellow ve Pirouz, 1982). 

 Nonomuraea ATCC 39727 suĢundaki gilikopeptid antibiyotiğinin 

biyosentezini kodlayan gen kümesi 2003 yılında Sosio ve diğerleri tarafından izole 

edilmiĢ ve karakterize edilmiĢtir. Glikopeptidlerin teikoplanin ailesinin bir üyesi olan 

bu glikopeptid Sosio ve diğerleri tarafından deklorommannozil-A40926 aglikanını 

yeni bir bileĢik olarak izole edilmiĢtir. 

 Streptosporangiaceae familyasının üyelerinin zengin bir ticari ürün, kayda 

değer bir antibiyotik ve enzim üreticisi olduğu düĢünülmektedir. N. roseoviolacea, 

carminomicin (Nakagawa ve diğ., 1983; Nakagawa ve diğ., 1989); N. rubra, 

maduromycin (Fleck ve diğ., 1978), N. pusilla, actinotiocin (Tamura ve diğ., 1973) 

ve  N. spiralis, pyralomicin (Naganawa ve diğ., 2002) gibi antibiyotikleri 

sentezlemektedir. 

http://www.bacterio.net/nonomuraea.html%20%20Kasım-2013
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2.1.8 Rhodococcus cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri 

Üstalem: Bacteria 

Sınıf: Actinobacteria 

Altsınıf: Actinobacteridae 

Takım: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve diğ., 2009) 

Alttakım: Corynebacterineae (Stackebrandt ve diğ.,1997) (Zhi ve diğ., 2009) 

Familya: Nocardiaceae (Castellani ve Chalmers, 1919) (Zhi ve diğ., 2009) 

Cins: Rhodococcus (Zopf, 1891) 

Ġlk olarak Zopf (1891) tarafından kullanılan „Rhodococcus’ cins ismi 1977‟de 

Nocardia, Corynebacterium ve Mycobacterium üyelerine benzeyen ancak bu 

cinslerden birine dâhil edilmeyen birçok suĢu içeren „rhodochrous’ kompleksine 

yerleĢtirilerek tekrar tanımlanmıĢtır (Goodfellow ve Alderson, 1977). Rodokoklar 

aerobik, Gram-pozitif, hareketsiz, mikolat içeren, nokardioform aktinomisetler olarak 

tanımlanmaktadır. „Nokardioform‟ terimi morfolojik olarak tanımlayıcı olup çubuk 

veya küre biçimli elementlere ayrılan miselli geliĢimi ifade etmektedir (Lechevalier, 

1989; Bell ve diğ., 1998).  

 Rhodococcus cinsi içerisinde konumu belirsiz olan dört türle birlikte toplam 

20 tür listeleyen Bergey‟in Sistematik Bakteriyoloji Kılavuzunun yayımlanmasından 

itibaren cinsin sınıflandırılmasında önemli değiĢiklikler yapılmıĢtır. Bazı türler 

birleĢtirilmiĢ, tanımlanmıĢ olan baĢka cinslere aktarılmıĢ veya yeni cinsler içerisinde 

sınıflandırılmıĢtır. Rhodococcus obuensis türünün R. sputi ile sinonim olduğu 

belirtilmiĢtir (Zakrzewska-Czerwinska ve diğ., 1988). Daha önce Rhodococcus cinsi 

içerisinde tanımlanan R. auranticus Tsukamurella cinsine yerleĢtirilirken R. 

bronchialis, R. rubropertinctus, R. sputi ve R. terrae Gordona cinsine aktarılarak iki 

yeni cins tanımlanmıĢtır (Collins ve diğ., 1988; Stackebrandt ve diğ., 1988). Daha 

sonra R. chlorophenolicus türü Mycobacterium cinsine dahil edilmiĢ (Briglia ve diğ., 

1994; Haggblom ve diğ., 1994); R. aichiensis ve R. chubuensis Gordona cinsine 

aktarılmıĢ (Klatte ve diğ., 1994; Riegel ve diğ., 1994); R. luteus‟un R. fascians ile 

sinonim olduğu tanımlanmıĢ (Klatte ve diğ., 1994) ve R. maris D. maris olarak yeni 

tanımlanmıĢ Dietzia cinsine transfer edilmiĢtir (Rainey ve diğ., 1995). Rhodococcus 
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roseus, R. zopfii, R. opacus ve R. percolatus yeni türler olarak tanımlanmıĢ, ancak 

daha sonra R. roseus‟un R. rhodochrous türünün bir üyesi olduğu gösterilmiĢtir 

(Rainey ve diğ., 1995; Bell ve diğ., 1998).  

 Rhodococcus cinsinin filogenetik olarak mikolat içeren cinslerden oluĢan bir 

klad içerisine yerleĢtiği gösterilmiĢtir. Aslında sadece bu cinsler hücre duvarlarında 

mikolik asit içermektedir (Embley ve Stackebrandt, 1994). Corynebacterium, 

Mycobacterium ve Nocardia cinslerinin oluĢturduğu „CMN grubu‟ Rhodococcus, 

Gordona, Tsukamurella ve Dietzia cinslerini de dahil ederek geniĢletilebilir (Ruimy 

ve diğ., 1994). Bu klad içerisinde yerleĢim gösteren iki yeni cins daha 

bulunmaktadır. Bunlardan Turicella cinsi yeni bir klinik izolat olan T. otitidis için 

oluĢturulmuĢtur (Funke ve diğ., 1994). Skermania cinsi ise daha önce Nocardia 

pinensis olarak bilinen tür için oluĢturulmuĢtur (Chun ve diğ., 1997). Ancak, Ruimy 

ve diğ. (1995) Turicella otitidis‟in Corynebacterium cinsi içerisinde 

değerlendirilmesi gerektiğini bildirmiĢlerdir. Bu nedenle Turicella cinsinin 

geçerliliği tartıĢmalıdır. Familya düzeyinde de farklı sınıflandırmalar önerilmiĢtir. 

Goodfellow (1992) Rhodococcus, Gordona, Tsukamurella ve Nocardia cinslerinin 

Nocardiaceae familyası içerisinde gruplandırılmasını önermiĢ, ancak daha sonra 

Chun ve diğ. (1996) bu cinslerin Mycobacterium ile birlikte Mycobacteriaceae 

familyası içerisinde gruplandırılması gerektiğini bildirmiĢlerdir (Bell ve diğ., 1998).   

 Rhodococcus cinsi aerobik, Gram-pozitif veya Gram-değiĢken, hareketsiz, 

katalaz pozitif, geliĢimin bazı evrelerinde asit-alkol-fast, çubuk biçiminde veya 

oldukça dallanmıĢ substrat miselyumu oluĢturabilen aktinomisetlerden oluĢmaktadır. 

GeliĢim döngüsü kok veya kısa çubuk olarak baĢlar ve daha sonra farklı 

organizmalar az ya da çok kompleks morfolojik aĢamalar serisi gösterirler: koklar 

kısa çubuklar halinde veya yan uzantılara sahip filamentler halinde veya dallanmıĢ 

hifler üreterek (en fazla farklılaĢmıĢ formlar) geliĢmeye baĢlamaktadır. Çubukların, 

filamentlerin veya hiflerin parçalanmasıyla yeni nesil koklar veya kısa çubuklar 

oluĢmaktadır. Bazı suĢlar birleĢerek yukarı uzanan dallanmamıĢ filamentlerden 

oluĢan, seyrek, mikroskobik olarak görülebilir hava hifleri oluĢturmaktadır 

(Goodfellow ve Maldonado, 2006).  

 Rodokoklar standart laboratuvar besi ortamlarında 30
 
 C‟de iyi geliĢmektedir. 

Ancak bazı suĢlar tiamine gereksinim duymaktadır. Koloniler pürüzlü, pürüzsüz veya 
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mukoid özellikte olup soluk sarı, krem, sarı, turuncu veya kırmızı pigmentlidir; 

ancak renksiz çeĢitleri de bulunmaktadır. Rodokoklar katalaz pozitif, lizozime 

duyarlı, arilsülfat negatif olup glukozdan oksidatif olarak asit üretmektedir. Ayrıca 

A1ƴ tipi peptidoglikana sahip olup 30-54 karbon uzunlukta en fazla iki çift bağlı 

mikolik asitler içermektedir. Mikolik asitlerin pirolizis gaz kromatografisinde salınan 

yağ asidi esterleri 12-16 karbona sahiptir. Ayrıca rodokoklar baskın izoprenolog 

olarak sekiz izopren birimine sahip dihidrojenlenmiĢ menakinonlar içermektedir. 

DNA‟nın G + C içeriği %67-73 mol‟dur. Cinsin tip türü Rhodococcus rhodochrous 

(Zopf, 1889) Tsukamura 1974, 43
AL

 olup tip suĢunun koleksiyon numarası ATCC 

13808
T
 = DSM 43241

T 
(Goodfellow ve Maldonado, 2006).  

 Rhodococcus cinsinin geliĢen sınıflandırması baĢka türlerin de 

tanımlanmasına imkân tanımıĢtır. Rhodococcus cinsi mevcut durumda mikolik asit 

içeren aktinomisetlerin oluĢturduğu evrimsel yayılım içerisinde tanımlanabilir bir 

grup oluĢturan 50 türden oluĢmaktadır (http://www.bacterio.net/rhodococcus.html 

Kasım-2013). Rodokok türlerinin taksonomik bütünlüğü genotipik ve fenotipik 

özelliklerin kombinasyonuyla desteklenmektedir (Goodfellow ve Maldonado, 2006).  

Rodokoklar sucul ve karasal habitatlarda yaygın olarak bulunmaktadır. 

Rodokok türleri topraktan, deniz sedimentlerinden ve mutualistik birliktelik 

kurabildikleri kan emici böceklerin bağırsak içeriklerinden izole edilmiĢlerdir (Cross 

ve diğ., 1976; Goodfellow ve Aubert, 1980; Colquhoun ve diğ., 1998; Zhang ve diğ., 

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 diğ., 2013) ve R. rhodochrous atık çamuru 

tesisindeki havalandırma tanklarının yüzeyindeki köpükten (Lemmer ve 

Kroppenstedt, 1984) izole edilmiĢtir. Ayrıca, bazı türler daha kısıtlı kaynaklardan 

izole edilmiĢtir; R. baikonurensis Rus uzay laboratuvarı Mir‟deki havadan (Li ve 

diğ., 2004), R. gordoniae fenolle kontamine olmuĢ topraktan (Jones ve diğ., 2004), 

R. jostii bir ortaçağ mezarından (Takeuchi ve diğ., 2002), R. koreensis, R. jialingiae 

ve R. pyridinivorans endüstriyel atık sudan (Yoon ve diğ., 2000a, Wang ve diğ., 

2010) R. canchipurensis kireç taĢı yarığından (Nimaichand ve diğ., 2013) izole 

edilmiĢtir. 

http://www.bacterio.net/rhodococcus.html
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Rhodococcus coprophilus türü birçok ekolojik çalıĢmaya konu olmuĢtur. Bu 

organizma otçul hayvanların gübrelerinde geliĢmektedir. Ancak çayır, ırmak, dere ve 

göl çamurundan da izole edildiği bildirilmiĢtir. Rhodococcus cerastii ve 

Rhodococcus trifolii türleri yaprak yüzeyinden (Kampfer ve diğ., 2013), 

Rhodococcus artemisiae türü Artemisia annua bitkisinden (Zhao ve diğ., 2012), 

Rhodococcus cercidiphylli türü ise Cercidiphyllum japonicum yaprağından (Li ve 

diğ., 2008) izole edilmiĢtir. 

Rhodococcus türlerinin ticari potansiyeli bulunmaktadır. Rodokoklar, birçok 

kimyasalı dönüĢtürmeleri veya parçalamaları, yüzey aktif maddeler, pıhtılaĢtırıcı 

ajanlar, amidler ve polimerler gibi çeĢitli ürünleri sentezleyebilmeleri nedeniyle 

çevresel ve endüstriyel biyoteknolojide potansiyel öneme sahiptir.  

Rodokokların hidrokarbonları ve diğer kimyasalları parçalayabilmeleri, bu tür 

bileĢiklerin doğada ayrıĢtırılmasında ve biyoremediasyonda önemli iĢlevleri 

olduğunu gösterebilir. Rodokoklar kirli ortamlarda doğal olarak bulunmakta ve 

biyoremediasyon amacıyla ortama aĢılamak için bazı avantajlara sahiptir. 

Rodokokların toprakta açlık koĢullarında bile sürekli olarak bulunabildiği ve 

rodokoklar tarafından kirleticilerin ayrıĢtırılmasının, kolaylıkla kullanılabilen karbon 

kaynaklarının varlığından olumsuz olarak etkilenmeyebileceği bildirilmiĢtir. 

Rhodococcus hücreleri, hücre duvarlarındaki alifatik mikolik asit zincirlerinden 

dolayı hidrofobik özelliktedirler. Bu nedenle yağ/su ara yüzlerinde birleĢerek 

hidrofobik kirleticileri ayrıĢtırabilirler (Neu, 1996). Bazı Rhodococcus suĢları ise 

psikrotrofik olup soğuk iklimlerde biyoremediasyon uygulamalarında kullanım için 

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

Rodokoklar genellikle hidrokarbonların bulunduğu ortamlardan izole 

edilmektedir. Cinsin bazı suĢları tek karbon kaynağı olarak propan, bütan ve asetilen 

gibi gaz haldeki hidrokarbonları kullanarak geliĢebilmektedir. Toprakta veya yeraltı 

sularında bulunan gaz haldeki alkanları yükseltgeyebilen rodokokların ortaya 

çıkarılması yeraltı hidrokarbon depolarının bir göstergesi olabilir. Rodokokların bu 

özelliği petrol araĢtırmalarında da kullanılabilir (Ashraf ve diğ., 1994).   
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2.1.9 Streptomyces cinsinin sistematiği, tarihçesi ve genel özellikleri 

Üstalem: Bacteria 

Sınıf: Actinobacteria 

Altsınıf: Actinobacteridae 

Takım: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve diğ., 2009) 

Alttakım: Streptomycineae (Rainey ve diğ., 1997) (Zhi ve diğ., 2009) 

Familya: Streptomycetaceae (Waksman ve Henrici, 1943) (Zhi ve diğ., 2009) 

Cins: Streptomyces (Waksman ve Henrici, 1943) 

 

Waksman ve Henrici tarafından 1943 yılında tanımlanan Streptomyces cinsi 

günümüze kadar tanımlanmıĢ 638 tür ve 38 alttür ile aktinomisetlerin en geniĢ 

grubunu oluĢturmaktadır (http://www.bacterio.cict.fr/s/streptomycesa.html Kasım-

2013). Waksman ve Henrici yayınladıkları çalıĢmada, Streptomycetaceae familyasını 

dallanma gösteren ince miselyumlara sahip, spor oluĢturan, nadiren bölmeli ya da 

bölmesiz hava hiflerine sahip, Streptomyces ve Micromonospora cinslerini içeren bir 

takson olarak tanımlamıĢtır. Streptomyces isminin; aerobik, saprofitik ve spor 

oluĢturan bu bakteri cinsi için uygun olduğunu önermiĢtir (Waksman ve Henrici, 

1943). 

Streptomyces cinsinin 1943 yılında Waskman ve Henrici tarafından 

tanımlanmasınıda kapsaya süreç içerisinde (1940- 1957 yılları arasında) kısıtlı 

fenotipik özelliklere dayalı olarak yapılan çalıĢmalarda binin üzerinde Streptomyces 

cinsine ait tür tanımlanmıĢtır (Pridham ve diğ., 1958). 1958‟de Pridham ve diğerleri 

Streptomyces cinsini morfolojik özeliklerine göre değerlendirmiĢ, Streptomyces 

cinsinin morfolojik olarak bakterilerden çok mikrofunguslara benzediğini görüp, 

botaniksel kodlamaya göre cins ve tür düzeyinde ikili adlandırmaya gitmiĢlerdir 

(Wellington, 2009). 

 1960‟lı yıllara gelindiğinde Streptomyces‟lerin yetersiz tanımlanması 

nedeniyle Streptomyces cinsi için tanımlayıcı standart kriterler, metotlar ve 

besiyerleri geliĢtirmek amacıyla “Taxonomy of Actinomycetes, American Society 

http://www.bacterio.cict.fr/s/streptomycesa.html
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for Microbiology ve International Commitee on Bacteriological Nomenculature” gibi 

komitelerin denetimi altında International Streptomyces Project (ISP) olarak 

adlandırılan kapsamlı bir çalıĢma baĢlatılmıĢtır. 1964- 1972 yılları arasında yapılan 

bu çalıĢmayla Streptomyces cinsinin, spor yüzey ve spor zincir morfolojileri, koloni 

rengi, melanin pigmenti üretip üretmediği ve karbon kullanımı gibi fenotipik 

özellikleri belirlenmiĢtir (Gotlieb, 1961; Shirling ve Gotlieb, 1967, 68a, 68b, 69, 72). 

 ISP projesini, 1983 yılında tamamlanan ve Streptomyces cinsinin nümerik 

sınıflandırmasını içeren çalıĢma takip etmiĢtir (Williams ve diğ., 1983). 1992 yılında 

Goodfellow ve diğerlerinin 252 Streptomyces türüne 273 birim karakterden oluĢan 

nümerik taksonomik çalıĢmasıyla Streptomyces cinsi oldukça iyi tanımlanmıĢtır. 

2001 yılında Anderson ve diğerlerinin “Taxonomy of Streptomyces and Related 

Genera” adlı çalıĢması Streptomyces literatürüne ıĢık tutmuĢtur. 

 Woose ve Fox‟un rRNA molekülünün moleküler sistematikte kullanmasıyla 

birlikte tür tanımlamasında olmazsa olmaz taksonomik kriterlerden biri olan 16S 

rRNA gen bölgesi analizi eklenmiĢtir (Fox ve diğ., 1977; Woese, 1987; Jansen, 2006, 

Tindall, 2010). Ayrıca modern taksonomik prosedürlerin uygulanmasıyla 

Streptomyces cinsinin sınıflandırılmasında önemli geliĢmeler olmuĢtur (Anderson ve 

Wellington, 2001; Hatano ve diğ., 2003; Lanoot ve diğ., 2004, 2005). Tanımlı 

türlerin birçoğu hem fenotipik hem de genotipik metodların beraberce 

kullanılmasıyla iyi Ģekilde tanımlanmıĢtır. Ancak yapılan çalıĢmalar 16S rRNA gen 

dizisinin çok yakın akraba türler arasındaki ayrımı yapmakta yetersiz kaldığını 

göstermektedir. Bu vesileyle özellikle DNA-DNA hibridizasyonu (DDH), çoklu gen 

bölgesi analizleri (MLSA) gibi diğer moleküler tekniklerle de çalıĢılması gerektiği 

vurgulanmaktadır (Rong ve diğ., 2009). Ayrıca son on beĢ yılda geliĢen moleküler 

teknikler sadece 16S rRNA gen bölgesinin değil tüm genomun dizi analizini 

yapmaya olanak sağlamıĢtır. 

Streptomyces‟lerin birçoğu kemoorganotrofiktir ve enerji gereksinimlerini 

karĢılayıp geliĢebilmek için temel karbon ve azot kaynağı olarak organik bileĢikleri 

geniĢ çapta kullanabilirler. Bu organizmalar oksidatif metabolizmaya sahiptir ve 

DNA‟nın yüzde G+C mol oranı, % 69-78 mol arasındadır (Kim ve diğ., 1999). 
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 Çoğu Streptomyces mezofilik olmakla birlikte, psikrofilik ve termofilik 

Streptomyces‟ler de mevcuttur. pH 6,5-8‟de optimum geliĢme gözlenirken asidik ya 

da alkali pH‟da geliĢen türlere de rastlanmaktadır. 

 Streptomyces‟ler Kemotip II hücre duvarına sahip olup hücre duvarı LL-DAP 

ve glisin içerirken karakteristik bir polisakkarite sahip değildir (Lechevalier ve 

Lechevalier, 1970). A3γ tipinde peptidoglikan yapısındadır (Schleifer ve Kandler, 

1972). Aynı zamanda teikoik asitleri de içerir fakat mikolik asitleri içermezler 

(Naumova ve diğ., 1978; Vylegzhanina ve diğ., 1986; Goodfellow, 1989; Korn- 

Wendisch ve Kutzner, 1992). 

 Streptomyces türleri çok iyi geliĢmiĢ bir miselyum yapısına sahiptir. YaĢam 

döngüsü boyunca morfolojik özellikleri birbirinden farklı üç yapı oluĢturur. Bu üç 

yapıdan substrat miselyumu ortama çok kuvvetli bir Ģekilde tutunma özelliği 

göstererek ortamdaki besin maddelerini alır. Ardından yine toprak yüzeyine doğru 

geliĢen diğer bir morfolojik yapı olan hava miselyumları oluĢur. Substrat 

miselyumlarının üzerinde pek spor oluĢumu gözlenmezken hava miselyumlarının 

üzerinde veya içinde spor zincirleri oluĢur. Üreme bu hareketsiz sporlarla gerçekleĢir 

ve yaĢam döngüsü tamamlanır. 

 Hava miselyumları ince, uzun, oval veya küre Ģeklinde olup hareketsizlerdir. 

Cins 0,5-2 μm çapında hifler üretir ve genellikle hava miselyumları substrat 

miselyumlarına göre daha kalındır. Hava miselyumu bol miktarda spor (conidia) 

ihtiva eder. Bazı suĢların sporları düz olduğu halde bazılarınki dikenlidir. Bunlarla 

birlikte tüyümsü veya siğilimsi olanlar da bulunabilmektedir (Anderson ve 

Wellington, 2001). 

