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HALOFILIK ve HALOTOLERANT AKTINOMISETLERIN iZOLASYONU,
KARAKTERIZASYONU, NRPS ve PKS GEN KUMELERININ
MOLEKULER TANIMLANMASI

OZET

Bu c¢alismada halofilik ve halotolerant aktinomisetlerin izolasyonu,
karakterizasyonu, NRPS ve PKS gen kiimelerinin molekiiler tanimlanmasi
gerceklestirildi.

Halofilik ve halotolerant aktinomiset izolatlar1 Tiirkiye’de Tuz Goliiniin farkl
bolgelerinden alinan toprak ve sediment 6rnekleri ile Camalt1 