 Streptomyces’lerin pigment üretme yeteneği sayesinde substrat ve hava 

miselyumları çok farklı renklerde olabilir. Aynı zaman da bu cins çözünür pigmentte 

üretmektedir ve böylece petri kapları üzerinde Streptomyces kolonileri mikromantar 

ve aktinomiset dıĢındaki diğer bakterilerden kolayca ayırt edilebilmektedirler 

(Goodfellow ve Simpson, 1987). 

 Streptomyces cinsinin sınıflandırılmasına iliĢkin bu kadar çalıĢma 

yapılmasına karĢın ekolojisi ile ilgili yeterince çalıĢma bulunmamaktadır. 

Streptomyces türlerinin coğrafik dağılımı, mevsimsel, iklimsel farklılıkların ya da 
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tarım ve çiftçilik uygulamaları ile insan müdahalesinin Streptomyces populasyonları 

üzerindeki etkisi hakkında bilgi sınırlıdır. Bu sınırlılığın sebeplerinden bir tanesi 

sayısız seçici olmayan besiyerinin Streptomyces izolasyonu için kullanılmasıdır. 

Seçici olmayan besiyerleri izolasyon yapılan bölgedeki gerçek Streptomyces oranının 

belirlenmesini engellemektedir. Doğal habitatlardan yapılacak ekolojik çalıĢmalarda 

seçici besiyerinin kullanılması ile bu sorunun aĢılacağı düĢünülmektedir (Sembring 

ve Goodfellow, 2008). 

 Toprağa kokusunu veren geosmin denilen seskiterpen bileĢikleri sentezleyen 

Streptomyces cinsinin üyeleri toprak bakterileri olarak bilinmelerine rağmen, doğada 

hem sucul hem de karasal ortamlarda yoğun olarak bulunabilmektedir (Cao ve diğ., 

2004; Semêdo ve diğ., 2004). Son yıllarda yapılan çalıĢmalar göstermiĢtir ki 

Streptomyces üyeleri bitki köklerindeki rizosfer, göl ve deniz sedimenti, bitki 

dokuları, yaprakla beslenen karıncalar gibi farklı habitatlarda da bulunabilmektedir 

(Jiang ve Xu, 1996; Castillo ve diğ., 2002; Tokala ve diğ., 2002; Ward ve Bora, 

2006; Strap ve Crawford, 2006; Kost ve diğ., 2007; Ray ve diğ., 2013; Sembiring, 

2009; Sazak, 2009; ġahin ve diğ., 2010; Veyisoglu ve ġahin, 2013).  

 Streptomyces'lerin toprak içerisinde dağılımını, geliĢimini ve aktivitesini 

etkileyen birçok faktör bulunmaktadır. Bu faktörler; besine ulaĢılabilirlik, nem, 

sıcaklık, pH, toprak tipi ve mevsimsel değiĢimlerdir (Williams ve diğ., 1972; 

Williams, 1978; Atalan, 1993; Upton, 1994; Basilio ve diğ., 2003). Streptomyces 

türleri toprak içerisinde düĢük oksijen konsantrasyonunda da geliĢebilmektedir. Fakat 

karbondioksit oranı % 10'u aĢtığında mikroorganizmaların geliĢimini inhibe 

etmektedir. Streptomyces sporları kuraklığa dayanıklı olduğu için diğer bakterilerin 

toprakta bulunan vejetatif formdaki üyelerine oranla Streptomyces sayısı daha 

fazladır (Sembiring ve Goodfellow, 2008). 

 Streptomyces cinsinin termofilik, psikrofilik, asidofilik ve alkolofilik türleri 

de mevcuttur. ġahin 1995 yılında, kurak ve tropikal toprak örneklerinden termofilik 

Streptomyces türleri izole etmiĢtir. Ekstrem ortamlarda varolan bu bakteriler besin 

durumuna göre sporulasyon ve çimlenme periyodunu izlerler (Vionis ve diğ., 1998). 

Streptomyces cinsine ait bazı türler insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde hastalık 

etkeni olarak bilinmektedir. Bir çok araĢtırmacı Actinomycetes bakterilerinin 

bitkilerle iliĢkili olduğunu belirtmiĢtir (Coombs ve Franco, 2003; Qin ve diğ., 2009). 
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Örneğin Streptomyces scabies patates, havuç ve turp gibi bitkilerde hastalık etkenidir 

(Hiltunen ve diğ., 2005). Bu türe ek olarak benzer etkileri olan S. acidiscabies, S. 

turgidiscabies, S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei ve S. reticuliscabiei örnek olarak 

verilebilir (Miyajima ve diğ., 1998; Lambert ve Loria, 1989b; Bouchek-Mechiche ve 

diğ., 2000). 

 Asidik topraklara uyum sağlamıĢ bir Streptomyces türü olan Streptomyces 

asidophilus  genellikle 25-35  C arasındaki sıcaklıklarda geliĢme göstermektedir. 

Buna karĢılık +4  C‟de geliĢebilen psikrofilik ve 45-55  C‟de geliĢebilen termofilik 

türlerine de rastlanmaktadır (Goodfellow ve diğ., 1987; Kim ve diğ., 1996). 

 Son zamanlarda Actinomycetales takımına ait bakterilerin izolasyonu, teĢhisi, 

karakterizasyonu ve biyoteknolojik açıdan üretmiĢ oldukları primer ve sekonder 

metabolitlerden  dolayı geçmiĢ yıllarda özellikle Streptomyces türleri baĢta olmak 

üzere önemli çalıĢmalar yapılmıĢtır (Goodfellow ve diğ., 2007; Özdemir, 2008). 

 Streptomyces cinsi üyeleri en iyi bilinen antibiyotik ve biyoaktif sekonder 

metabolit üreticisidirler. Bu cinsi üyeleri kimyasal savaĢ için potansiyel olarak 

donatılmıĢ olup doğal habitatlarda bakteriyal ve fungal rakiplerine karĢı rekabet 

edebilmelerini sağlayan birçok antimikrobiyal bileĢik üretme yeteneğine sahiptirler 

(Thompson ve diğ., 2002). Eritromisin, tetrasiklin gibi antibiyotikler, daunorubisin 

gibi antitümör ajanlar, rapamisin gibi immün baskılayıcı ve avermektin gibi 

antihelmitikler bu sekonder metabolitlerden sadece birkaç tanesini oluĢturmaktadır 

(Chater, 1993). Üzerinde daha önce çalıĢılmamıĢ bitki kök sistemi (Sembring ve diğ., 

2000), derin deniz sedimentleri (Bull ve Goodfellow, 2000) gibi habitatlardan izole 

edilen Streptomyces cinsi üyelerinin ticari olarak önemli yeni biyoaktif bileĢikler için 

potansiyel birer kaynak olduğu rapor edilmiĢtir (Qin ve diğ., 2009). 

 Streptomyces cinsinin üyeleri topraktaki biyopolimerlerin degredasyonunda 

önemli rol oynamaktadır (Wang ve diğ., 1989; McCarthy ve Williams, 1990). Bu 

sebeplerden dolayı endüstriyel öneme sahip ekstrasellüler karakterdeki; ksilanaz, 

sellülaz ve lipaz gibi birçok enzimin sentezinden sorumludurlar (Liu ve diğ., 1986; 

Baker ve diğ., 2000; Guo ve diğ., 2002). Bu açıdan da endüstriyel ve biyoteknolojik 

öneme sahip organizma grubundadırlar. 
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Ayrıca birçok parçalanması zor bitki ve hayvan materyalini ve ksenobiyotik 

polimerik maddeleri parçalayarak karbon çevrimine katkıda bulunan az sayıda 

mikroorganizma grubundan birini oluĢturmaktadırlar. Parçalayabildikleri polimerik 

maddeler arasında; (i) Polisakkaritler: niĢasta, pektin, selüloz, kitin, lignoselüloz, (ii) 

Kopolimer (kazein, jelatin, hipoksantin), (iii) Proteinler (keratin, elastin) ve (iv) 

aromatik bileĢikler gelmektedir (Kämpfer, 2006). 

Streptomyces violaceusniger, Streptomyces griseus ve Streptomyces 

hygroscopicus suĢlarının çok sayıda biyoaktif metabolit üretme yetenekleri yönünden 

diğer Streptomyces türlerine üstünlük sağladığı görülmektedir (Hayakawa ve diğ., 

2004). Genom projesi tamamlanmıĢ olan Streptomyces coelicolor türünün sekonder 

metabolit üretiminden sorumlu 29 gen kümesinin olduğu tahmin edilmektedir (Nett 

ve diğ., 2009). Bu nedenle nadir bulunan ve yaygın olmayan Streptomyces türlerinin 

izolasyonu ve sekonder metabolitler açısından taranması, doğal ürünlerin keĢfinin 

çok önemli bir parçasıdır (Goodfellow ve Williams, 1986). Yapılan çalıĢmalar 

sonucunda cinsin üyelerinden yaklaĢık 8000 kadar doğal biyoaktif sekonder 

metabolit elde edilmiĢtir (Berdy, 2005). 

2.2 Prokaryotik Sistematik 

Archaea ve Bacteria domainlerine mensup cinslerin, çeĢitliliğinin ve birbirleriyle 

iliĢkilerinin araĢtırılıp, incelendiği çalıĢmalar prokaryotik sistematiği 

oluĢturmaktadır. Taksonomi ve sistematik kelimeleri genellikle eĢ anlamlı 

kullanılmasına rağmen birbirinden farklı iki biyolojik terimdir. Sistematik; 

organizmaları düzenli biçimde karakterize edip sıraya koyan bilimsel bir çalıĢmadır 

(Madigan ve Martinko, 2009). Taksonomi genelde biyolojik sınıflandırma bilimi 

olarak tanımlanmaktadır. Cowan (1968), taksonominin bileĢenlerini; sınıflandırma, 

isimlendirme ve tanımlama Ģeklinde belirtmiĢtir. 

 Sınıflandırma; organizmaları benzerlikleri ya da farklılıklarına göre 

taksonomik gruplara ayırma yöntemi olup sonuçta sistematik bir düzen oluĢmaktadır. 

Ġki takson arasındaki akrabalık iliĢkilerini göstermek için en kısa ve akılcı yol olan 

sınıflandırma, sabit bir isimlendirme ve güvenilir bir tanımlama için ön koĢuldur ve 

genellikle tanımlama ile karıĢtırılmaktadır. (Trüper ve Schleifer, 2006; Goodfellow 

ve Fiedler, 2010). 
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 Ġsimlendirme, tür, cins, familya gibi taksonomik bir hiyerarĢinin 

oluĢturulmasında kullanılan terimlerden ve kurallardan oluĢmaktadır. 

Ġsimlendirilmenin doğru Ģekilde yapılması için International Nomenclature of 

Bacteria (Lapage ve diğ., 1992)‟nin birbirini izleyen basımlarında uluslararası 

kurallar ve tanımlanan isimlere değinilmektedir. Lapage ve diğerleri tarafından 1975 

yılında yayımlanan “Bacteriological Code” daki iki yeniliğin prokaryotik 

nomenclature (adlandırma) üzerinde geniĢ kapsamlı etkileri olmuĢtur. 1 Haziran 

1980‟den itibaren uluslararası literatüre girmiĢ olan türlerin tanınması için “Bakteri 

isimlerinin onaylanmıĢ listesi” (Approved lists of bacterial names)‟nde yayınlanma 

zorunluluğu gelmiĢtir. Ayrıca yeni takson isimleri International Journal of 

Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM; eski ismi International Journal 

of Systematic Bacteriology) adlı dergide yayınlandığında geçerli olmaktadır. Bu 

düzenleme tür, cins ve diğer taksonomik seviyelerin onaylı yeni isimlerinin kabul 

edilmesi iĢlemininin tümünün IJSEM tarafından üstlenildiğini ifade etmektedir 

(Goodfellow ve Fiedler, 2010). 

 Son adım olan tanımlama; incelenen organizmanın daha önce belirli bir 

taksonomik kategoriye yerleĢtirilmiĢ bir organizma olup olmadığının araĢtırılması 

iĢlemidir. Bir organizma tanımlanırken kemotaksonomik, moleküler sistematik, 

nümerik taksonomik metodların uygulanmasıyla elde edilen fenetik ve genetik 

özellikler temel alınmaktadır. Polifazik taksonomi olarak adlandırılan bu uygulama 

Colwell tarafından 1970 yılında yüksek kaliteli veri setleri elde etmek amacıyla 

literatüre kazandırılmıĢtır (Vandamme ve diğ., 1996; Goodfellow ve diğ., 1997; 

Gillis ve diğ., 2005). Polifazik taksonominin kullanılması, sınırlarının sürekli revize 

edildiği Actinobacteria ve Cyanobacteria gibi prokaryot grupların 

sınıflandırılmasında nitelikli geliĢmelere yol açmıĢtır (Goodfellow ve diğ., 2006; 

Kroppenstedt ve diğ., 2006; Gupta, 2009; Goodfellow ve diğ., 2010). Son derece 

korunmuĢ makromoleküllerin dizilenmesi özellikle 16S rRNA gen bölgesinin 

dizilenmesi cins ve üzeri taksonomik seviyelerde filogeninin belirlenmesinde değerli 

bilgiler sağlamıĢtır (Woose, 1987; Rossello-Mora ve Amann, 2001; Ludwig ve diğ., 

2005). Bununla birlikte DNA:DNA homolojisi, moleküler parmak izi ve fenotipik 

tekniklerin birlikte kullanılmasıyla tür ve alt tür düzeyinde sınıflandırma yapmak 

mümkün olmuĢtur (Bassam ve diğ., 1992; Rosselό- Mora ve diğ., 2001; Stackebrandt 

ve diğ., 2002; Coenye ve diğ., 2005; Tindall ve diğ., 2010). 
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2.2.1 Moleküler sistematik 

Nümerik taksonomi; nümerik olarak kodlanan ve birer karakter Ģeklinde ifade edilen 

veriler için matematiksel yöntemlerin uygulanması ve organizmaların kapsamlı 

benzerliğine dayanarak kümelere yerleĢtirilmesiyle, dendogram Ģeklinde iliĢkilerin 

ortaya konması iken (Manfio, 1995), moleküler sistematikte farklı 

mikroorganizmalardaki nükleotitler arasındaki farklılıklar, sınıflandırma ve filogeni 

arasındaki iliĢkiyi açıklamada bir görüĢ sağlamıĢtır. Mikrobiyal sistematikte tarihi 

dönüm noktası olarak görülmüĢ en değerli geliĢim; milyonlarca yıl önce ortak bir 

atadan ayrılma sonucunda meydana gelen mikroorganizmalarla, genomlarında 

kaydedilir bir farklılığa sahip mikroorganizmaların arasındaki iliĢkinin belirlenmesi 

olmuĢtur. Ökaryotlarla karĢılaĢtırıldığında prokaryotlardaki nükleik asitlerin 

korunmuĢ bölgelerinin çok daha fazla olduğu bilinmektedir (Koçak, 2012). 

Bakterilerin filogenetik akrabalıklarının ortaya çıkarılmasında fenotipik 

yöntemler yeterli olmadığından moleküler tekniklere ihtiyaç duyulmuĢtur. Canlılığı 

oluĢturan genetik yapının çözülmesi ve bu genlerin yerlerinin saptanması, 

iĢlevlerinin anlaĢılması, iliĢkilerinin belirlenmesi amacıyla gerçekleĢtirilen çalıĢmalar 

hızla devam etmektedir. Bu çalıĢmalarla geliĢtirilen yöntemlerin en önemlilerinden 

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

Prokaryotik türlerin tanımlanmasıyla ilgili bir standardın oluĢturulması 

amacıyla 2002 yılında Ad-Hoc komitesi tarafından araĢtırıcılara çeĢitli önerilerde 

bulunulmuĢ ve prokaryotik sistematiğin geliĢmesine önemli katkıda bulunulmuĢtur. 

Bu komitenin aldığı kararlardan biri prokaryotik tür tanımlanırken % 70 ve üzeri 

DNA:DNA hibridizasyonu, % 97‟nin üzerinde 16S rRNA gen dizisi özdeĢliği ve 

belirli derecede fenotipik tutarlılığın temel alınması önerilmiĢtir. Ayrıca yeni 

tanımlanan bakteri türlerinin en az iki kültür koleksiyonuna depozit edilmesi de 

karara bağlanmıĢtır (Stackebrandt ve diğ., 2002; Coenye ve diğ., 2005). 

Son yıllarda dizileme teknolojisinde ortaya çıkan geliĢmeler artık prokaryotik 

organizmaların tüm genomunun analizine olanak sağlamıĢtır.  Ekim 2013‟te 11512 

prokaryotik genom analizi tamamlanmıĢtır (Fleischmann ve diğ., 1995; Fraser ve 

diğ., 1995; Lagesen ve diğ., 2010). Prokaryotik taksonların tanımlanmasında 

kullanılan yöntemler Tindall ve diğerleri tarafından ayrıntılı olarak ele alınmıĢ, 
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genomik metodların güçlü ve zayıf yönleri Schleifer tarafından aydınlatılmıĢtır 

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

16S rRNA gen bölgesi 

Çoğaltılma iĢlemi oldukça kolay olan 16S rRNA molekülünün dizi analizi 

çalıĢmaları mikrobiyal taksonomide en çok kullanılan tekniklerden biridir. Bu teknik 

ile tüm canlılar Archaea (Arkeler), Bacteria (Bakteriler) ve 18S rRNA ile de 

Eukaryote (Ökaryotlar) olmak üzere üç büyük üst aleme ayrılmıĢtır (Woese, 1987; 

Embley ve Stanckebardt, 1994). 

 RNA‟nın bir alt birimi olan ve toplam uzunluğu yaklaĢık 1540 nükleotiten 

ibaret olan 16S rRNA gen bölgesi, filogenetik iliĢkinin belirlenmesinde ve bakteriyal 

tanımlama çalıĢmalarında yaygın olarak kullanılmaktadır. Yüksek oranda korunmuĢ 

bölgeleri içeren ve tür için spesifik olan 16S rRNA gen bölgesi tüm türlerin 

tanımlanmasında oldukça faydalıdır (Brown-Elliott, 2006). KorunmuĢ bölgeler yavaĢ 

evrimleĢtikleri için taksonomik karĢılaĢtırmaları sağlayacak verileri içermektedir. 

16S rRNA sekans verileri genbanklarda deposit edilmekte ve ihtiyaç duyulduğunda 

bu veriler gen bankalarından kolaylıkla elde edilebilmektedir (Brown-Elliott, 2006; 

Zhi ve Stackebrandt, 2009; Tindall ve diğ., 2010). 

 Yapılan karĢılaĢtırmalar sonucu prokaryotik bir organizmanın 16S rRNA 

dizisinin diğer prokaryotlardan % 3‟den fazla farklılık göstermesi, bu organizmanın 

yeni bir tür olduğunu gösterir. Bunu destekleyen en önemli veri, 16S rRNA dizisinde 

% 98,5‟den az benzerlik göstermiĢ olup, bu iki bakterinin DNA:DNA homolojisi 

yapıldığında % 70‟den daha yüksek bir değer elde edildiği hiçbir örneğin 

varolmamasıdır (Konstantinidis ve Tiedje, 2007). Yapılan çalıĢmalar 16S baz 

dizilemenin bazı durumlarda genomik DNA hibridizasyonuna göre organizmaları tür 

seviyesinde ayırma gücünün yetersizliğini göstermektedir. 16S baz dizisi çok benzer 

ve hatta birebir olan bazı organizmaların oldukça farklı bir genoma sahip olduğu 

görülmüĢtür. Bu yüzden %97‟den fazla dizi benzerliği görülen durumlarda genomik 

hibridizasyon yeni türlerin tanımlanması için önemli bir taksonomik tekniktir 

(Coenye ve diğ., 2005, Stackebrandt, 2006; Goodfellow ve Fiedler, 2010). Bunlarla 

birlikte son yıllarda yapılan çalıĢmalar sadece 16S rRNA gen bölgesinin yeni bir türü 

belirlemek için yeterli olmadığını gösteren literatürler mevcuttur (Kirby ve diğ., 

2010). 
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 16S rRNA gen sekansları ve DNA-DNA hibridizasyon (DDH) analizleri, cins 

içersindeki türlerin filogenetik olarak sınıflandırılmasında kullanılmaları, tür ve tür 

üstü kategorilerde filogenetik iliĢkileri ortaya koymaları bakımından modern 

bakteriyal taksonominin „altın standardı‟ olmalarına rağmen aynı türe ait 

organizmalar arasındaki ayırt ediciliği ortaya koyması bakımından yetersiz 

kalmaktadır (O‟Donnell ve diğ., 1993). Bunun için yapısal (housekeeping) gen 

sekanslarının kullanımı, 16S rRNA gen sekans analizlerinin tamamlayıcısı olarak tür 

seviyesinde belirlemeyi sağlamak için önerilmektedir (Stackebrandt ve Ebers, 2006; 

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

Çizelge 2.1. Bakterilerin sınıflandırılmasında kullanılan tekniklerin taksonomik 

seviyelerdeki kullanımı (Staley, 2006). 

Takson 

Seviyesi 

Fenotipik 

Özellikler 

16S 

rRNA 

DNA:DNA 

Hibridizasyonu 

Domain + + - 

Alem + + - 

ġube + + - 

Sınıf + + - 

Ordo + + - 

Familya + + - 

Cins + +/- +/- 

Tür + - +/- 

Alttür +/- - - 
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3 MATERYAL-METOT 

3.1 Toprak Örneklerinin Seçimi ve Kaynakları 

Bu çalıĢma için Marmara Bölgesi‟nde bulunan dört farklı adanın (Büyükada, 

Burgazada, Heybeliada, Kınalıada) dokuz  lokalitesinden elde edilen toprak örnekleri 

steril kaplara ve steril plastik poĢetlere alınmıĢ ve laboratuvar numaraları verilerek 

kullanıma kadar +4  C‟de korunmuĢlardır. Ġzolasyon çalıĢmasının yapıldığı 

örneklerinin laboratuvar kodu, toprak tipleri ve alındıkları lokaliteler Çizelge 3.1 ‟de 

verilmiĢtir. 

Çizelge 3.1. Actinobacteria sınıfı mikroorganizmaların izolasyon çalıĢmasının 

yapıldığı toprak örneklerinin laboratuvar numarası, toprak tipi ve 

lokaliteleri 

Kodu Toprak Tipi Lokalitesi 

H1 Kıyı Toprağı Heybeliada 

H2 Orman Toprağı Heybeliada 

H3 Açık Alan Toprağı Heybeliada 

B1 Tepe Toprağı Büyükada 

B2 Orman Toprağı Büyükada 

Z1 Tepe Toprağı Burgazada 

Z2 Kıyı Toprağı Burgazada 

K1 Orman Toprağı Kınalıada 

K2 Kıyı Toprağı Kınalıada 

 

3.2 Toprakların pH’sı  

Her bir toprak örneğinden 20-25 g tartılarak 100 ml‟lik behere konuldu ve 

iyonizasyon için yavaĢça saf su eklenerek toprak örneği suya doyuncaya kadar 

karıĢtırıldı. Saf su ilavesi örnekler üzerinde ince bir su tabakası oluĢunca kesildi. 

Örneklerin pH‟ları 24 saat sonunda cam elektrod pH metre ile ölçüldü (Model 292, 

Unicam Ltd.). Son pH, örnekler içinde küçük lokal çeĢitlilikler olabileceği 

düĢünülerek aynı örnekten alınan 3 ölçümün ortalaması hesaplanarak belirlendi 

(Çizelge 3.2). 
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Çizelge 3.2. Marmara Bölgesi‟ndeki adalardan alınan toprak örneklerinin ortalama 

pH değerleri 

Toprak Örneği Ortalama Toprak pH’sı 

Heybeliada- Kıyı Toprağı (H1) 7,35 
Heybeliada- Orman Toprağı (H2) 7,45 
Heybeliada- Açık Alan Toprağı (H3) 7,05 
Büyükada-Tepe Toprağı (B1) 6,67 
Büyükada-Orman Toprağı (B2) 6,74 
Burgazada- Tepe Toprağı (Z1) 7,55 
Burgazada- Kıyı Toprağı (Z2) 6,55 
Kınalıada-Orman Toprağı (K1) 7,90 
Kınalıada-Kıyı Toprağı (K2) 7,40 

 

3.3 Mikroorganizmaların Ġzolasyonu 

Bu çalıĢmada kullanılan kültür ortamları ile solüsyonların içeriği ve hazırlanıĢları 

Ek-A ve Ek-B‟de verilmiĢtir 

3.3.1 Dilüsyon plaka yöntemi 

Her bir toprak örneğinden 20-25 g alınıp oda sıcaklığında etiketli petriler içinde 

yaklaĢık 15 gün bekletildi ve kuru toprak örnekleri birbirine karıĢmayacak Ģekilde 

havanla dövülerek toz haline getirildi. Ġzolasyona hazır hale gelen her bir toprak 

örneğinden 1 g tartılarak daha önce steril olarak hazırlanan ve içinde 9 ml ringer 

çözeltisi ve cam boncuk bulunan 20 ml‟lik ĢiĢelere kondu. 10
-1
‟lik dilüsyonların her 

biri, toprak kolloidlerine tutunmuĢ olan mikroorganizma sporlarını ve 

miselyumlarını toprak kolloidlerinden ayırmak için 30 dakika boyunca çalkalandı. 

Ġzolasyon plaklarındaki vejetatif formlara bağlı kontaminasyonu azaltmak için 

50  C‟ye ayarlı sıcak su banyosunda 20 dakika bekletildi. 10
-2

 dilüsyonunu 

hazırlamak için, içerisinde steril 4.5 ml Ringer çözeltisi bulunan tüplere vorteks 

karıĢtırıcı (Fisons Scientific Apparatus Ltd., Loughborough, Leicesteshire, England, 

UK) ile karıĢtırılan 10
-1

 dilüsyonundan, otomatik pipet (P1000:Gilson, Anacham 

Ltd., Luton Bedfordshire, England, UK) ile alınan 0.5 ml toprak çözeltisi ilave 

edildi. Aynı iĢlem 10
-3 

ve 10
-4 
lük dilüsyonlar için de tekrarlandı (Sembiring,  2000; 

Sivakumar, 2008 ). 
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 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 lük dilüsyonlardan otomatik pipet (P200:Gilson, Anachem 

Ltd.) ile alınan çözeltiler (0.2 ml), cycloheximide (50 g ml
-1

), rifampicin (0.5 g 

ml
-1

) ve nalidiksik asit (10 mg ml
-1
) ilaveli hümik asit vitamin agar (Yamamura ve 

diğ., 2003), Bennett‟s agar (Jones, 1949), ISP5 agar (Pridham ve diğ., 1956–1957), 

tripton yeast ekstrakt agar (Bower ve Hucker, 1930) ve tripton yeast ekstrakt  

vitaminli agar (Bower ve Hucker, 1930) yüzeyine inoküle edildi. Her bir dilüsyon 

için 2 plak hazırlandı. Ġnokülasyonlu plaklar, O2 giriĢine izin verecek Ģekilde 

30  C‟deki etüvde 10-14 gün süreyle inkübasyona bırakıldı. ÇalıĢma boyunca tek 

kullanımlık steril plastik petriler (90 mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK) 

kullanılmıĢtır. 

3.3.2 Sükroz santrifügasyon yöntemi 

Dilüsyon plaka yönteminde bahsedilen toprak kolloidlerinden mikroorganizmaların 

spor ve miselyumlarını ayırmak amacıyla uygulanan çalkalama iĢlemi ile 

dekontaminasyon iĢlemleri ilk etapta uygulandı. 10
-2

 dilüsyonunu hazırlamak için, 

içerisinde steril 9 ml % 20‟lik sükroz çözeltisi bulunan tüplere vorteks karıĢtırıcı 

(Fisons Scientific Apparatus Ltd., Loughborough, Leicesteshire, England, UK) ile 

karıĢtırılan 10
-1

 dilüsyonundan, otomatik pipet (P1000:Gilson, Anacham Ltd., Luton 

Bedfordshire, England, England, UK) ile alınan 1 ml toprak çözeltisi ilave edildi 

(Yamamura ve diğ., 2003). 

  ArdıĢık izolasyonda spor süspansiyonunun 1 ml‟si sükroz gradientinin en üst 

tabakasını oluĢturacak Ģekilde steril pipetle ilave edildi ve spor süspansiyonu ilave 

edilmiĢ tüpler santrifüjlendi (oda sıcaklığında 30 dk, 240xg) (Yamamura ve diğ., 

2003). Santrifüj iĢleminden sonra her bir tabaka için farklı steril pipet kullanılarak 

gradientin en üst kısmı ardıĢık olarak alındı ve ringer çözeltisi ile 10‟luk seri 

sulandırma yapıldı. 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

 lük dilüsyonlardan otomatik pipet (P200:Gilson, 

Anachem Ltd.) ile alınan çözeltiler (0.2 ml), cycloheximide (50 g ml
-1

), rifampicin 

(0.5 g ml
-1

) ve nalidiksik asit (10 mg ml
-1
) ilaveli hümik asit vitamin agar 

(Yamamura ve diğ., 2003), Bennett‟s agar (Jones, 1949), ISP5 agar (Pridham ve diğ., 

1956–1957), tripton yeast ekstrakt agar (Bower ve Hucker, 1930), ve tripton yeast 

ekstrakt  vitaminli agar (Bower ve Hucker, 1930) yüzeyine inoküle edildi. Her bir 

dilüsyon için 2 plak hazırlandı. Ġnokülasyonlu plaklar, O2 giriĢine izin verecek 

Ģekilde 30C‟deki etüvde 10-14 gün süreyle inkübasyona bırakıldı. ÇalıĢma boyunca 
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tek kullanımlık steril plastik petriler (90 mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK) 

kullanılmıĢtır. 

3.3.3 % 1.5’luk fenol yöntemi 

Dilüsyon plaka yönteminde bahsedilen toprak kolloidlerinden mikroorganizmaların 

spor ve miselyumlarını ayırmak amacıyla uygulanan çalkalama iĢlemi ile 

dekontaminasyon iĢlemleri ilk etapta uygulandı. 10
-2

 dilüsyonunu hazırlamak için, 

içerisinde steril 9 ml % 1.5‟luk fenol çözeltisi bulunan tüplere vorteks karıĢtırıcı 

(Fisons Scientific Apparatus Ltd., Loughborough, Leicesteshire, England, UK) ile 

karıĢtırılan 10
-1

 dilüsyonundan, otomatik pipet (P1000:Gilson, Anacham Ltd., Luton 

Bedfordshire, England, England, UK) ile alınan    1   ml toprak çözeltisi ilave edildi. 

Bu karıĢım 30  C‟ de 30 dk inkübe edildikten sonra, 10
-2

 „lik dilüsyondan otomatik 

pipet ile alınan 0.2 ml karıĢım cycloheximide (50 g ml
-1

), rifampicin (0.5 g ml
-1

) 

ve nalidiksik asit (10 mg ml
-1
) ilaveli HV agar (Yamamura ve diğ., 2003)  üzerine 

inoküle edildi. Ġnokülasyonlu plaklar, O2 giriĢine izin verecek Ģekilde 30  C‟deki 

etüvde 10-21 gün süreyle inkübasyona bırakıldı (Istıanto ve diğ., 2012). ÇalıĢma 

boyunca tek kullanımlık steril plastik petriler (90 mm, disposable petri dishes, 

Sterillin, UK) kullanılmıĢtır. 

3.3.4 Ġzolatların seçimi ve saflaĢtırılması 

ArdıĢık dilüsyonlarla farklı seçici besiyerlerine aktarılan örnekler 30 C‟de 14-21 

gün inkübasyona bırakıldı ve bu izolasyon plaklarında aktinomiset benzeri kolonileri 

belirleyebilmek için gözle ve binoküler mikroskopla    (X 400 büyütme; Nikon 

Kogaku K. K:, Tokyo, Japan) araĢtırma yapıldı. Belirlenen aktinomiset ve benzeri 

koloniler steril kürdanlar kullanılarak cycloheximide (50 g ml
-1

) ilaveli glukoz 

yeast extract agar (GYEA; Gordon ve Mihm, 1962) , tryptone yeast glucose extract 

agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930) ve NZ-Amin agar yüzeyine transfer edildi. 30 

C‟de 14 günlük inkübasyon sonrasında transferi yapılmıĢ plaklardan saf izolatlar 

elde edilmiĢlerdir.  

3.3.5 Ġzolatların stoklanması 

Toprak izolasyonu sonucunda, makroskobik ve mikroskobik görüntülerine göre 

seçilen toplam 142 izolat cycloheximide (50 g ml
-1

) ve rifampisin (0,5g ml
-1

)  

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 üzerine 

yoğunlaĢtırılarak ekildi ve 30  C‟de ve 14 gün boyunca inkübe edildi. 

  Ġnkübasyon sonunda her bir suĢ % 20‟lik gliserol içeren otoklavlanabilir 1,5 

ml‟lik vidalı kapaklı tüpler içerisine steril bir öze veya kürdan yardımı ile transfer 

edilerek -18 C de stoklanmıĢtır (Wellington ve Williams, 1978).  

 Gliserolde stoklama tekniği; gliserolün hücre zarını yumuĢak tutarak erime ya 

da donma sırasında zarın parçalanmasına engel olma özelliği olmasından dolayı 

suĢların uzun süreli muhafazasında liyofilizasyondan sonra en güvenilir teknik 

olarak kabul edilmektedir. 

3.4 DNA Ġzolasyonu 

3.4.1 Genomik DNA izolasyonu 

Test organizmalarının DNA izolasyonu; DNA Ġzolasyon Kiti (Ġnvitrogen,USA) 

kullanılarak gerçekleĢtirildi. 

Test organizmaları, iyi geliĢebildikleri besiyerine göre cycloheximide (50 μg 

ml
-l
) ilaveli tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve diğ., 1989) veya glukoz 

yeast ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) kültür ortamında 28 °C'de 7 gün süre ile 

geliĢtirildi. Ġnkübasyon sonrası, her bir izolattan bir öze dolusu kültür alınarak yine 

besiyeri isteklerine göre 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. Kültürler çalkalamalı inkübatörde 28 °C'de 160 rpm (dakikadaki 

devir)‟de 3-10 gün süre ile geliĢtirildi. Saflıkları kontrol edildikten sonra steril 

eppendorflara kültürlerden 1,5 ml ilave edildi ve 13 000 rpm 'de 10 dk santrifüj 

edildi.          

Santrifüj sonrası üst faz uzaklaĢtırılıp ddH2O 1 defa, TE  (10 mM Tris, 1 mM 

EDTA, pH 8) tamponunda 2 defa olmak üzere toplam 3 kez yıkandı (Sambrook ve 

diğ., 2001) ve hücre pelletleri DNA ekstraksiyonuna hazır hale getirildi.  
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ĠĢlem Basamakları 

Lizatın Hazırlanması; 

1. Hücre pelletini lizozim içeren 180 µl lizozim sindirim tamponunda süspanse 

edildi ve kısa vortekslemeyle iyice karıĢtırılarak ve 37  C 'de 12 saat 

bekletildi. 

2. Ġki ayrı su banyosunu (veya ısıtıcı bloku) 37  C ve 55  C sıcaklığa ayarlandı. 

3. 50 µl tiriton-x veya guanidin tiyosiyonat ilave edilip pipetaj yapıldı ve 30 dk 

37  C'de bekletildi. 

4. 20 µl RNaz  eklendi ve 37  C'de 30-45 dk bekletildi.  

5. 20 µl Proteinaz K eklendikten sonra kısa vortekslemeyle iyice karıĢtırıldı ve 

37  C'de 30-45 dk bekletildi. 

6. 200 µl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve kısa 

vorteklemeyle iyice karıĢtırıldı. 

7. 55  C'de 30 dakika bekletildi. 

8. Lizata 200 µl % 96-100'lük etanol eklendikten sonra homojen bir çözelti elde 

etmek amacıyla 5 sn vorteksleyerek iyice karıĢtırıldı. 

Uygulama; 

1. PureLink genomik parçalama/bağlama tamponu ve etanolle hazırlanan lizat 

(yaklaĢık 640 µl) PureLink spin kolona aktarıldı. 

2. Kolonu oda sıcaklığında 10,000 x g'de 1 dk santrifüjlendi. 

3. Toplama tüpü atıldı ve spin kolon temiz bir PureLink toplama tüpüne 

yerleĢtirildi. 

4. Kolona, daha önceden etanolle hazırladığımız yıkama tamponu 1'den 500 µl 

eklendi. 

5. Kolon oda sıcaklığında 10,000 x g'de 1 dk santrifüjlendi.  

6. Toplama tüpü atıldı ve spin kolon temiz bir toplama tüpüne yerleĢtirildi.  

7. Kolona, daha önceden etanolle hazırladığınız yıkama tamponu 2'den 500 µl 

eklendi. 
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8. Kolon, oda sıcaklığında maksimum hızda 3 dk santrifüjlendi ve toplama tüpü 

atıldı. 

9. Spin kolonu temiz bir 1.5 ml'lik mikrosantrifüj tüpüne yerleĢtirildi.  

10. Kolona 25-200 µl PureLink genomik ayırma tamponu (Genomic Elution 

Buffer) eklendi. 

11. Kolon oda sıcaklığında maksimum hızda 1.5 dk santrifüjlendi ve böylece saf 

hücre DNA‟sı elde edildi. 

12. SaflaĢtırılan DNA -20  C'de saklandı. 

3.4.2 DNA izolasyon kontrolü 

DNA örnekleri, izolasyon iĢleminin bir sonucu olarak geleneksel bir metot olan 

agaroz jel elektroforezi kullanılarak kontrol edildi. Ġzole edilen DNA örneklerinin 

agaroz jelde görünür hale gelebilmesi için agaroz jel içerisine floresan özellik 

gösteren etidyum bromür boyası ilave edildi. Etidyum bromür, çift zincirli DNA‟nın 

baz çiftlerine bağlanarak 254 veya 312 nm dalga boyunda UV transillüminatörde 

kırmızı floresans yayma özelliği gösterir. Bu özellik, Ģayet DNA izole edilmiĢ ise 

UV transillüminatör üzerinde, agaroz jelde kırmızı bantların oluĢmasını 

sağlayacaktır. 

 Elektroforez tablası çalıĢma alanı üzerinde zemini düz olan bir yere bırakıldı. 

DNA örneklerini görüntülemek için 35 ml 1xTBE içerisinde % 1 (w/v)‟lik, 4 μl 

etidyum bromür (10 mg/ml) ilaveli agaroz jel hazırlandı. Hemen sonra tablaya hava 

kabarcığı oluĢmayacak Ģekilde agaroz jel döküldü. Taraklar dikkatli bir Ģekilde 

yerleĢtirildi. KatılaĢtıktan sonra taraklar çıkarıldı ve elektroforez tablası içinde 

1xTBE bulunan elektroforez tankına yerleĢtirildi. Tarağın oluĢturduğu hollere her bir 

DNA örneğinden 3 μl alınarak jel yükleme tamponu (brom fenol mavisi) ile birlikte 

yüklendi. 

Agaroz jel elektroforez için gerekli solüsyonların hazırlanıĢı ve saklama 

koĢulları Ek-B‟de verilmiĢtir. 

3.4.3 16S rDNA’nın PZR çoğaltması 

Test izolatlarının 16S rRNA gen bölgesi 27f ve 1525r primerleri (27f:5'-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' ve 1525R:5'AAGGAGGTGWTCCARCC-3' 
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Lane, 1991) kullanılarak Thermal Cycler (PCR Express, ThermoHybaid, Middlex, 

UK)‟da amplifiye edildi. 

 Polimerize zincir reaksiyonları için Promega firmasından temin edilen GoTaq 

Hot Start Master Mix (Promega Corporation,USA) kullanıldı. 16S rRNA gen 

bölgesinin amplifikasyonunda kullanılan her bir örnek için 50 µl ölçüdeki bir 

reaksiyon karıĢımı Çizelge 3.3‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.3. 16S rRNA gen bölgesinin PZR koĢullarında çoğaltılmasında kullanılan 

reaktiflerin yoğunluk ve miktarları 

Reaktif Stok Yoğunluğu Miktar (µl) 

Hot Start Master Mix (Promega) 2x 25 

27f primeri (AlfaDNA) 10 pmol 1 

1525r primeri (Alfa DNA) 10 pmol 1 

Kalıp DNA 50-100 ng 2 

Nükleaz Ġçermeyen Su  21 

Reaksiyon karıĢımı her bir örnek için kalıp DNA dahil 50 µl olacak Ģekilde 

tüplere buz üzerinde transfer edildi. DüĢük devirde vortekslenip, mikrosantrifüjde 

kısa süreli döndürüldü. 

PZR reaksiyonu Çizelge 3.4.‟deki Ģartlarda baĢlatıldı.  

Çizelge 3.4. 16S rRNA gen bölgesi amplifikasyonu için optimize edilmiĢ PZR 

sıcaklık döngü düzeni. 

ĠĢlem Sıcaklık (°C) Süre (dk) Döngü Sayısı 

Ön denatürasyon 94 2 1 

Denatürasyon 94 1 35 

Bağlanma  55 2 35 

Uzama 72 3 35 

Son uzama 72 8 1 

Reaksiyon sonrası saklama 4   

%1‟lik kontrol agarozunda (Agaroz Serva) 3 µl PZR ürünü DNA markör ile 

yürütülerek hedef bölgenin varlığı tespit edildi. 
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3.4.4 16S rRNA sekans verilerinin eldesi, analizi ve filogenetik 

dendrogramların oluĢturulması 

PZR amplifikasyon ürünleri elde edildikten sonra çalıĢma izolatlarımızın 16S gen 

bölgesinin baz dizi analizi MacroGen firmasından hizmet alımı Ģeklinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 16S rRNA gen bölgesinin baz dizilimi, farklı 5 oligonükleotit 

primeri (Çizelge 3.5) ile MacroGen firması tarafından ABI 3730XL otomatik baz 

dizi cihazı ile belirlenmiĢtir.          

  AB1 formatındaki dosyalar fasta formatına dönüĢtürüldükten sonra Mega 5 

(Tamura ve diğ., 2011) programları kullanılarak karĢılaĢtırmalı ve manuel olarak üç 

farklı primerden (MG3f, MG5f ve 800r) elde edilen diziler birleĢtirilmiĢ ve zayıf 

nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani 'N' kodlu ve birkaç duplike baz) yoğun olduğu 

genellikle sekans sonları veri setinden uzaklaĢtırılarak 16S rRNA gen bölgesinin baz 

dizilimi elde edilmiĢtir. Farklı primerler kullanılarak hazırlanan 16S rRNA gen 

dizileri, filogenetik iliĢkilerin belirlenebilmesi amacıyla analizlerde kullanılmıĢtır. 

   Ez Taxon Server (URL-1; Kim ve diğ., 2012) kullanılarak test izolatlarına en 

yakın akraba olan türlerin 16S rRNA gen dizileri NCBI; 

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

elde edilmiĢtir. 16S rRNA nükleotid baz dizileri ile test örneklerinin baz dizileri 

Mega 5 (Tamura ve diğ., 2011) programı kullanılarak karĢılaĢtırmalı ve manuel 

olarak dizilenmiĢtir. Bu diziler ve test organizma dizilerinin hizalama iĢlemleri Mega 

5 (Tamura ve diğ., 2011) programlarında birbirleriyle hizalandırılmıĢ ve daha sonra 

aynı programda, filogenik analiz bölümüne geçilmiĢtir. 16S rRNA baz dizilerinin 

çoklu hizalanması sonrasında filogenetik soyağaçları neighbor-joining (Saitou ve 

Nei, 1987) algoritması kullanılarak oluĢturulmuĢtur. Neighbour-joining algoritması 

için filogenik uzaklık matriksi Jukes-Cantor metodu kullanılmıĢtır (Jukes ve Cantor, 

1969). Filogenik analizler için oluĢturulan filogenetik ağaçların bootstrap analizleri 

1000 tekrarlı olarak Mega 5 (Tamura ve diğ., 2011) paket programında elde 

edilmiĢtir. Test izolatlarının yüzde benzerlik tabloları ve nükleotit farklılıklarını 

gösteren tablolar PHYDĠT paket programı kullanılarak yapılmıĢtır. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/
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Çizelge 3.5. 16S rRNA  gen bölgesi amplifikasyon ve sekans primerleri 

Primer Adı Sekans (5
’
 ve 3

’
)* Büyüklük (bç) 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 Mikroorganizmaların Farklı Lokalitelerden Ġzolasyonu 

Marmara Bölgesi‟nde yer alan Burgazada, Büyükada, Heybeliada ve Kınalıada‟nın 9 

farklı lokalitesinden elde edilen toprakların izolasyonunda 5 farklı besiyeri hümik 

asit vitamin agar (Yamamura ve diğ., 2003), Bennett‟s agar (Jones, 1949), ISP5 agar 

(Pridham ve diğ., 1956–1957), tripton yeast ekstrakt agar (Bower ve Hucker, 1930) 

ve tripton yeast ekstrakt  vitaminli agar (Bower ve Hucker, 1930)  kullanıldı. 

Dekontaminasyon iĢlemleri uygulanan toprak örneklerine, toprak izolasyonunda 

yaygın olarak kullanılan dilüsyon plak yöntemi, nadir aktinomisetlerin izolasyonunda 

kullanılan sükroz santrifügasyon yöntemi ve % 1,5‟luk fenol yöntemi uygulanarak 

örnekler seri olarak sulandırıldı (10
-1

, 10
-2

, 10
-3

) ve yayma plaka yöntemiyle ekimleri 

yapıldı. Ekimleri tamamlanan plaklar 14 günlük (2 hafta) inkübasyona bırakıldı 

(Yamamura ve diğ., 2003). Ġnkübasyon sonrasında farklı aktinomiset gruplarına dahil 

olduğu  düĢünülen mikroorganizmalar tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve 

diğ., 1989),GYM ve NZ-amin agar ortamına aktarılarak saflaĢtırılma prosedürüne 

geçildi (Ek-C). Dekontamine haldeki mikroorganizmalar tek koloni için glukoz yeast 

ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) ortamına aktarıldı. GeliĢen organizmaların 

daha sonra glukoz yeast ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) ortamına yoğun 

ekimleri gerçekleĢtirildi (Ek-C). Ġnkübasyon süresi sonunda her bir izolat % 20‟lik 

gliserol içeren otoklavlanabilir 1,5 ml‟lik vidalı kapaklı tüpler içerisine steril bir öze 

yardımı ile transfer edilerek -18C de stoklandı (Wellington ve Williams, 1978). Bu 

adaların 9 farklı lokalitesinden izole edilen aktinomiset izolatlarının kaynakçaları 

Çizelge 4.1‟de verilmiĢtir. 

 Toprak izolasyonu sonucunda seçilen toplam 142 izolat içerisinde, 

makroskobik ve mikroskobik görüntülerine göre 62 izolat 16S rRNA gen bölgesi 

analizleri için seçilmiĢ ve bunlardan 45 organizmanın filogenetik analizleri bu 

çalıĢmada gerçekleĢtirilmiĢtir (Çizelge 4.2). 
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Çizelge 4.1. Toprak izolasyonu ile Heybeliada‟dan elde edilen aktinomiset izolatları 

Organizma Heybeliada 

H1S2 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R3 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R4 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R5 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R6 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R7 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R8 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R9 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R10 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R11 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H1R12 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R1 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R2 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R3 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R4 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R5 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R6 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R7 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R8 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R9 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R10 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R11 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R12 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R13 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R14 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R15 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R16 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R17 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R18 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R19 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R20 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R21 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R22 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2F23 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R24 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H2R25 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R1 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R2 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R4 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R5 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R6 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R7 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R8 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R9 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R10 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R11 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R12 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R13 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R14 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R15 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R16 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R17 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R18 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R19 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R20 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R21 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R22 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 
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Çizelge 4.1. Devamı 

H3R23 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R24 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R25 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R26 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R27 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R28 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R29 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

H3R30 S.Sarıcaoğlu,Orman Toprağı,Heybeliada,Ġstanbul 

Çizelge 4.2.Toprak izolasyonu ile Büyükada‟dan elde edilen aktinomiset izolatları 

Organizma Büyükada 

B1R8 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Büyükada, Ġstanbul 

B1R25 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Büyükada, Ġstanbul 

B1R26 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Büyükada, Ġstanbul 

B1F34 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Büyükada, Ġstanbul 

B2R7 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Büyükada, Ġstanbul 

B2R8 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Büyükada, Ġstanbul 

B2F13 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Büyükada, Ġstanbul 

B2F16 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Büyükada, Ġstanbul 

Çizelge 4.3.Toprak izolasyonu ile Burgazada‟dan elde edilen aktinomiset izolatları 

Organizma Burgazada 

Z1R8 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R9 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R16 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R17 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R21 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R23 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R24 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R25 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R26 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R27 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R28 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R34 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1F34 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1F35 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R37 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R39 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z1R61 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z2R34 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z2R53 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 

Z2R54 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Burgazada, Ġstanbul 
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Çizelge 4.4.Toprak izolasyonu ile Kınalıada‟dan elde edilen aktinomiset izolatları 

Organizma Kınalıada 

K1R7 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R9 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R11 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R13 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R15 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R16 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R18 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R19 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R21 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R23 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R24 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R28 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R32 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R36 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K1R61 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R2 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R5 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R8 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2S18 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2S19 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2S20 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2S25 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R32 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R33 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R34 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R35 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R37 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R38 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R40 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R41 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R42 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R44 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R47 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R49 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R51 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R55 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R56 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R59 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2S63 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2S64 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2S65 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2S66 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2F72 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2F73 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R76 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 

K2R77 S.Sarıcaoğlu, Orman Toprağı, Kınalıada, Ġstanbul 
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Çizelge 4.5. 16S rRNA dizi analizleri yapılan Actinomycetes izolatları 

Cins Ġzolat 
Ġzolasyom Besi 

Yeri 

Dilüsyon 

Plaka 

Sükroz 

Gradient 

%1.5’luk 

Fenol 

Actinomadura B2F13 HV Agar   X 

Agromyces 
K1R23 

K2R23 

TYGV Agar 

Bennett‟s Agar 
X 

X 

  

Geodermatophilus Z2R53 Bennett‟s Agar X   

Kribbella 

H2R4 

H2R22 

H3R5 
 

TYGV Agar 

HV Agar 

TYG Agar 

X 

X 

X 

  

Micromonospora 

H2F8 

H2F23 

H2R10 

H3F6 

H3F25 

K2F72 

K2F73 

K2R33 

K2R35 

K2R47 

K2R49 

K2R55 

K2S19 

K2S20 

Z1F35 

Z1R8 

Z1R61 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

TYGV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

Bennett‟s Agar 

Bennett‟s Agar 

HV Agar 

Bennett‟s Agar 

Bennett‟s Agar 

 

 

X 

 

 

 

 

X 

X 

X 

X 

X 

 

 

 

X 

X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

X 

X 

X 

X 

 

X 

X 

X 

X 

 

 

 

 

 

 

 

X 

Nocardia 

H3S3 

H3S24 

K2R37 

TYGV Agar 

TYGV Agar 

HV Agar 

 

 

X 

X 

X 

 

Nonomuraea 

H1R4 

H2R3 

H2R11 

H2R15 

H2R16 

H2R21 

Z1R24 

Z2R54 

Bennett‟s Agar 

TYG Agar 

TYG Agar 

TYGV Agar 

TYG Agar 

HV Agar 

Bennett‟s Agar 

HV Agar 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

  

Rhodococcus 

H3R2 

B1R8 

K1R19 

TYGV Agar 

TYGV Agar 

HV Agar 

X 

X 

X 

  

Strepromyces 

H1R6 

H1R9 

H2R12 

H3R8 

H3S9 

H3R17 

H3R21 

H3S23 

B1F34 

B2F16 

K1R16 

K1R18 

K1R21 

K1R24 

K1R61 

K2R2 

K2R40 

K2R76 

K2R77 

Z1R7 

Z2S13 

Z1F34 

Z1R34 

Z2R34 

HV Agar 

HV Agar 

TYGV Agar 

TYG Agar 

TYG Agar 

TYGV Agar 

TYG Agar 

TYG Agar 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

Bennett‟s Agar 

TYGV Agar 

Bennett‟s Agar 

Bennett‟s Agar 

HV Agar 

HV Agar 

HV Agar 

Bennett‟s Agar 

TYGV Agar 

HV Agar 

Bennett‟s Agar 

HV Agar 

X 

X 

X 

X 

 

X 

X 

 

 

 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

 

 

X 

X 

 

 

 

 

X 

 

 

X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

X 

 

 

 

 

 

 

 

 

X 

X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

X 
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62 aktinomiset izolatı içerisinde 29 izolat hümik asit vitamin agar (HV) 

ortamından, 13 izolat Bennett‟s agar ortamından, 12 izolat tripton yeast ekstrakt 

vitaminli agar (TYGV) ortamından ve 8 izolatta tripton yeast ekstrakt agar (TYG) 

ortamından izole edilmiĢtir. 62 test izolatının elde edildiği izolasyon yöntemleri 

kıyaslandığında; dilüsyon plaka yöntemi ile 44 izolat, % 1.5‟luk fenol ön uygulaması 

ile 11 izolat ve sükroz gradient santrifügasyon yöntemi ile de 7 izolat izole edilmiĢtir.  

4.2 DNA Ġzolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforez Yöntemiyle DNA’ların    

Görüntülenmesi 

Ġzolasyon çalıĢmaları sırasında, morfolojik olarak farklı aktinomiset grupları olduğu 

düĢünülen  mikroorganizmalar seçilerek, bu organizmaların genomik DNA‟ları; 

DNA Ġzolasyon Kiti (Ġnvitrogen,USA) ile elde edilmiĢ ve DNA kontrolü % 1‟lik 

agaroz jelde yürütülerek görüntülenmiĢtir.    

4.3 16S rRNA'nın PZR Amplifikasyonu 

Test organizmalarından saf olarak elde edilmiĢ DNA örneklerinin 16S rRNA genini 

kodlayan DNA bölgesinin amplifikasyonu için evrensel iki primer (27f ve 1525r; 

Lane, 1991) kullanılarak Thermal Cycler (PCR Express, ThermoHybaid, Middlesex, 

UK)‟ da PZR reaksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Amplifiye ürünler % 1‟lik kontrol 

agaroz jelde (35 ml 1xTBE tampon, 0.35 gr agaroz) DNA markör ile birlikte 100 

Voltta 30 dakika yürütüldükten sonra görüntüleme sisteminde (GeneGenius, 

SyneGene, Bio Imaging Systems, UK) fotoğraflanarak kaydedilmiĢtir.  Test 

izolatlarının 16S rRNA gen bölgesi PZR amplifikasyon ürünlerinin %1‟lik kontrol 

agaroz jeldeki görüntüsü ġekil 4.3‟de verilmiĢtir. Jelde görüldüğü üzere 1500 baz 

çifti (bp) uzunluğunda tek bir bant elde edilmiĢtir. 
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ġekil 4.1. Farklı lokalitelerden izole edilmiĢ aktinomisetlerin 16S rRNA gen 

bölgesinin PZR metodu ile amplifikasyonu. M, DNA Markör 

(Fermentas™; 100kb Gene Ruler) 

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

OluĢturulması 

PZR amplifikasyon ürünleri elde edildikten sonra çalıĢma izolatlarımızın 16S rRNA 

gen bölgesinin baz dizi analizi MacroGen firmasından hizmet alımı Ģeklinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 16S rRNA gen bölgesinin baz dizilimi, farklı 3 oligonükleotit 

primeri ile MacroGen firması tarafından ABI 3730XL otomatik baz dizileme 

cihazıyla belirlenmiĢtir. Baz dizi sonuçlarının kontrolü Finch TV programında 

görüntülenerek yapılmıĢtır. Bu kontrol neticesinde düzgün okunmadığı düĢünülen 

diziler MacroGen firmasına tekrarlatılmıĢtır. Tekrar okutulan baz dizilerinin Finch 

TV deki görüntüleri incelenmiĢ ve dizilerin analizine geçilmiĢtir (ġekil 4.4). 

 
ġekil 4.2. MacroGen firmasına okutulan baz dizilerinin Finch TV programindaki 

görüntüsü. 

 

Organizmaların 16S rRNA gen bölgesi filogenetik analizlerinden elde edilen 

baz dizileri ait oldukları cinslerin tip türleriyle Mega 5 paket programında hizalanmıĢ 

ve mega formatında kaydedilmiĢtir. 
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Mega 5 parogramında kaydedilen sonuçlar fasta formatındada kaydedilerek 

benzerlik tabloları oluĢturulmuĢtur.  

Test izolatları ve ilgili cinslerin tip türlerinin filogenetik analizlerinde 

Neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) ve maximum-parsimony (Kluge ve Farris, 

1969) algoritmaları kullanıldı. Actinomadura sp. B2F13‟ün baz dizisi, 10 adet 

Actinomadura cinsine ait tip türle birlikte hizalanmıĢ ve toplamda 1409 nt‟lik dizi 

elde edilmiĢtir.  Actinomadura sp.  B2F13‟ün  % 98.4 ile A. bangladeshensis‟e 

komĢu olduğu ve 22 farklı nükleotide sahip olduğu, % 97.6 A. mexicana‟ya yakın 

iliĢkili ve 33 farklı nükleotide sahip olduğu tespit edilmiĢtir (ġekil 4.6, Çizelge 4.3.). 

Agromyces cinsine ait izolatların dizileri, 11 adet Agromyces cinsine ait tip tür 

ile birlikte hizalanmıĢ olup toplamda 1374 nt‟lik dizi elde edilmiĢtir. Agromyces sp. 

K1R23 izolatı % 98.8 A. neolithicus‟a komĢu olduğu ve 16 nükleotit farklılığı 

bulunmaktayken, A. humatus ile % 98.6 komĢu olduğu ve 19 nükleotit farklılığı 

bulunduğu tespit edilmiĢtir. Yine bu cinsin üyesi olduğu belirlenen Agromyces sp. 

K2R23 izolatı % 99 A. neolithicus‟a komĢu olduğu ve 13 nükleotit farklılığı 

bulunmaktayken, A. humatus ile % 98.8 komĢu olduğu ve 16 nükleotit farklılığı 

olduğu tespit edilmiĢtir (ġekil 4.3, Çizelge 4.4). 

Geodermatophilus cinsine ait izolatın baz dizisi en yakın 10 tip türü ile 

birlikte hizalanmıĢ olup, toplamda 1442 nt‟lik dizi elde edilmiĢtir. Geodermatophilus 

sp. Z2R53 izolatı % 98,4 benzerlik ile G.saharensis‟e komĢu olduğu ve 36 nükleotit 

farklılığı bulunduğu belirlenmiĢken, G. tzadiensis ile % 98 benzerlik oranı ile komĢu 

olduğu ve 28 nükleotit farklılığı gösterdiği tespit edilmiĢtir (ġekil 4.4,Çizelge 4.5). 

Kribbella cinsine ait 3 izolatın dizileri, 13 adet Kribbella cinsine ait tip türle 

birlikte hizalanmıĢ olup toplamda 1369 nt‟lik dizi elde edilmiĢtir. Kribbella sp. H2R4 

izolatı  % 99.3 oranında K. shirazensis‟e komĢu olduğu ve 10 nükleotit farklılığı 

gösterdiği belirlenmiĢken, K. swartbergensis‟e % 98 oranında yakın iliĢkili ve 16 

nükleotit farklılığı bulunduğu tespit edilmiĢtir. Kribbella sp. H2R22 izolatı % 98.5 

oranında K. karoonensis ile iliĢkili olup 21 nükleotit farklılığı göstermekte, K. 

swartbergensis ile de % 98.4 benzerlik ve 22 nükleotit farklılığı göstermektedir. 

Kribbella sp. H3R5 izolatı ise % 99.5 benzerlik oranı ile K. karoonensis‟le yakın 

iliĢki göstermekte ve 6 nükleotit farklılığı bulunmakta olup, K. swartbergensis türü 
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ile % 99.2 oranında yakınlık ve 10 nükleotit farklılığı olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 

4.5, Çizelge 4.6). 

Micromonospora cinsine ait izolatların dizileri,  Micromonospora cinsi üyesi 

33 tip tür ile birlikte hizalanmıĢ ve 1430 nt‟lik dizi elde edilmiĢtir. Micromonospora 

sp. K2R49, Micromonospora sp. K2R55, Micromonospora sp. K2S19, 

Micromonospora sp. K2S20, Micromonospora sp. Z1R8 ve Micromonospora sp. 

Z1R61 izolatlarının % 99.3-100 oranlarında M. saelicesensis’le yakın ilĢkili olduğu 

ve 0-4 nükleotit farklılığına sahip oldukları tespit edilmiĢtir. Micromonospora sp. 

K2F72 izolatının ise yine M. saelicesensis türü ile % 99 oranında benzerlik ve 13 

nükleotit farklılığı gösterdiği belirlenmiĢtir. Micromonospora sp. H3F25 ve 

Micromonospora sp. H3F6 izolatları % 97.8-98 benzerlik oranı ile M. eburnea 

türüne benzemekte ve 17-15 nükleotit farklılığı göstermektedir.   Micromonospora 

sp. H3F23 ve Micromonospora sp. H3R10 izolatları % 99.5 oranında M. cremea‟ya 

benzediği ve 6 nükleotit farklılığı gösterdiği belirlenmiĢtir. Micromonospora sp. 

K2F73 izolatı % 99.4 oranında M.chaiyaphumensis türü ile benzerlik ve 4 nükleotit 

farklılığı göstermektedir. Micromonospora sp. K2R47 izolatı % 99.8 benzerlik ve 1 

nükleotit farklılığı ile M.zamorensis‟e, Micromonospora sp. K2R35 izolatı % 98 

benzerlik ve 23 nükleotit farklılığı ile M. endolithica‟ya, Micromonospora sp. 

K2R33 izolatı % 99.1 benzerlik ve 13 nükleotit farklılığı ile M. coxensis türüne, 

Micromonospora sp. H2F8 izolatı % 98.6 benzerlik ve 20 nükleotit farklılığı ile M. 

narathivatensis tip türüne benzemektedir (ġekil 4.6,Çizelge 4.10-13). 

Nocardia cinsine ait izolatların dizileri,  Nocardia cinsi üyesi 19 tip tür ile 

birlikte hizalanmıĢ ve 1409 nt‟lik dizi elde edilmiĢtir. Ġzolatlardan Nocardia sp. 

H3S3 izolatı %98 benzerlik oranı ile N. takedensis‟e yakınlık ve 28 nükleotit 

farklılığı gösterirken N. lijiangensis türü ile de % 97.1 benzerlik ve 41 nükleotit 

farklılığı göstermektedir. Nocardia sp. H3S24 izolatı % 99.1 benzerlik ile N. 

takedensis‟e yakınlık ve 13 nükleotit farklılığı göstermekte, N. lijiangensis türü ile de 

% 98.1 benzerlik ve 25 nükleotit farklılığı göstermektedir. Nocardia sp. K2R37 

izolatı ise % 99.3 benzerlik oranı ile  N. speluncae türüne benzemekte ve 10 nükleotit 

farklığı göstermekte olup, N. jinanensis türü ile de %99.1 benzerlik oranı ve 13 

nükleotit farklılığı göstermektedir (ġekil 4.7,Çizelge 4.14; 15). 
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Nonomuraea cinsine ait izolatların dizileri Nonomuraea cinsine ait 21 tip türü 

ile birlikte hizalanmıĢ toplamda 1381 nt‟lik dizi elde edilmiĢtir. Nonomuraea sp. 

H1R4 izolatı % 98.1 benzerlik oranı ile N. candida türüne benzediği ve 26 nükleotit 

farklığı gösterdiği belirlenmiĢtir. Yine bu izolat % 97.6 benzerlik oranı ile N. 

salmonea tip türüne yakınlık göstermekte ve 32 nükleotit farklılığına sahiptir. 

Nonomuraea sp. H2R3 izolatı % 96.8 benzerlik oranı ile N. solani türü ile akraba 

olup 44 nükleotit farklılığı göstermektedir. Bu izolatın % 96.2 benzerlik ile N. 

rhizophila türüne yakınlık gösterdiği ve 52 nükleotit farklılığı olduğu tespit 

edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarda Nonomuraea sp. H2R15 izolatının % 98 benzerlik 

oranı ile N. candida türüne benzediği ve 27 nükleotit farklılığına sahip olduğu , % 

98.4 benzerlik ile de  N. helvata türüne yakınlık gösterip 22 nükleotit farklılığı 

gösterdiği tespit edilmiĢtir. Nonomuraea sp. H2R16 izolatı % 97.5 benzerlik oranı ile 

N. solani türüne yakınlık ve 34 nükleotit farklılığı göstermektedir. Bu izolatın % 96.9 

benzerlik ile N. rhizophila türüne yakınlık gösterdiği ve 42 nükleotit farklılığı olduğu 

tespit edilmiĢtir. Nonomuraea sp. H2R21 izolatı % 97.4 benzerlik oranı ile N. solani 

türüne yakınlık ve 34 nükleotit farklılığı göstermektedir. Bu izolatın % 97 benzerlik 

ile N. maheshkhaliensis türüne yakınlık gösterdiği ve 41 nükleotit farklılığı olduğu 

tespit edilmiĢtir. Nonomuraea sp. H2R11 izolatı % 99.3 benzerlik oranı ile N. 

candida türüne benzediği ve 9 nükleotit farklığı gösterdiği belirlenmiĢtir. Yine bu 

izolat % 98.9 benzerlik oranı ile N. salmonea tip türü ile 15 nükleotit farklılığı 

gösterdiği tespit edilmiĢtir. Nonomuraea sp. Z1R24 izolatının N. turkmeniaca türüne 

% 99 benzer olduğu ve 14 nükleotit farklığı gösterdiği tespit edilmiĢtir. Yine bu 

izolat % 98.6 benzerlik oranı ile N. candida tip türün ile akraba olup 19 nükleotit 

farklılığı göstermektedir. Nonomuraea sp. Z2R54  izolatı % 98.4 benzerlik oranı ile 

N. helvata türüne benzediği ve 21 nükleotit farklığına sahip olduğu tespit edilmiĢtir. 

Yine bu izolat % 98.1 benzerlik oranı ile N. candida tip türüne yakınlık göstermekte 

ve 26 nükleotit farklılığına sahiptir (ġekil 4.8, Çizelge 4.16; 17). 

Rhodococcus cinsine ait izolatların dizileri Rhodococcus cinsine ait 14 tip 

türü ile birlikte hizalanmıĢ toplamda 1443 nt‟lik dizi elde edilmiĢtir. Rhodococcus 

sp.H3R2 izolatı % 99.3 benzerlik oranı ile R. wratislaviensis türü ile yakın akrabalık 

göstermekte olup 12 nükleotit farklılığına sahip olduğu belirlenmiĢtir. Rhodococcus 

sp. B1R8 izolatı % 99.9 benzerlik oranı ile R. equi türü ile yakın iliĢkili olduğu ve 2 

nükleotit farklılığı gösterdiği tespit edilmiĢtir. Rhodococcus sp.K1R19 izolatı ise 
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%98.5 benzerlik oranı ile R. koreensis  türü ile yakın iliĢkili olup 21 nükleotit 

farklılığı göstermektedir. R. marinonascens türü ile de % 98.5 yakınlık göstermekte 

olup 21 nükleotit farklılığına sahiptir (ġekil 4.9, Çizelge 4. 18; 19). 

Streptomyces cinsine ait izolatların dizileri Streptomyces cinsine ait 39 tip 

türü ile birlikte hizalanmıĢ toplamda 1445 nt‟lik dizi elde edilmiĢtir. Streptomyces sp. 

Z1R7 izolatı % 95.5 benzerlik oranı ile S. specialis türü ile yakınlık göstermekle 

birlikte 65 nükleotit farklılığı gösterdiği tespit edilmiĢtir. S. mayteni türü ile % 95.5 

benzerlik oranına sahip olduğu ve 62 nükleotit farklılığı gösterdiği tespit edilmiĢtir. 

Streptomyces sp. Z1R34 izolatı %97 benzerlik ile S. vastus türü ile yakın iliĢki 

göstermekte ve 44 nükleotit farklılığına sahip olduğu belirlenmiĢtir. Bu izolatın S. 

violarus türü ile % 95.3 benzerlik gösterdiği ve 68 nükleotit farklılığına sahip olduğu 

tespit edilmiĢtir. Streptomyces sp. K1R21 izolatı % 98.9 benzerlik oranı ile S. vastus 

türü ile yakın iliĢkili olup 15 nükleotit farklılığına sahiptir. S. cinereus türüyle ise % 

97.5 benzerlik oranı ve 36 nükleotit farklılığı göstermektedir. Streptomyces sp. 

K1R16 izolatı % 98.9 benzerlik oranı ile S. vastus türü ile yakın iliĢki göstermekte ve 

16 nükleotit farklılığına sahiptir. S. cinereus türüyle ise % 97.6 benzerlik oranı ve 35 

nükleotit farklılığı göstermektedir. Streptomyces sp. K2R76 izolatı % 98.2 benzerlik 

oranı ile S. seoulensis türüne yakınlık göstermekle birlikte 26 nükleotit farklılığına 

sahiptir. S. peucetius türüyle de % 97.8 benzerlik oranı ve 31 nükleotit farklılığına 

sahip olduğu belirlenmiĢtir. Streptomyces sp. K2R77 izolatı % 98.4 benzerlik oranı 

ile S. glycovorans türüne yakınlık göstermekle birlikte 23 nükleotit farklılığına 

sahiptir. S. abyssalis türüyle de % 97.9 benzerlik oranı ve 30 nükleotit farklılığı 

olduğu tespit edilmiĢtir. Streptomyces sp. Z2S13 izolatı % 98.3 benzerlik oranı ile S. 

endophyticus türüne yakınlık göstermekte ve 25 nükleotit farklılığına sahiptir. S. 

kunmingensis türüyle de % 97.1 benzerlik oranı ve 42 nükleotit farklılığı gösterdiği 

tespit edilmiĢtir (ġekil 4.10, Çizelge 4. 20- 22). 
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ġekil 4.3. Actinomadura cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz 

dizi analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik 

soyağacı (nodlarda % 50‟nin üzerinde bootsrap değerleri verilmiĢtir). 

Nükleotit pozisyon değiĢimi % 0.05‟tir ve dıĢ grup olarak 

Streptosporangium album DSM 43023
T
 kullanılmıĢtır. 

 

 

 A. coerulea IFO 14679
T 

(U49002) 

 A. verrucosospora NBRC 14100
T 

(U49011) 

 A. citrea IFO 14678
T
 (U49001) 

 A.mexicana A209
T
 (AF277195) 

 A.formosensis JCM 7474
T
 (AF002263) 

 Actinomadura sp. B2F13  

 A.meridiana DLS-45
T
 (FN646663) 

 A. madurae DSM 43067
T
 (X97889) 

 A. meyerae A288
T
 (U49001) 

 A. bangladeshensis 3-46-b3
T
 (AB331652) 

 A. chokoriensis 3-45-A11
T
 (AB331730) 

 S. album DSM 43023
T
 (X89934) 

80 

75 

90 

99 

98 

51 

 

 

 

0.005 
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Çizelge 4.6. Actinomadura cinsine ait test izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı 

farklılıkları 

  
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 97.40 98.20 98.77 97.46 96.82 99.42 97.98 --- 31/1383 25/1387 6/1385 

9 A. madurae DSM 43067 97.76 98.56 98.41 97.82 96.97 98.05 98.41 97.76 --- 31/1388 29/1382 

10 A. formosensis JCM 7474 97.77 98.20 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 97.90 98.13 --- 
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ġekil 4.4. Agromyces cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz 

dizi analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik 

soyağacı (nodlarda % 50‟nin üzerinde bootsrap değerleri verilmiĢtir). 

Nükleotit pozisyon değiĢimi % 1‟dir ve dıĢ grup olarak Corynebacterium 

sp. QSSC3-5
T
 kullanılmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A. cerinus subsp. nitratus ATCC 51763T (AY277619) 

 A. fucosus VKM Ac-1345T (AY158025) 

 A. cerinus subsp. cerinus DSM 8595T (X77448) 

 A.  ramosus DSM 43045T (X77447) 

 A. albus VKM Ac-1800T (AF503917) 

 Agromyces sp. K1R23  

 Agromyces sp. K2R23  

 A. neolithicus 23-23T (AY507128) 

 A. ulmi XIL01T (AY427830) 

 A. terreus DS-10T (EF363711) 

 A. allii UMS-62T (DQ673873) 

 Corynebacterium sp. QSSC3-5T (AF170740) 

84 

97 

100 

99 

78 76 

75 

92 

51 

0.01 
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Çizelge 4.7. Agromyces cinsine ait test izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı 

farklılıkları 

 

     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 --- 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 --- 42/1350 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 --- 43/1349 20/1352 47/1352 8/1353 36/1350 49/1352 

8 A. ulmi XIL01 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 --- 51/1352 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 --- 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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ġekil 4.5. Geodermatophilus cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S 

rRNA baz dizi analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) 

filogenetik soyağacı (nodlarda % 50‟nin üzerinde bootsrap değerleri 

verilmiĢtir). Nükleotit pozisyon değiĢimi % 1‟tir ve dıĢ grup olarak 

Sporichthya polymorpha DSM 46113
T

 kullanılmıĢtır. 

 

 G.obscurus DSM 43160
T
 (CP001867) 

 G.siccatus CF6/1
 T

 (HE654548) 

 G.ruber CPCC 201356
 T

 (EU438905) 

 G.africanus CF11/1
 T

 (HE654550) 

 G.tzadiensis CF5/2
 T

 (HE654545) 

 Geodermatophilus sp. Z2R53 

 G.saharensis CF5/5
 T

 (HE654551) 

 G.arenarius CF5/4
 T

 (HE654547) 

 G.nigrescens YIM 75980
 T

 (JN656711) 

 G.normandii CF5/3
 T

 (HE654546) 

 G.telluris CF9/1/1
 T

 (HE815469) 

 S. polymorpha DSM 46113
 T

  (X72377) 

93 

89 

51 

70 

67 

0.01 
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Çizelge 4.8. Geodermatophilus cinsine ait test izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit 

sayı farklılıkları 

  
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 97.00 97.41 98.43 97.14 97.61 --- 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 98.50 --- 35/1461 55/1463 33/1432 56/1442 

8 G.obscurus DSM 43160 97.13 97.47 97.82 97.21 99.11 97.61 97.60 --- 61/1467 13/1438 35/1448 

9 G.telluris CF9/1/1 95.57 96.32 97.27 97.56 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 --- 30/1438 

11 G.ruber CPCC 201356 96.12 95.85 96.27 96.02 97.03 96.34 96.12 97.58 94.54 97.91 --- 
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ġekil 4.6. Kribbella cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz dizi 

analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik 

soyağacı (nodlarda % 50‟nin üzerinde bootsrap değerleri verilmiĢtir). 

Nükleotit pozisyon değiĢimi % 1‟dir ve dıĢ grup olarak Streptosporangium  

roseum DSM 43021
T
 kullanılmıĢtır. 

. 

 Kribbella sp. H3R5 

K. karoonensis DSM 17344
 T

 (FN643222) 

 Kribbella sp. H2R4 

K. shirazensis UTMC 693
 T

 (JN038072) 

K. aluminosa HKI 0478
 T

 (EF126967) 

K. hippodromi S1.4
 T

 (EF472955) 

K. solani DSA1
 T

 (AY253862) 

 Kribbella sp. H2R22 

K. swartbergensis DSM 17345
 T

 (FN643223) 

K. albertanoniae BC640
 T

 (KC283016) 

K. sandramycini ATCC 39419
 T

 (AF005020) 

K. ginsengisoli Gsoli 001
 T

 (AB245391) 

K. sancticallisti BC633
 T

 (AM778577) 

 K. flavida DSM 17836
 T

 (CP001736) 

 S. roseum DSM 43021
T
 (X89947) 

100 

97 

69 

62 

64 

0.01 
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Çizelge 4.9. Kribbella cinsine ait test izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı 

farklılıkları 

 

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

1 Kribbella sp. H2R4 --- 23/1357 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 --- 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 98.38 --- 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 --- 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 --- 19/1354 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 --- 19/1289 

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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ġekil 4.7. Micromonospora cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz dizi 

analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyağacı 

(nodlarda % 50‟nin üzerinde bootsrap değerleri verilmiĢtir). Nükleotit pozisyon 

değiĢimi % 1‟dir ve dıĢ grup olarak Streptomyces ambofaciens NBRC 12836
T
 

kullanılmıĢtır.

 

 Micromonospora sp. K2S19 

 M. saelicesensis Lupac 09T (AJ783993) 

 Micromonospora sp. K2R55  

 Micromonospora sp. K2R49  

 Micromonospora sp. K2S20  

 Micromonospora sp. Z1R8  

 Micromonospora sp. Z1R61  

 Micromonospora sp. K2R47  

M. zamorensis CR38T (FN658656) 

M. lupini Lupac 14NT (AJ783996) 
M. chokoriensis 2-19/6T (AB241454) 

 Micromonospora sp. K2F72  

M. mirobrigensis WA201T (AJ626950) 

M. krabiensis MA-2T (AB196716) 

 Micromonospora sp. K2R33  

M. matsumotoense IMSNU 22003T (AF152109) 

M. wenchangensis 2602GPT1-05T (JQ768361) 

M. haikouensis 232617T (GU130129) 

M. humi P0402T (GU459068) 

M. purpureochromogenes DSM 43821T (X92611) 

M. coxensis 2-30-b/28T (AB241455) 

M. maritima D10-9-5T (HQ704071) 

M. aurantiaca ATCC 27029T (CP002162) 

M. marina JSM1-1T (AB196712) 

 M. viridifaciens DSM 43909T (X92623) 

 M. eburnea LK2-10T (AB107231) 

 M. citrea DSM 43903T (X92617) 

 M. auratinigra TT1-11T (AB159779) 

 Micromonospora sp. K2F73  

 M. chaiyaphumensis MC5-1T (AB196710) 

 Micromonospora sp. H2F8  

 M. rosaria DSM 803T (X92631) 

 Micromonospora sp. Z1F35  

 M. inositola DSM 43819T (X92610) 

 M. fulviviridis DSM 43906T (X92620) 

 M. chersina DSM 44151T (X92628) 

M. halotolerans CR18T (FN658652) 

 Micromonospora sp. K2R35  

M. peucetia DSM 43363T (X92603) 

 M. endolithica DSM 44398T (AJ560635) 

M. cremea CR30T (FN658654) 

M. coriariae NAR01T (AJ784008) 

 Micromonospora sp. H2F23  

 Micromonospora sp. H2R10 

M. narathiwatensis BTG4-1T (AB193559) 

M. spongicola S3-1T (AB645957) 

 Micromonospora sp. H3F6  

 Micromonospora sp. H3F25  

M. rhizosphaerae 211018T (FJ261956) 

M. olivasterospora DSM 43868T (X92613) 

 Streptomyces ambofaciens NBRC 12836T (NR 041079) 

99 

99 

95 

64 
84 

62 
72 

58 

 

 

88 

81 

95 

71 

68 

 

50 

66 

81 

63 

 

 

 

 

 

 

77 

 

72  
 

 

 

59 56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.01 
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Çizelge 4.10.Micromonospora cinsine ait K2F72, K2R47, K2R49, K2R55, K2S19, K2S20, Z1R61 ve Z1R8 izolatları ve tip türleri 

arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları 

 

 

 

 

  
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. Z1R61 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. Z1R8 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 98.43 98.50 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 98.43 98.36 98.57 98.28 97.71 --- 20/1399 

13 M.krabiensis MA-2 98.79 98.36 98.43 98.57 98.57 98.71 98.57 98.71 98.35 97.93 98.29 98.57 --- 
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Çizelge 4.11.Micromonospora cinsine ait K2F73 ve K2R33 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik 

değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları 

  

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

1 
Micromonospora sp. 

K2F73 
--- 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 
Micromonospora sp. 

K2R33 
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 
M.matsumotoense 

IMSNU 22003 
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 
M.wenchangensis 

2602GPT1-05 
97.71 98.20 98.71 --- 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 97.71 98.05 98.93 99.07 --- 20/1397 23/1397 29/1396 34/1397 29/1397 22/1397 21/1396 22/1397 26/1397 22/1392 31/1396 

6 M.humi P0402 98.50 98.12 98.64 98.43 98.57 --- 15/1397 20/1396 20/1397 22/1397 16/1397 11/1396 10/1397 14/1397 14/1392 20/1396 

7 
M.aurantiaca ATCC 

27029 
98.21 97.98 98.14 98.50 98.35 98.93 --- 23/1396 22/1397 27/1397 11/1397 9/1396 6/1397 5/1397 23/1392 20/1396 

8 M.auratinigra TT1-11 99.21 97.26 97.92 98.07 97.92 98.57 98.35 --- 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 98.57 98.43 99.21 --- 16/1397 18/1397 15/1396 16/1397 19/1397 14/1392 10/1396 

10 
M.viridifaciens DSM 

43909 
98.93 97.33 97.49 97.78 97.92 98.43 98.07 98.57 98.85 --- 23/1397 22/1396 23/1397 25/1397 11/1392 18/1396 

11 
M.purpureochromogenes 

DSM 43821 
98.50 98.41 98.43 98.57 98.43 98.85 99.21 98.50 98.71 98.35 --- 9/1396 13/1397 16/1397 23/1392 18/1396 

12 M.coxensis 2-30-b/28 98.64 98.48 98.42 98.57 98.50 99.21 99.36 98.71 98.93 98.42 99.36 --- 7/1396 12/1396 17/1391 17/1395 

13 M.maritima D10-9-5 98.50 98.05 98.21 98.50 98.43 99.28 99.57 98.64 98.85 98.35 99.07 99.50 --- 5/1397 17/1392 18/1396 

14 M.marina JSM1-1 98.43 97.76 98.07 98.28 98.14 99.00 99.64 98.57 98.64 98.21 98.85 99.14 99.64 --- 22/1392 19/1396 

15 M.eburnea LK2-10 99.07 97.54 97.92 97.92 98.42 98.99 98.35 98.78 98.99 99.21 98.35 98.78 98.78 98.42 --- 12/1391 

16 
M.chaiyaphumensis 

MC5-1 
99.64 97.33 97.71 97.64 97.78 98.57 98.57 99.43 99.28 98.71 98.71 98.78 98.71 98.64 99.14 --- 
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Çizelge 4.12. Micromonospora cinsine ait H2F23, H2F8, H2R10, K2R35 ve Z1F35 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı 

yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları 

  

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

1 Micromonospora sp. H2F23 --- 45/1395 0/1402 31/1399 20/1400 17/1401 5/1402 6/1402 13/1402 23/1400 20/1402 23/1401 24/1401 27/1402 

2 Micromonospora sp. H2F8 96.77 --- 45/1395 54/1392 38/1393 36/1394 50/1395 47/1395 40/1395 35/1393 40/1395 37/1394 43/1394 36/1395 

3 Micromonospora sp. H2R10 100.00 96.77 --- 31/1399 20/1400 17/1401 5/1402 6/1402 13/1402 23/1400 20/1402 23/1401 24/1401 27/1402 

4 Micromonospora sp. K2R35 97.78 96.12 97.78 --- 30/1397 24/1398 35/1399 30/1399 24/1399 33/1397 25/1399 31/1398 27/1398 28/1399 

5 Micromonospora sp. Z1F35 98.57 97.27 98.57 97.85 --- 16/1399 25/1400 21/1400 11/1400 18/1398 16/1400 20/1399 19/1400 13/1400 

6 M.chersina DSM 44151 98.79 97.42 98.79 98.28 98.86 --- 22/1401 19/1401 10/1401 17/1400 11/1401 13/1400 23/1400 12/1401 

7 M.coriariae NAR01 99.64 96.42 99.64 97.50 98.21 98.43 --- 9/1402 18/1402 28/1400 25/1402 28/1401 29/1401 31/1402 

8 M.cremea CR30 99.57 96.63 99.57 97.86 98.50 98.64 99.36 --- 17/1402 25/1400 23/1402 26/1401 26/1401 27/1402 

9 M.endolithica DSM 44398 99.07 97.13 99.07 98.28 99.21 99.29 98.72 98.79 --- 19/1400 11/1402 16/1401 22/1401 18/1402 

10 M.fulviviridis DSM 43906 98.36 97.49 98.36 97.64 98.71 98.79 98.00 98.21 98.64 --- 17/1400 18/1399 22/1399 22/1400 

11 M.halotolerans CR18 98.57 97.13 98.57 98.21 98.86 99.21 98.22 98.36 99.22 98.79 --- 19/1401 22/1401 20/1402 

12 M.inositola DSM 43819 98.36 97.35 98.36 97.78 98.57 99.07 98.00 98.14 98.86 98.71 98.64 --- 29/1400 19/1401 

13 M.peucetia DSM 43363 98.29 96.92 98.29 98.07 98.64 98.36 97.93 98.14 98.43 98.43 98.43 97.93 --- 26/1401 

14 M.rosaria DSM 803 98.07 97.42 98.07 98.00 99.07 99.14 97.79 98.07 98.72 98.43 98.57 98.64 98.14 --- 
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Çizelge 4.13. Micromonospora cinsine ait H3F25 ve H3F6 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik 

değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları 

  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 --- 18/1401 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 --- 20/1401 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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ġekil 4.8.Nocardia cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz dizi 

analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik 

soyağacı (nodlarda % 50‟nin üzerinde bootsrap değerleri verilmiĢtir). 

Nükleotit pozisyon değiĢimi % 0.05‟tir ve dıĢ grup olarak Tsukamurella 

paurometabola DSM 20162
T

 kullanılmıĢtır. 

 N. beijingensis AS4.1521T (AF154129) 

 N.  araoensis NBRC 100135T (BAFR01000042) 

 N. niwae W9241T (FJ765056) 

 N. amikacinitolerans W9988T (GU985442) 

 N.  takedensis NBRC 100417T (BAGG01000024) 

 Nocardia sp. H3S3  

 Nocardia sp. H3S24  

N. exalbida NBRC 100660T (BAFZ01000028) 

 N.  xishanensis AS 4.1860T (AY333115) 

 N.  lijiangensis YIM 33378T (AY779043) 

 N. polyresistens YIM 33361T (AY626158) 

 N.  iowensis UI 122540T (DQ925490) 

N. alba YIM 30243T (AY222321) 

N. speluncae N2-11T (AM422449) 

 N.  jinanensis 04-5195T (DQ462650) 

 Nocardia sp. K2R37  

N. grenadensis GW5-5797T (FR729900) 

 N.  carnea NBRC 14403T (BAFV01000017) 

N. flavorosea JCM 3332T (Z46754) 

 N.  rhamnosiphila 202GMOT (EF418604) 

 N.  sienata IFM 10088T (AB121770) 

 N.  testacea NBRC 100365T (BAGJ01000040) 

 T. paurometabola DSM 20162T (NR 074458) 

99 

 

65 

99 

 

59 

92 

99 

98 

81 

100 

62 

99 

75 100 

76 

76 

65 

 

65 

0.005 
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Çizelge 4.14. Nocardia cinsine ait H3S3 ve H3S24 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik 

değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları 

 

  

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. H3S24 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 99.29 --- 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 UI 122540 96.34 97.58 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 --- 
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Çizelge 4.15. Nocardia cinsine ait K2R37 izolatı ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve 

nükleotit sayı farklılıkları 

  
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 99.14 --- 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 97.99 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 98.36 97.56 99.29 --- 30/1401 2/1401 

8 N.speluncae N2-11 99.29 98.29 98.00 99.14 98.92 98.14 97.86 --- 30/1401 

9 N.testacea NBRC 100365 98.07 99.14 99.14 98.50 97.42 99.29 99.86 97.86 --- 



84 

 

 

ġekil 4.9.Nonomuraea cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz 

dizi analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik 

soyağacı (nodlarda % 50‟nin üzerinde bootsrap değerleri verilmiĢtir). 

Nükleotit pozisyon değiĢimi % 1‟dir ve dıĢ grup olarak Amycolatopsis 

orientalis NBRC 12806
T

 kullanılmıĢtır. 

 Nonomuraea sp. H1R4  

 Nonomuraea sp. H2R11  

 N.candida HMC10T (DQ285421) 

 N.turkmeniaca DSM 43926T (AF277201) 

 N. rubra DSM 43768T (AF277200) 

 N.salmonea DSM 43678T (X97892) 

 N.jiangxiensis FXJ1.102T (FJ418910) 

 N.kuesteri GW 14-1925T (AJ746362) 

 N.maheshkhaliensis 16-5-14T (AB290014) 

 N. endophytica YIM 65601T (GU367158) 

 Nonomuraea sp. H2R15  

 Nonomuraea sp. Z2R54  

 Nonomuraea sp. Z1R24  

 N.maritima FXJ7.203T (GU002054) 

 N.angiospora IFO 13155T (U48843) 

 N.jabiensis A4036T (HQ157186) 

 N.polychroma IFO 14345T (U48977) 

 N.helvata IFO 14681T (U48975) 

 N. dietziae DSM 44320T (AJ278220) 

 N. africana IFO 14745T (U48842) 

 N. recticatena IFO 14525T (U48979) 

 N. roseola IFO 14685T (U48980) 

 Nonomuraea sp. H2R3  

 Nonomuraea sp. H2R16  

 Nonomuraea sp. H2R21  

 N.monospora PT708T (FJ347524) 

 N. solani NEAU-Z6T (JQ073731) 

 N. rhizophila YIM 67092T (HM755723) 

 N.rosea GW 12687T (FN356742) 

 A. orientalis NBRC 12806T (D8693) 

82 

100 

99 

93 

94 

99 

40 

70 

94 

100 

99 

 

68 

79 

 

68 

55 

 80 

 

 

 

 

  

 

0.01 
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Çizelge 4.16. Nonomuraea cinsine ait H1R4, H2R11, H2R15, Z1R24 ve Z2R54 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı 

yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları 

 
 

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

1 Nonomuraea sp. H1R4 --- 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 97.94 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 97.50 97.73 97.57 98.97 98.31 97.94 --- 26/1363 20/1363 21/1363 23/1363 33/1359 

10 N.jiangxiensis FXJ1.102 96.41 97.65 97.51 97.58 97.58 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 97.94 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 98.24 97.95 97.43 98.46 98.24 99.41 --- 35/1364 35/1360 

13 N.endophytica YIM 65601 97.14 98.39 97.36 97.80 97.43 98.53 98.46 97.88 98.31 97.14 97.51 97.43 --- 38/1362 

14 N.maritima FXJ7.203 96.03 97.28 97.58 98.02 97.65 97.65 97.80 97.35 97.57 97.21 97.50 97.43 97.21 --- 
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Çizelge 4.17. Nonomuraea cinsine ait H2R3, H2R16 ve H2R21 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri 

ve nükleotit sayı farklılıkları 

  
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 95.51 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 96.91 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 97.51 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 95.95 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 95.87 96.62 96.18 96.02 96.10 96.24 96.24 98.00 98.53 99.05 --- 
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ġekil 4.10. Rhodococcus cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA 

baz dizi analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) 

filogenetik soyağacı (nodlarda % 50‟nin üzerinde bootsrap değerleri 

verilmiĢtir). Nükleotit pozisyon değiĢimi % 1‟dir ve dıĢ grup olarak 

Corynebacterium diphtheriae NCTC 11397
T

 kullanılmıĢtır. 

 Rhodococcus sp. H3R2  

 R. wratislaviensis NCIMB 13082T (Z37138) 

R. imtechensis RKJ300T (AY525785) 

R. opacus DSM 43205T (X80630) 

R. percolatus MBS1T (X92114) 

 R. jostii IFO 16295T (AB046357) 

 R.  koreensis DNP505T (AF124343) 

 Rhodococcus sp. K1R19  

R. marinonascens DSM 43752T (X80617) 

 R. maanshanensis M712T (AF416566) 

 R.  erythropolis DSM 43066T (X79289) 

 R.  globerulus DSM 4954T (X80619) 

 R. triatomae IMMIB RIV-085T (AJ854055) 

 R. canchipurensis MBRL 353T (JN164649) 

 Rhodococcus sp. B1R8  

 R.  equi DSM 20307T (X80614) 

 R. kunmingensis YIM 45607T (DQ997045) 

 N. puris DSM 44599T (AJ508748) 

 N. asiatica NBRC 100129T (BAFS01000062) 

 N. farcinica ATCC 3318T (Z36936) 

 C. diphtheriae NCTC 11397T (X84248) 

96 

100 

100 

 

74 

58 

82 

54 

61 

82 

 

70 

94 

 

 

 

0.01 
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Çizelge 4.18. Rhodococcus cinsine ait H3R2 ve K1R19 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik 

değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları 

  

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. K1R19 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 97.59 97.65 97.80 --- 34/1410 45/1411 

11 R.erythropolis DSM 43066 96.95 97.92 97.64 97.36 97.43 97.55 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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Çizelge 4.19. Rhodococcus cinsine ait B1R8 izolatı ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve nükleotit sayı 

farklılıkları 

  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 N.puris DSM 44599 96.79 97.07 95.74 96.79 96.97 98.19 97.98 --- 
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ġekil 4.11. Streptomyces cinsine ait test organizmaları ve tip türlerinin 16S rRNA baz dizi 

analizine dayalı neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyağacı 

(nodlarda % 50‟nin üzerinde bootsrap değerleri verilmiĢtir). Nükleotit pozisyon 

değiĢimi % 1‟dir ve dıĢ grup olarak Micrococcus lylae DSM 20315
 T

 

kullanılmıĢtır. 

 

 S.torulosus LMG 20305
T
 AJ781367 

 S.hygroscopicus subsp.ossamyceticus NBRC 13983
 T

 AB184560 

 Streptomyces sp. K2R76 

 S.peucetius JCM 9920
 T

 AB045887 

 S.seoulensis NBRC 16668
 T

 AB249970 

 S.recifensis NBRC 12813
 T

 AB184165 

 S.psammoticus NBRC13971
 T

 AB184554 

 Streptomyces sp. Z2S13 

 S.endophyticus YIM 65594
 T

 GU367154 

 S.kunmingensis NBRC 14463
 T

 AB184597 

 S.atriruber NRRL B- 24165
 T

 EU812169 

 S.cinnabarinus NBRC 13028
 T

 AB184266 

 S.avermitilis MA-4680
 T

 BA000030 

 S.phaeoluteigriseus NPRL ISP-182
 T

 AJ391815 

 S.aureocirculatus NBRC 13018
 T

 AB184260 

 S.novaecaesareae NBRC 13368
 T

 AB184357 

 S.alboniger NBRC 12738
 T

 AB184111 

 S.cinereus NBRC 12274
 T

 AB184072 

 S.yerevanensis NBRC 12517
 T

 AB184099zZ 

 Streptomyces sp. Z1R34 

 S.vastus NBRC 13094
 T

 AB184307 

 Streptomyces sp. K1R16 

 Streptomyces sp. K1R21 

 S.violarus NBRC 13104
 T

 AB184316 

 S.arenae ISP 5293
 T

 AJ399485 

 S.diastaticus subsp.ardesiacus NRRL B-1773
 T

 DQ026631 

 S.coelicoflatus NBRC 15399
 T

 AB184650 

 S.aureoverticillatus NRRL B-3326
 T

 AY999774 

 S.griseoaurantiacus NBRC 15440
 T

 AB184676 

 S.variegatus LMG 20315
 T

 AJ781371 

 S.deserti C63
 T

 HE577172 

 S.mayteni YIM 60475
 T

 EU200683 

 S.hainanensis YIM 47672
 T

 AM398645 

 S.specialis GW 41-1564
 T

 AM934703 

 Streptomyces sp. Z1R7 

 S.carpaticus NBRC 15390
 T

 AB184641 

 S.sodiiphilus YIM 80305
 T

 AY236339 

 S.panacagri Gsoli 519
 T

 AB245388 

 S.cacaoi subsp.cacaoi NBRC 12748
 T

 AB184115 

 S.haliclonae DSM 41968
 T

 AB473554 

 S.marinus DSM 41970
 T

 AB473556 

 Streptomyces sp. K2R77 

 S.glycovorans YIM M 10366
 T

 HQ585117 

 S.abyssalis YIM M 10400
 T

 HQ585121zZ 

 S.nanshensis SCSIO 01066
 T

 EU589334 

 Micrococcus lylae DSM 20315
 T

 X80750 
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Çizelge 4.20. Streptomyces cinsine ait K2R76 ve Z2S13 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri 

ve nükleotit sayı farklılıkları 

 

  
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 47/1444 44/1444 42/1444 45/1444 37/1436 

2 Streptomyces sp. Z2S13 95.35 --- 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 

4 

S.hygroscopicus subsp. 

ossamyceticus NBRC 13983 97.92 94.38 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 97.85 94.59 96.54 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 95.63 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 98.54 --- 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 

14 

S.phaeoluteigriseus NPRL ISP-

182 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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Çizelge 4.21. Streptomyces cinsine ait Z1R34, K1R16 ve K1R21 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik 

değerleri ve nükleotit sayı farklılıkları 

 

  

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

1 Streptomyces sp. Z1R34 --- 46/1444 44/1445 71/1443 69/1443 44/1444 67/1440 67/1430 72/1441 69/1443 72/1442 70/1438 78/1441 79/1432 

2 Streptomyces sp. K1R16 96.81 --- 5/1445 39/1444 35/1444 16/1445 51/1440 51/1430 57/1441 51/1443 59/1442 54/1438 64/1441 67/1432 

3 Streptomyces sp. K1R21 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 95.08 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 95.22 97.58 97.51 99.59 --- 33/1444 70/1441 70/1431 68/1442 69/1444 68/1443 62/1439 76/1442 72/1433 

6 S.vastus NBRC 13094 AB184307 96.95 98.89 98.96 97.44 97.71 --- 55/1440 55/1430 58/1441 50/1443 56/1442 56/1438 62/1441 64/1432 

7 S.violarus NBRC 13104 95.35 96.46 96.39 95.00 95.14 96.18 --- 0/1433 49/1441 39/1443 41/1443 42/1440 37/1443 26/1435 

8 S.arenae ISP 5293 95.31 96.43 96.37 94.97 95.11 96.15 100.00 --- 49/1431 39/1433 41/1433 42/1430 37/1433 26/1433 

9 
S.diastaticus subsp.ardesiacus 

NRRL B-1773 
95.00 96.04 95.98 95.15 95.28 95.98 96.60 96.58 --- 14/1445 42/1442 35/1442 43/1443 44/1434 

10 S.coelicoflatus NBRC 15399 95.22 96.47 96.40 95.01 95.22 96.53 97.30 97.28 99.03 --- 39/1444 40/1442 39/1445 42/1436 

11 S.aureoverticillatus NRRL B-3326 95.01 95.91 95.98 95.01 95.29 96.12 97.16 97.14 97.09 97.30 --- 24/1441 19/1444 24/1436 

12 S.griseoaurantiacus NBRC 15440 95.13 96.24 96.18 95.41 95.69 96.11 97.08 97.06 97.57 97.23 98.33 --- 28/1442 33/1433 

13 S.variegatus LMG 20315 94.59 95.56 95.63 94.45 94.73 95.70 97.44 97.42 97.02 97.30 98.68 98.06 --- 19/1436 

14 S.deserti C63 94.48 95.32 95.39 94.70 94.98 95.53 98.19 98.19 96.93 97.08 98.33 97.70 98.68 --- 
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Çizelge 4.22. Streptomyces cinsine ait Z1R7 ve K2R77 izolatları ve tip türleri arasındaki 16S rRNA sekansına bağlı yüzde benzerlik değerleri ve 

nükleotit sayı farklılıkları 

 

  

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

1 Streptomyces sp. Z1R7 --- 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 95.49 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 95.50 93.82 97.16 --- 10/1378 49/1369 61/1375 77/1374 62/1377 86/1375 79/1375 89/1377 73/1374 74/1342 

5 S.hainanensis YIM 47672 95.42 93.89 97.43 99.27 --- 47/1434 54/1440 71/1439 64/1442 81/1438 77/1431 93/1442 74/1439 76/1398 

6 S.carpaticus NBRC 15390 95.34 95.27 96.31 96.42 96.72 --- 45/1437 65/1436 53/1439 60/1433 60/1424 70/1438 64/1436 66/1394 

7 S.sodiiphilus YIM 80305 95.22 95.36 95.21 95.56 96.25 96.87 --- 32/1446 52/1445 52/1441 46/1431 67/1447 55/1445 61/1403 

8 S.panacagri Gsoli 519 94.31 96.05 95.07 94.40 95.07 95.47 97.79 --- 40/1444 45/1440 33/1430 58/1446 46/1444 53/1402 

9 S.cacaoi subsp.cacaoi NBRC 12748 94.88 96.33 96.40 95.50 95.56 96.32 96.40 97.23 --- 48/1440 36/1432 60/1446 48/1444 52/1402 

10 S.haliclonae DSM 41968 92.98 97.50 94.71 93.75 94.37 95.81 96.39 96.88 96.67 --- 24/1433 43/1444 39/1440 48/1400 

11 S.marinus DSM 41970 93.36 97.13 95.17 94.25 94.62 95.79 96.79 97.69 97.49 98.33 --- 46/1434 36/1430 45/1390 

12 S.glycovorans YIM M 10366 92.80 98.41 94.66 93.54 93.55 95.13 95.37 95.99 95.85 97.02 96.79 --- 36/1446 35/1405 

13 S.abyssalis YIM M 10400 94.31 97.92 94.79 94.69 94.86 95.54 96.19 96.81 96.68 97.29 97.48 97.51 --- 17/1402 

14 S.nanshensis SCSIO 01066 94.43 97.50 94.71 94.49 94.56 95.27 95.65 96.22 96.29 96.57 96.76 97.51 98.79 --- 
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5 TARTIġMA  

GeçmiĢte prokaryotik canlıların sınıflandırılmasında morfolojik kriterler göz önünde 

bulundurulmakta iken, günümüzde bakterilerin sınıflandırılması; fenotipik ve 

genotipik karakterlerin belirlenmesine dayanan teknikleri içermektedir. Prokaryotik 

taksonların tanımlanmasında kullanılan yöntemler Tindall ve diğerleri tarafından 

detaylı olarak ele alınmıĢ, genomik metodların güçlü ve zayıf yönleri de Schleifer 

tarafından ortaya konulmuĢtur. Nümerik ve moleküler yöntemlerin geliĢtirilmesi ile 

de sistematik biliminin daha objektif hale gelmesini sağlamıĢtır. 16S rRNA gen dizi 

analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu bakteriyal taksonomide altın standart olarak 

görülmektedir. Ancak DNA-DNA hibridizasyonunun yoğun iĢgücü maliyeti ve 

uygulanmasındaki zorluk, 16S rRNA gen dizilerinin cins seviyesinin altında yeterli 

bir ayrıĢtırma gücünün olmaması nedeniyle de alternatif metotlar aranmıĢtır 

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

 Türler arasındaki filogenetik akrabalığın değerlendirilmesinde tüm genom 

dizi analizine doğru bir eğilim olsa da günümüzde aktinomisetlerin taksonomik 

pozisyonlarının belirlenmesinde 16S rRNA gen bölgesi baz dizisi verileri temel 

oluĢturmaktadır. Ad-Hoc komitesinin 2005 raporuna göre yeni bir prokaryotik 

taksonun tanımlanmasında çalıĢılan organizmanın en az 1300 nt‟den oluĢan 16S 

rRNA gen dizisi temel alınıp en yakın akraba taksonlar belirlenmelidir (Koçak, 

2011). 

 Actinobacteria sınıfının ilk hiyerarĢik sınıflandırması Stackebrandt ve 

diğerleri (1997) tarafından yapılmıĢ, daha sonra moleküler ve nümerik taksonomik 

metodların uygulanmasıyla Zhi ve diğerleri (2009) tarafından yeniden gözden 

geçirilmiĢtir. Bakteri alemi içerisinde çok geniĢ yeri olan Actinobacteria sınıfı, 16S 

rRNA gen bölgesine ait soy ağaçlarındaki dallanma pozisyonları bakımından temel 

filumlardan birini oluĢturmaktadır. Aktinomisetler; aerobik, gram pozitif bakteriler 

olup (Küster, 1968) farklı habitatlarda bulunmaları, morfolojik yapıları, bazı türlerin 

patojenite özelliği göstermesi, genom uzunlukları, genomunun içerdiği G+C oranı ve 
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genomunda kodlanan bölge sayısı gibi özellikleri bakımından bakteriler içerisinde 

önemli bir grubu oluĢturmaktadır (Embley ve Stackebrandt, 1994; Kieser ve diğ., 

2000; Ventura ve diğ., 2007). Aktinomisetler genelde toprak ve akuatik sistemlerde 

bulunmasına rağmen bataklıklar (Suzuki ve diğ., 1994), yeraltı mağaraları (Groth ve 

diğ., 1999), çeltik tarlaları (Hayakawa ve diğ., 1988), kaplıcalar (Barabote ve diğ., 

2009), gama ıĢınlarına maruz kalmıĢ yüzeyler (Phililips ve diğ., 2002), deniz 

süngerleri ve çöl toprağı (Ventura ve diğ., 2007; Wanbanjob, 2008; Hassan ve 

Wellington., 2009) gibi çok değiĢik habitatlarda dağılım göstermektedir. 

  Bu çalıĢmada farklı aktinomiset gruplarının izolasyonunun gerçekleĢtirmek 

amacıyla geleneksel bir metot haline gelen dilüsyon plaka uygulaması, 

aktinomisetlerin seçici izolasyonu için kullanılan sükroz gradient santrifügasyon 

yöntemi (Yamamura ve diğ., 2003)  ve Micromonospora cinsinin üyelerini izole 

etmek için kullanılan %1.5‟luk fenol ön uygulamaları (Hayakawa ve diğ., 1991a) 

kullanılmıĢtır. Sükroz gradient santrifügasyon yönteminde (Yamamura ve diğ., 

2003) zoospor oluĢturan flagella formunda hareketli aktinomiset olan Actinoplanes 

cinsi üyelerinin sadece %10 sükroz tabakada yoğun halde bulundukları bildirilmiĢtir. 

Sükroz gradient santrifügasyon yönteminde %20 oranında sükroz tabaka kullanılarak 

ve daha sonra bu yöntemin cycloheximide, chlortetracycline ve nalidiksik asit gibi 

antibiyotikleri içeren HV agara uygulanması hem Streptomyces cinslerinin hem de 

filamentli olmayan bakterilerin petride görülme ihtimalini önemli ölçüde azaltmıĢtır. 

Bu yöntem, Nocardia cinsi üyelerin izolasyonu için büyük bir avantaj sağladığı 

belirlenmiĢtir (Yamamura ve diğ., 2003). Hyakawa ve diğerleri tarafından geliĢtirilen 

% 1.5‟luk fenol ön uygulaması Istianto ve diğerleri tarafından 25 toprak örneğine 

uygulanmıĢ ve büyük oranda Micromonospora, Actinomadura, Microbispora ve 

Polymorphospora gibi cinslerin izolasyonunda sırasıyla % 49.2, % 13.1, % 9.8 ve % 

3.3 oranında baĢarılı sonuçlar elde edilmiĢtir (Ġstianto ve diğ., 2012). 

Bu çalıĢmada Marmara Bölgesi‟nin 4 farklı adasından 9 farklı lokaliteden 

elde edilen toprak örnekleri için Hayakawa ve Nonomura tarafından 1987 yılında 

geliĢtirilen hümik asit vitamin agar (HVA), izolasyon çalıĢmalarında dilüsyon plaka, 

sükroz gradient santrifügasyon yöntemi ve % 1.5‟luk fenol ön uygulaması ile birlikte 

kullanılmıĢ, farklı aktinomisetlere ulaĢma ihtimali arttırılmaya çalıĢılmıĢtır. Dilüsyon 

plaka, sükroz gradient ve % 1.5‟luk fenol ön uygulaması ile HV agar ortamından 

elde edilen organizmalar tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve diğ., 1989) 
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ortamına ekilerek daha rahat gözlenebilir hale getirilmiĢlerdir. Ayrıca dilüsyon plaka 

ve sükroz gradient uygulamaları ile Bennett‟s agar (Jones, 1949), ISP5 agar 

(Pridham ve diğ., 1956–1957), tripton yeast ekstrakt agar (Bower ve Hucker, 1930), 

ve tripton yeast ekstrakt  vitaminli agar (Bower ve Hucker, 1930) ortamlarına da 

ekim yapılmıĢ ve farklı aktinomiset gruplarını izole etme Ģansının artırılması 

amaçlanmıĢtır.  

Tryptone yeast glucose extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930)  

ortamında saflaĢtırılan 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) yüzeyine transfer edilmiĢtir. Bu besiyeri 

ortamlarında geliĢtirilen 142 izolat içerisinde; morfolojik benzerlikleri ve farklılıkları 

göz önüne alınarak öncelikli olarak çalıĢılmak üzere 63 izolat seçilmiĢtir. Aynı 

genomik türe ait suĢlar arasında farklı morfolojik ve pigmentasyon özellikleri 

görülebildiği gibi, farklı tür ve cins üyeleri arasında da benzer morfolojik ve 

pigmentasyon özellikleri görülebilmektedir. Bu durumda, izolatlar arasından 

seçilerek oluĢturulacak test organizmalarının, biyoçeĢitliliği tam olarak temsil 

etmemesine neden olabilmektedir.  

16S rRNA gen bölgesi çalıĢmasında ilk aĢamada örnekler 27f ve 1525r 

primerleri ile çoğaltılıp, ardından ilgili gen bölgesinin nükleotit dizisi 800r, MG3 ve 

MG5 evrensel primerleriyle belirlenmiĢtir. Bu primerler ile elde edilen okuma 

dizilerinin birleĢtirilmesi Mega 5 (Tamuta ve diğ., 2011) paket programında 

yapılmıĢtır. 16S rRNA dizilerinin çoklu hizalanması sonrasında filogenetik 

dendogramlar neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritması kullanılarak 

oluĢturulmuĢ ve bu algoritma için uzaklık matriksi Jukes- Cantor metodu izlenerek 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler için oluĢturulan 

filogenetik ağaçların bootstrap analizleri 1000 tekrarlı olarak Mega 5 (Tamuta ve 

diğ., 2011) paket programında gerçekleĢtirilmiĢtir. Test izolatlarının en yakın tip 

türleri ile yüzde benzerlik ve nükleotit farklılıklarını gösteren tablolar PHYDIT 

programı (http://plaza.snu.ac.kr/~jchun/phydit) kullanılarak oluĢturulmuĢtur. 

 Morfolojik özelliklerine göre seçilen 62 test organizmasının genomik DNA 

izolasyonu ve 16S rRNA gen bölgesi dizi analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen 

dizi verilerinin filogenetik analizleri sonucunda, Streptomyces cinsi üyesi 24, 

http://plaza.snu.ac.kr/~jchun/phydit
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Micromonospora cinsi üyesi 17, Nonomuraea cinsi üyesi 8, Nocardia cinsi üyesi 3, 

Rhodocccus cinsi üyesi 3, Kribbella cinsi üyesi 3, Agromyces cinsi üyesi 2, 

Actinomadura cinsi üyesi 1 ve Geodermatophilus cinsi üyesi 1 olmak üzere 62 test 

organizması içerisinde 45 izolatın 16S rRNA verileri bu çalıĢmada 

değerlendirilmiĢtir. 

62 aktinomiset izolatı içerisinde 29 izolat hümik asit vitamin agar (HV) 

ortamından, 13 izolat Bennett‟s agar ortamından, 12 izolat tripton yeast ekstrakt 

vitaminli agar (TYGV) ortamından ve 8 izolatta tripton yeast ekstrakt agar (TYG) 

ortamından izole edilmiĢtir. 62 test izolatının elde edildği izolasyon yöntemleri 

kıyaslandığında; dilüsyon plaka yöntemi ile 44 izolat, %1.5‟luk fenol ön uygulaması 

ile 11 izolat ve sükroz gradient yöntemi ile de 7 izolat izole edilmiĢtir.  

24 Streptomyces izolatının 11‟i hümik asit vitamin agar (HV) ortamından, 5‟i 

Bennett‟s agar ortamından, 4‟ü tripton yeast ekstrakt vitaminli agar (TYGV) 

ortamından ve 4‟ü de tripton yeast ekstrakt agar (TYG) ortamından izole edilmiĢtir. 

18 izolat dilüsyon plaka yöntemi ile izole edilirken 3‟ü sükroz gradiet yöntemi ile 3 

tanesi de %1.5‟luk fenol ön uygulaması ile izole edilmiĢtir.  

17 tane olan Micromonospora izolatları içerisinde 12 izolat hümik asit 

vitamin agar (HV) ortamından, 4 izolat Bennett‟s agar ortamından ve 1 izolatta 

tripton yeast ekstrakt  vitaminli agar (TYGV) ortamından izole edilmiĢtir. Bu 

izolatlardan 8 tanesi dilüsyon plaka yöntemi ile izole edilirken, 7 tanesi %1.5‟luk 

fenol ön uygulaması ile izole edilmiĢ ve 2 izolatta sükroz gradient yöntemi ile izole 

edilmiĢtir. 

Tamamı dilüsyon plaka yöntemi ile izole edilen 8 Nonomuraea izolatının 3 

tanesi tripton yeast ekstrakt agar (TYG) ortamından, 2 tanesi hümik asit vitamin agar 

(HVA) ortamından, 2 tanesi Bennett‟s agar ortamından ve 1 tanesi de tripton yeast 

ekstrakt vitaminli agar (TYGV) ortamından izole edilmiĢtir. 

Dilüsyon plaka yöntemi ile izole edilmiĢ olan Kribbella (3 izolat) ve 

Rhodococcus (3 izolat) cinsi üyesi izolatlardan Kribbella izolatlarının her biri farklı 

besi yeri ortamlarında izole edilirken; Rhodococcus izolatlarının 2‟si tripton yeast 

ekstrakt vitaminli agar (TYGV) ortamından 1‟i ise hümik asit vitamin agar (HV) 

ortamından izole edilmiĢtir. Nocardia izolatlarının da 2tanesi sükroz gradient 
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yöntemi ile izole edilmiĢken 1tanesi dilüsyon plaka yöntemi ile izole edilmiĢtir. 2 

tanesinin izolasyon ortamı tripton yeast ekstrakt vitaminli agar (TYGV) iken diğeri 

hümik asit vitamin agar (HVA) ortamından izole edilmiĢtir. 

Agromyces cinsi üyesi olan 2 izolat dilüsyon plaka yöntemi ile Bennett‟s agar 

ve tripton yeast ekstrakt vitaminli agar (TYGV) ortamlarından izole edilmiĢtir. Birer 

izolat ile temsil edilen Actinomadura ve Geodermatophilus cinslerinde; 

Actinomadura izolatı %1.5‟luk fenol ön uygulaması ile hümik asit vitamin agar 

(HVA) ortamından, Geodermatophilus izolatı da dilüsyon plaka yöntemi ile 

Bennett‟s agar ortamından izole edilmiĢtir. 

Bakteri sistematiğinde yeni bir tür tanımlamak için gerekli ilk aĢama 16S 

rRNA gen bölgesi dizi verilerinin elde edilmesidir. 16S rRNA molekülü, yapısında 

bulunan değiĢken ve korunmuĢ bölgeler ile filogenetik bilgiyi içerebilecek özellikte 

ve dizi analizinin yapılmasının kolay olması, bu molekülü bakteri filogenisinde 

önemli bir parametre haline getirmektedir (Woese, 1987). 16S r RNA sekans 

analizleri iki organizma arasındaki akrabalığı tür ve cins düzeyinde ortaya 

koymaktadır (O‟Donnell ve diğ., 1994). 

Farklı lokalitelerden alınan topraklardan izole edilen izolatların öncelikle 

hangi cinse ait olduklarını belirlemek için 16S rRNA gen bölgesi dizi analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢ ve 62 izolatın dokuz farklı Actinobacteria cinsinin üyelerini 

içerdiği tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢma 16S rRNA sekansı tamamlanan test 

organizmalarının filogenetik analizlerine göre potansiyel yeni türlerin varlığını 

belirlemek ve toprak örneklerinin alındığı dört farklı adanın aktinomiset 

biyoçeĢitlilik potansiyelini belirleyebilmek için yapılmıĢtır. 

Son yıllarda %98 ve daha düĢük 16S r RNA gen bölgesi dizi benzerliği 

gösteren suĢlar arasında yapılan DNA:DNA hibridizasyon çalıĢmalarının tür tanımı 

için kabul edilen %70  DNA:DNA hibridizasyon üst değerinden her zaman daha 

düĢük verdiği, bundan dolayı %98 ve daha düĢük nükleotid benzerliği gösteren 

suĢlar arasında DNA:DNA hibridizasyonuna gerek olmadığı belirtilmiĢtir 

(Stackebrant ve Ebers, 2006; Konstantinidis ve Tiedje, 2007; Meier-Kolthoff ve diğ., 

2013). Meier-Kolthoff ve diğerlerinin 2013 yılında yaptığı bir çalıĢmada; farklı 

filumlardan toplam 571 adet DNA-DNA hibridizasyon ve 16S rRNA dizi verileri 

istatistiksel olarak kıyaslanmıĢ, %97-98.5 arası 16S rRNA dizi benzerliğine sahip 
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bakterilerin ölçülen DNA-DNA hibridizasyon verilerinin %40‟ın altında olduğu 

belirtilmiĢtir. Bu sonuçları değerlendiren araĢtırmacılar DNA-DNA 

hibridizasyonunun yapılmasında karar için yeni bir eĢik değeri olabileceğini 

belirtmiĢlerdir (Meier-Kolthoff ve diğ., 2013). Yaptığımız bu çalıĢmada da yeni tür 

olma ihtimali olan izolatlar bu literatür bilgisi dikkate alınarak belirlenmiĢtir. 

16S rRNA gen bölgesi filogenetik analizlere göre izolatlar içerisinde akraba 

tip türleri ile yüzde benzerlikleri ve nükleotid farklılıklarına göre yeni tür olma 

ihtimali olan izolatlar Actinomadura cinsi üyesi olduğu belirlenen B2F13 izolatı; 

Geodermatophilus cinsi üyesi olduğu belirlenen Z2R53 izolatı; Rhodococcus cinsi 

üyesi olduğu belirlenen K1R19 izolatı; Nonomureae cinsi üyesi oldukları belirlenen 

H1R4, H2R3, H2R15, H2R16, H2R21 izolatları, Micromonospora üyesi olduğu 

belirlenen K2R35 izolatı ve Streptomyces cinsi üyesi oldukları belirlenen Z1R7, 

Z1R34, K2R76, K2R77 ve Z2S13 izolatlarıdır. 

Actinomadura cinsine ait bir suĢ olan B2F13 izolatı en yakın tip türleri olan 

Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3
T 
ile %98.2 benzerlik ve 26 nükleotit 

farklılığı, Actinomadura mexicana A209
T 
türü ile %97.82 benzerlik ve 31 nükleotit 

farklılığı göstermektedir. Geodermatophilus cinsine ait bir suĢ olan Z2R53 izolatı en 

yakın tip türleri olan Geodermatophilus saharensis CF5/5
T
 ile %98.36 benzerlik ve 

24 nükleotit farklılığı, Geodermatophilus tzadiensis CF5/2
T
 ile %98.29 benzerlik ve 

25 nükleotit farklılığı göstermektedir. Rhodococcus cinsine ait bir suĢ olduğu 

belirlenen K1R19 izolatı en yakın tip türü olan Rhodococcus koreensis DNP505
 T

 ile 

%98.56 benzerlik ve 21 nükleotit farklılığı göstermektedir. Micromonospora cinsine 

ait bir suĢ olan K2R35 izolatı da en yakın tip türü olan Micromonospora endolithica 

DSM 44398
T
 ile %98 benzerlik ve 23 nükleotit farklılığı göstermektedir. 

16S rRNA dizi verilerinin filogenetik değerlendirmeleri sonucunda 

Nonomuraea cinsine ait suĢlardan Heybeliada izolatı olan H1R4 suĢu; en yakın 

akrabaları Nonomuraea candida HMC10
T
 ile %98.1 (26 nükleotit farklılığı), 

Nonomuraea salmonea DSM 43678
T
 ile %97.8 (32 nükleotit farklılığı), Nonomuraea 

endophytica YIM 65601
T
 ile %97.6 (35 nükleotit farklılığı) 16S rRNA gen bölgesi 

dizi benzerliği bulunmaktadır. Heybeliada izolatı olan H2R3; en yakın akrabaları 

olan Nonomuraea solani NEAU-Z6
 T

 ile %97.74 (33 nükleotit farklılığı), 

Nonomuraea rhizophila YIM 67092
 T

 ile %97.61 (35 nükleotit farklılığı), 
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Nonomuraea monospora PT708
 T
%97.31(38 nükleotit farklılığı) 16S rRNA gen 

bölgesi dizi benzerliği bulunmaktadır. H2R15 suĢu en yakın akrabaları olan; 

Nonomuraea candida HMC10
T
 ile %98.2 (25 nükleotit farklılığı), Nonomuraea 

helvata IFO 14681
 T

 ile %98.16 (26 nükleotit farklılığı), Nonomuraea 

maheshkhaliensis 16-5-14
T
 ile %97.78 (32 nükleotit farklılığı) 16S rRNA gen 

bölgesi dizi benzerliği bulunmaktadır. H2R16 suĢu en yakın akrabaları olan 

Nonomuraea solani NEAU-Z6
 T

 ile %98.23 (26 nükleotit farklılığı), Nonomuraea 

rhizophila YIM 67092
 T

 ile %98.1 (28 nükleotit farklılığı), Nonomuraea monospora 

PT708
 T 
ile %97.88 (30 nükleotit farklılığı) 16S rRNA gen bölgesi dizi benzerliği 

bulunmaktadır. H2R21 suĢu en yakın akrabaları olan Nonomuraea solani NEAU-

Z6
T
 ile %97.9 (31 nükleotit farklılığı), Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14

T
 ile 

%97.86 (31 nükleotit farklılığı), Nonomuraea dietziae DSM 44320
 T

 ile %97.78 (32 

nükleotit farklılığı) 16S rRNA gen bölgesi dizi benzerliği bulunmaktadır. 

Streptomyces cinsine ait suĢlardan, 16S rRNA dizi verilerinin filogenetik 

değerlendirmeleri sonucunda; Burgazada toprağından izole edilen Z1R7 izolatı 

Streptomyces specialis GW 41-1564
T
 türü ile %95.5 (62 nükleotit farklılığı), 

Streptomyces mayteni YIM 60475
T
 ile %95.6 (60 nükleotit farklılığı), Streptomyces 

sodiiphilus YIM 80305
T
 ile %95.57 (65 nükleotit farklılığı) 16S rRNA gen bölgesi 

dizi benzerliği göstermektedir. Yine Burgazada‟dan izole edilen Z1R34 izolatı en 

yakın filogenetik akrabaları Streptomyces vastus NBRC 13094
T
 ile %97.40 (38 

nükleotit farklılığı), Streptomyces violarus NBRC 13104
T
 ile %96.3 (54 nükleotit 

farklılığı), Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773
T
 ile %96.23 

(55 nükleotit farklılığı) dizi benzerliği göstermektedir. Kınalıada izolatı olan K2R76 

suĢu en yakın akrabaları olan Streptomyces seoulensis NBRC 16668
T
 ile %98.22 (26 

nükleotit farklılığı), Streptomyces peucetius JCM 9920
T
 ile %98.16 (25 nükleotit 

farklılığı) , Streptomyces torulosus LMG 20305
T
 ile %98.15 (25 nükleotit farklılığı) 

dizi benzerliği göstermektedir. Diğer bir Kınalıada izolatı olan K2R77 suĢu da en 

yakın akrabaları olan Streptomyces glycovorans YIM M 10366
T
 ile %98.5 (22 

nükleotit farklılığı), Streptomyces abyssalis YIM M 10400
T
 ile %97.9 (31 nükleotit 

farklılığı), Streptomyces nanshensis SCSIO 01066
T
 ile %97.6 (34 nükleotit farklılığı) 

16S rRNA gen bölgesi dizi benzerliği göstermektedir. Bir Burgazada izolatı olan 

Z2S13 suĢu en yakın akrabaları olan Streptomyces endophyticus YIM 65594
T
 ile 

%98.57 (21 nükleotit farklılığı), Streptomyces kunmingensis NBRC 14463
T
 ile 
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%97.4 (38 nükleotit farklılığı), Streptomyces kunmingensis NBRC 14463
T
 ile %97.1 

(43 nükleotit farklılığı) 16S rRNA gen bölgesi dizi benzerliği göstermektedir. 
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6 SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Bu tez çalıĢmasında Marmara Bölgesi‟nde bulunan Burgazada, Büyükada, 

Heybeliada ve Kınalıada‟dan 9 farklı lokalitden alınan toprak örneklerinden HV, 

TYG, TYGV, ISP5 ve Bennett‟ Agar besi yerlerinden bakteri izolasyonu yapılmıĢ ve 

142 izolat kültüre alınarak saflaĢtırılmıĢtır. Bu izolatlardan kültür besiyerlerinde 

koloni oluĢumu ve pigmentasyon özelliklerine göre seçilen 62 temsilci organizmanın 

16S rRNA gen bölgesi analizleri yapılmıĢ ve 24 izolatın Streptomyces cinsine, 17 

izolatın Micromonospora cinsine, 8 izolatın Nonomuraea cinsine, 3‟er izolatın 

Nocardia, Kribbella, Rhodococcus cinslerine, 2 izolatın Agromyces cinsine ve birer 

izolatın da Actinomadura ve Geodermatophilus cinsine ait olduğu tespit edilmiĢtir. 

6.1 Sonuçlar 

16S rRNA gen bölgesi filogenetik analiz sonuçlarına göre izolasyon çalıĢmalarında 

kullanılan seçici besi yeri ortamları içerisinde 62 aktinomiset izolatından 29‟unun 

humik asit vitamin agar (HVA), 13‟ünün Bennett‟s agar, 12‟sinin tryptone yeast 

glucose extract vitamin agar (TYGVA) ve 8‟inin tryptone yeast glucose extract agar 

(TYGA) ortamından izole edildiği göz önüne alındığında; aktinomiset grubu 

organizmaların izolasyonunda hümik asit vitamin agar ortamının daha baĢarılı 

sonuçlar verdiği görülmüĢtür. Yine bu sonuçlara göre; uygulanan izolasyon metotları 

içerisinde dilusyon plaka metodu ile izole edilen izolat sayısını (9 cinse üye 44 

izolat) göz önüne aldığımızda bu metodun aktinomiset izolasyonu için diğer iki 

uygulamadan daha baĢarılı sonuçlar verdiği yorumlanabilmektedir. 

Yapılan çalıĢmalar neticesinde K1R23, K2R23 nolu Agromyces izolatları en 

yakın tip türü Agromyces neolithicus 23-23
T
 ile %99‟un üzerinde; H2R4, H2R22, 

H3R5 nolu Kribbella izolatları en yakın tip türleri ile %99‟un üzerinde; H3S3, 

H3S24, K2R37 nolu Nocardia izolatları en yakın tip türleri ile  %98.7‟nin üzerinde; 

H2R11, Z1R24 nolu Nonomuraea izolatları en yakın tip türleri ile %98.9‟un 

üzerinde; B1R8, H3R2 nolu Rhodococcus izolatları en yakın tip türleri ile %99.25‟in 

üzerinde; H2F8, H2F23, H2R10, H3F6, H3F25, K2F72, K2F73, K2R33, K2R47, 
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K2R49, K2R55, K2S19, K2S20, Z1F35, Z1R8, Z1R61 nolu Micromonospora 

izolatları en yakın tip türleri ile en az %98.7 ve üzerinde; H1R6, H1R9, H2R12, 

H3R8, H3S9, H3R17, H3R21, H3S23, B1F34, B2F16, K1R16, K1R18, K1R21, 

K1R24, K1R61, K2R2, K2R40, Z1F34, Z2R34 nolu Streptomyces izolatları en yakın 

tip türleri ile %98.85 ve üzeri 16S rRNA dizi benzerliği göstermektedir. 

 En yakın tip türü olan Streptomyces specialis GW 41-1564
T
 ile %95.76 16S 

rRNA gen bölgesi benzerliği ve 62 nükleotit farklılığı gösteren Z1R7 izolatının tüm 

fenotipik çalıĢmaları yapılmıĢ ve kemotaksonomik analizleri de yapılmaya devam 

edilmektedir. Filogenetik analizlerde Streptomyces vastus NBRC 13094
T
 ile 38 

nükleotit farklılığı gösteren Z1R34 izolatı; Streptomyces seoulensis NBRC 

16668
T
 ile 26 nükleotit farklılığı gösteren K2R76 izolatı; Streptomyces seoulensis 

NBRC 16668
T
 ile 26 nükleotit farklılığı gösteren K2R76 izolatı; Streptomyces 

glycovorans YIM M 10366
T
 ile 22 nükleotit farklılığı gösteren K2R77 izolatı; 

Streptomyces endophyticus YIM 65594
T
 ile 21 nükleotit farklılığı gösteren Z2S13 

izolatı diğer Streptomyces izolatlarıyla kıyaslandığında tür statüsü kazanma Ģansı 

daha yüksek olan izolatlar olarak değerlendirilmiĢtir. 

 Nonomuraea izolatların yapılan filogenetik analizleri neticesinde birbiriyle 

10 nükleotitin altında benzerlik gösteren H2R3, H2R21 ve H2R16 suĢları 

Nonomuraea solani NEAU-Z6
T
 ile sırasıyla 33-31-26 nükleotit farklılığı, birbiri 

arasında 50 nükleotit farklılığı gösteren H1R4 ve H2R15 suĢları Nonomuraea 

candida HMC10
T
 ile sırasıyla 26-25 nükleotit farklılığı gösterdiği için diğer 

izolatlara göre yeni tür olma ihtimali daha yüksek olan izolatlar olarak 

değerlendirilmiĢlerdir.  

 16S rRNA gen bölgesi filogenetik analizlerine göre B2F13 izolatı en yakın 

tip türü olan Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3
T 
ile 26 nükleotit farklılığı, 

Z2R53 izolatı en yakın tip türleri olan Geodermatophilus saharensis CF5/5
T
 ile 24 

nükleotit farklılığı, K1R19 izolatı en yakın tip türü olan Rhodococcus koreensis 

DNP505
 T

 ile 21 nükleotit farklılığı ve K2R35 izolatı da en yakın tip türü olan 

Micromonospora endolithica DSM 44398
T
 ile 23 nükleotit farklılığı 

göstermelerinden dolayı yeni tür olma potansiyeline sahip izolatlar olarak 

değerlendirilmiĢlerdir. 
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6.2 Öneriler 

Streptomyces izolatı olan Z1R7 suĢunun kemotaksonomik analizleri tamamlanarak 

ve elektron mikroskop görüntüsü elde edilerek izolasyon habitatına ve nomeklature 

uygun isimlendirmeyle „‟Streptomyces burgaziensis’’ adıyla literatüre tip tür olarak 

en kısa sürede sunulmalıdır. 

 Filogenetik analizlere göre 38 nükleotit farklılığı ile yeni tür olma potansiyeli 

yüksek olan; Z1R34 Streptomyces izolatının da fenetik ve kemotaksonomik 

analizlerinin tamamlanarak literatüre kazandırılması hızlandırılmalıdır. 

 

 Ayrıca baz dizi analizleri üç evrensel primer ile tamamlanmıĢ olan potansiyel 

yeni tür izolatlarının dizileme iĢlemlerinin kontrol amaçlı olarak tekrarlanması ve 2 

ilave evrensel primer ile dizilenerek filogenetik analizlere uyumlu olarak tanımlama 

çalıĢmalarının ivedilikle yapılması önerilmektedir. 
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EK A: Kültür Ortamlarının BileĢimi ve HazırlanıĢı 

 

Hümik Asit Vitamin Agar (HV agar, Hayakawa ve Nonomura, 1987) 

Hümik Asit Vitamin Agar (HV agar), nadir aktinomiset izolasyonunda seçici besiyeri 

olarak kullanıldı. 

 

Hümik asit 1 g 

Na2HPO4 0,5 g 

KCl 1,7 g 

MgSO4-7H2O 50 mg 

FeSO4-7H2O 10 mg 

CaCO3 10 mg 

Agar (Acumedia) 15 g 

Distile su 1 litre 

pH 7,2 

 

Önce, hümik asit 10 ml 0,2 N NaOH içinde çözüldü ve agar hariç diğer ortam 

bileĢenleriyle birlikte birkaç dakika homojen olana kadar kaynatıldı. Oda ısısında 

soğumaya bırakıldıktan sonra pH‟sı 0,1 M NaOH veya HCl ile ayarlandı ve agar ilave 

edilerek homojen hale gelene kadar karıĢtırılarak kaynatıldı. Hazırlanan kültür ortamı 

otoklava dayanaklı 500 ml‟lik ağzı kapaklı cam ĢiĢelerde 400‟er ml olacak Ģekilde 

bölünerek 121°C‟de 20 dk otoklavda steril edildi. Sterilizasyon iĢleminden sonra 50-55 

°C‟ye ayarlı su banyosunda bekletildi ve 45-50 °C‟ye kadar soğutulduktan sonra aseptik 

koĢullarda vitamin stok solusyonundan 400 ml‟de 1 ml olacak Ģekilde ilave edildi ve 

besiyeri petrilere döküldü. 
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Vitamin Stok Solusyonu 

41Thiamine hydrochloride 0,5 mg 

Riboflavin 0,5 mg 

Niacin 0,5 mg 

Pyridoxine hydrochloride 0,5 mg 

Ġnositol 0,5 mg 

Calcium pantothenote 0,5 mg 

p-Aminobenzoik acid 0,5 mg 

Biotin 0,25 mg 

Distile su 10 ml 

 

Distile suda çözülen vitamin karıĢımı, steril 0,45 μm çapındaki membran 

filtreden (Corning, Germany) geçirilerek steril edildi ve ĢiĢenin etrafı alüminyum 

folyo ile kapatılarak +4 °C‟de saklandı. 

 

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

 

Organizmaların geliĢtirilmesinde genel besiyeri olarak kullanılmıĢtır. 

Glukoz (Merck) 10 g 

Maya özütü (Acumedia)  10 g 

Agar (Acumedia) 18 g 

Saf su  1 litre 

pH 6,8-7,2 

 

Agar dıĢındaki tüm ortam içerikleri 1 litre saf suda çözülüp pH metre (Hanna 

Instruments) ile ortam pH‟ si ölçüldü. pH ayarlaması ortama 0,1 M NaOH veya HCl 

ilave edilerek yapıldı ve agar ilave edilerek besi yeri kaynatıldı. Otoklava dayanıklı 

ĢiĢelere besi yeri konularak 121ºC‟ de 20 dk otoklavla (Nüve, OT4060) steril edilip, 

50 ºC‟ ye kadar su banyosunda (Nüve, BM402) soğutulduktan sonra aseptik Ģartlarda 

steril kabinde (Pbi, Miniflo Ġnternational, Milano-Ġtaly) petrilere döküldü. 
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Tryptone Yeast Glucose Extract Agar (TYGA, Bower and Hucker, 1930) 

Tryptone Yeast Glucose Extract Agar ortamı, topraktan bakteri izolasyonunda 

kullanılacak organizmaların geliĢtirilmesinde kültür ortamı olarak kullanılmıĢtır.  

Tripton (Oxoid) 3 g 

Maya özütü (Acumedia) 5 g 

Glukoz (Merck) 5 g 

Agar (Acumedia) 15 g 

Distile su 1 litre 

pH 7,0 

 

Agar dıĢındaki tüm ortam içerikleri 1 litre saf suda çözülüp pH metre ile 

ortam pH‟ sı ölçüldü. pH ayarlaması ortama 0,1 M NaOH veya HCl ilave edilerek 

yapıldı ve agar ilave edilerek besi yeri kaynatıldı. Otoklava dayanıklı ĢiĢelere besi 

yeri konularak 121ºC‟de 20 dk otoklavla steril edilip, 50ºC‟ ye kadar su banyosunda 

soğutulduktan sonra aseptik Ģartlarda petrilere döküldü. 

    TYGA içine, hazırlanan vitamin stok çözeltisinden 400 ml‟de 1 ml olacak 

Ģekilde ilave edilerek GYME vitaminli ortam hazırlandı. 

NZ-Amine Agar 

Glukoz (Sigma) 10 g 

Starch, soluble (Sigma) 20 g 

Maya özütü (Acumedia)  5 g 

N-Z-Amine (Sigma) 5 g 

CaCO3 1 g 

Agar (Acumedia) 15 g 

Saf su  1 litre 

pH 7,2 
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Agar dıĢındaki tüm ortam içerikleri 1 litre saf suda çözülüp pH metre ile 

ortam pH‟ sı ölçüldü. pH ayarlaması ortama 0,1 M NaOH veya HCl ilave edilerek 

yapıldı ve agar ilave edilerek besi yeri kaynatıldı. Otoklava dayanıklı ĢiĢelere besi 

yeri konularak 121ºC‟de 20 dk otoklavla steril edilip, 50ºC‟ ye kadar su banyosunda 

soğutulduktan sonra aseptik Ģartlarda petrilere döküldü. 

Glucose Yeast-Extract Broth 

Glucose Yeast-Extract Broth, DNA izolasyon çalıĢması için hücre pelleti elde 

edilmesinde kültür ortamı olarak kullanılmıĢtır. 

 

Glukoz (Merck)  10 g 

Maya özütü (Acumedia) 10 g 

Saf su  1 litre 

pH 6,8-7,2 

 

Tüm ortam içerikleri 1 litre saf suda çözülüp pH metre ile ortam pH‟ sı 

ölçüldü. pH ayarlaması ortama 0,1 M NaOH veya HCl ilave edilerek yapıldı ve besi 

yeri manyetik karıĢtırıcıda homojen hale gelene kadar karıĢtırıldı. Otoklava dayanıklı 

100 ml‟lik erlenlere 40 ml olacak Ģekilde paylaĢtırıldı ve ağızları önce pamukla 

kapatılıp ardından alüminyum folyoyla sarıldıktan sonra 121ºC‟ de 20 dk otoklavla 

steril edildi.  

Tryptone Yeast Glucose Extract Broth  

Tryptone yeast glucose extract broth ortamı, DNA izolasyon çalıĢması için hücre 

pelleti elde edilmesinde kültür ortamı olarak kullanılmıĢtır. 

Tripton (Oxoid) 3 g 

Maya özütü (Acumedia) 5 g 

Glukoz (Merck) 5 g 

Distile su 1 litre 

pH 7,0 
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Tüm ortam içerikleri 1 litre saf suda çözülüp pH metre ile ortam pH‟ sı 

ölçüldü. pH ayarlaması ortama 0,1 M NaOH veya HCl ilave edilerek yapıldı ve besi 

yeri manyetik karıĢtırıcıda homojen hale gelene kadar karıĢtırıldı. Otoklava dayanıklı 

100 ml‟lik erlenlere 40 ml olacak Ģekilde paylaĢtırıldı ve ağızları önce pamukla 

kapatılıp ardından alüminyum folyoyla sarıldıktan sonra 121ºC‟ de 20 dk otoklavla 

steril edildi. 
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EK-B: Çözeltilerin BileĢimi ve HazırlanıĢı 

Mikroorganizmaların Ġzolasyonu AĢamasında kullanılan Çözeltiler 

Ringer çözeltisi 

Ġzolasyon çalıĢmasına baĢlamadan önce, toprak süspansiyonu elde edilmesi ve 

testlerin uygulama aĢamasından önce spor süspansiyonunun hazırlanması için 

kullanılmıĢtır. 

Ringer 1 tablet 

Distile su 500 ml 

 

500 ml saf su içinde çözülen ringer çözeltisi 500 ml‟lik otoklavlanabilir cam 

ĢiĢelere konularak 121°C‟de 20 dk otoklavda steril edildi. 

Sükroz çözeltisi (Yamamura ve ark., 2003) 

Literatüre uygun olarak aktinomiset grubu organizmaların en yoğun Ģekilde elde 

edildiği sükroz konsantrasyonu %20 olduğu için, %20‟lik olarak sükroz çözeltisi 

hazırlandı ve sükroz gradient tekniğinde kullanıldı.  

Sükroz 20 g 

Distile Su 80 ml 

 

80 ml saf suda çözülen sükroz, 0.45 μm çapındaki membran filtreden 

geçirilerek steril edildi ve 10 ml‟lik cam ĢiĢelere 9 ml ilave edilerek hazırlandı. 

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

Gliserol stok çözeltisi test izolatlarının spor ve/veya miselyumlarının -18°C‟de uzun 

süreli saklanması için hazırlanmıĢtır. 

Gliserol (Park, Northampton, UK) 20 ml 

Distile su 80 ml 

Hazırlanan gliserol stok solüsyonu 1,5 ml‟lik dıĢtan kapaklı cryo tüplerin 

içine 1 ml olacak Ģekilde paylaĢtırılıp 121°C‟de 20 dk otoklavlandı. 
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Genomik DNA Ġzolasyonunda Kullanılan Çözeltiler 

0.5 M EDTA, pH 8 

EDTA(Merck) 186,1 g 

DDH2O (Double distile su) 1 litre 

 

800 ml DDH2O içerisine 186,1 g EDTA ve  20 g NaOH pelleti ilave edilerek 

manyetik karıĢtırıcı üzerinde berraklaĢıncaya kadar çözüldü. Son hacim DDH2O ile 

1000 ml‟ye tamamlandı. 100 ml‟lik ağzı kapaklı cam ĢiĢelere bölünerek 121°C‟de 15 

dk otoklavda steril edildi ve oda sıcaklığında saklandı. 

 

1 M Tris, pH 8 

Tris (Amresco) 121,1 g 

DDH2O 1 litre 

 

800 ml DDH2O içerisine 121,1 g tris ilave edildi ve manyetik karıĢtırıcı 

üzerinde 50 C‟de berraklaĢıncaya kadar çözülerek oda sıcaklığında soğumaya 

bırakıldı. pH 8‟de 1 M Tris elde etmek için solüsyon içerisine 42 ml % 38‟lik HCl 

ilave edildi. Son hacim DDH2O ile 1000 ml‟ye tamamlandı. 100 ml‟lik ağzı kapaklı 

cam ĢiĢelere bölünerek 121 °C‟de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda sıcaklığında 

saklandı. 

 

TE tamponu, pH 8 

0.5M EDTA, pH 8 (Merck) 2 ml 

1M Tris, pH 8 10 ml 

DDH2O 1 litre 

 

Tampon 1000 ml‟ye tamamlanmadan önce pH kontrolü yapıldı. 100 ml‟lik 

ağzı kapaklı cam ĢiĢelere bölünerek 121°C‟de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda 

sıcaklığında saklandı. 

 

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 içerisinde çözülerek hazırlandı. 1,5 ml‟lik 

steril eppendorf tüplere 1‟er ml bölünerek -18C‟de kullanım zamanına kadar 

saklandı. 

 

Proteinaz K (2 mg/ml) 

Proteinaz K (AppliChem) 20 mg 

TE tamponu (Otoklav edilmiĢ) 10 ml 

 

20 mg proteinaz K 10 ml TE tamponu içerisinde çözüldü. 1,5 ml‟lik steril 

eppendorf tüplere 1‟er ml bölünerek -18C‟de kullanım zamanına kadar saklandı. 

 

% 10’luk Sarkosil  

N-Laurylsarcosine (Sigma) 1 g 

DDH2O 10 ml 

 

1 g N-Laurylsarcosine 8 ml DDH2O içeren 100 ml‟lik ağzı kapaklı cam ĢiĢeye 

konularak manyetik karıĢtırıcı üzerinde 50C‟de berraklaĢıncaya kadar çözüldü. 

Solüsyon 25 ml‟lik mezüre aktarılıp son hacim DDH2O ile 10 ml‟ye tamamlandı ve 

stok ĢiĢesine aktarılıp otoklav ile steril edildi. Otoklavlama iĢleminden sonra ĢiĢenin 

etrafı alüminyum folyo kapatılarak oda sıcaklığında saklandı.  

Guanidin thiosiyanat solüsyonu (5 M guanidin thiosiyanat, 100 mM EDTA,  

%  0,5 sarkosil)   

Guanidine thiosiyanat (AppliChem) 60 g 

DDH2O (otoklav edilmiĢ)  20 ml 

0,5 M EDTA, pH 8  20 ml 

 

60 g guanidine thiosiyanat steril 100 ml‟lik ağzı kapaklı cam ĢiĢeye konuldu 

ve üzerine steril 20 ml DDH2O ve 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8) ilave edildi. Solüsyon 

manyetik karıĢtırıcıda 65°C‟de berraklaĢıncaya kadar çözüldü ve oda sıcaklığında 

soğuduktan sonra, 5 ml N-Laurylsarcosine % 10 v/v (otoklav edilmiĢ) ilave edilip 

son hacim steril DDH2O ile 100 ml‟ye tamamlanarak 0,45 μm çapındaki membran 

filtreden (Corning, Germany) geçirildi. ġiĢenin etrafı alüminyum folyo ile 

kapatılarak oda sıcaklığında saklandı. 

 

 



152 

RNAaz (1 mg/ml) 

RNAaz (AppliChem) 10 mg 

TE tamponu 10 ml 

10 mg RNA az 10 ml TE tamponu içerisinde çözüldü. 0,5 ml‟lik steril 

eppendorf tüplere bölünerek -18°C‟de saklandı. 

 

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

Tris (Amresco) 121,10 g 

Borik asit (Merck) 61,83 g 

EDTA (susuz) 5,84 g 

DDH2O 1litre 

 

Solüsyon içerikleri tartıldı ve 1000 ml‟lik beher içerisine kondu. Ġçerisine 500 

ml DDH2O ilave edilerek solüsyon manyetik karıĢtırıcı üzerinde berraklaĢıncaya 

kadar tutuldu. Son hacim 1000 ml‟ye tamamlanıp, % 33‟lük HCl (Merck) 

kullanılarak pH 8‟e ayarlandı ve +4°C‟de saklandı. Presipitat oluĢtuğu takdirde 

kullanılmamalıdır. 

 

1xTBE, pH 8 

10xTBE tamponu 50 ml 

DDH2O 450 ml 

 

Solüsyon içerikleri mezürle ölçülüp, ağzı kapaklı 500 ml‟lik cam ĢiĢe içine 

konularak oda sıcaklığında tutuldu. 

 

Brom fenol mavisi (Yükleme Tamponu) 

Brom fenol mavisi (AppliChem) 40 mg 

Gliserol (Merck) 5 ml 

0.5 M EDTA 1.5 ml 

DDH2O 3,5 ml 

 

Toplam hacim 10 ml hazırlandıktan sonra eppendorf tüplere 500 μl Ģeklinde 

dağıtıldı ve +4°C‟de saklandı. 
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Agaroz jel hazırlanıĢı (% 1’lik) 

Ġzole edile DNA‟yı ve yapılan PZR ürünlerini kontrol etmek amacıyla hazırlanmıĢtır. 

Agaroz (Serva) 0.35 g 

1xTBE tamponu  35 ml 

 

 0.35 g agaroz 35 ml 1xTBE tamponu bulunan 50 ml‟lik erlene ilave edildi. 

Manyetik karıĢtırıcı üzerinde tamamen berraklaĢıncaya kadar eritildi. Sıcaklık ~ 

60°C olunca içerisine 4 μl etidyum bromür (10 mg/ml) ilave edildi. Erlen hava 

kabarcığı oluĢmayacak Ģekilde hafifçe helezonik Ģekilde kendi ekseni etrafında 

döndürülerek karıĢım sağlandı. Elektroforez tablası çalıĢma alanı üzerinde zemini 

düz olan bir yere bırakıldı. Hemen sonra tablaya hava kabarcığı oluĢmayacak Ģekilde 

döküldü. Taraklar dikkatli bir Ģekilde yerleĢtirildi. KatılaĢtıktan sonra taraklar 

çıkarıldı ve içinde 1xTBE, pH 8 tamponu bulunan elektroforez tankına yerleĢtirildi.  
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EK-C: Farklı Besiyerleri ile Yapılan Toprak Ġzolasyonudan Petri Görüntüleri 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

 

ġekil C.0.1. Farklı toprak örneklerinin dilüsyon plak görüntüleri. a-) Büyükada 

toprağı HV agar ortamındaki dilüsyon plak görüntüsü b-) Burgazada 

toprağı HV agar ortamındaki dilüsyon plak görüntsü c-) Burgazada 

toprağı TYGV agar ortamında sükroz gradient uygulanarak hazırlanan 

dilüsyon plak görüntüsü d-) Kınalıada toprağı Bennett‟s agar ortamında 

sükroz gradient uygulanarak hazırlanan dilüsyon plaka görüntüsü e-

)Büyükada toprağı HV agar ortamında %1.5‟luk fenol uygulanarak 

hazırlanan dilüsyon plak görüntüsü f-) Heybeliada toprağı TYG agar 

ortamında sükroz gradient uygulanarak hazırlanan dilüsyon plaka 

görüntüsü. 



156 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) 
 

(f) 

ġekil C.0.2.Bazı izolatların saflaĢtırma ekimleri 
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 (a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

ġekil C.0.3.Bazı izolatların yoğun ekim görüntüleri (a) Z1R7 (b) Z2S13 (c) K2S25 

(d) Z2R53 (e) K2R37 (f) Z1R9. 

 



158 

ÖZGEÇMĠġ 

Ad Soyad:Salih SARICAOĞLU  

Doğum Yeri ve Tarihi: OF / 11.05.1987  

Adres: Mimar Sinan Mah. Atatürk Bulv. Sahil Ap. No:277/4 Atakum/Samsun  

E-Posta: salihsarica61@gmail.com  

Lisans:  

Ondokuz Mayıs Üniversitesi, Orta Öğretim Biyoloji Öğretmenliği Bölümü  

 

 


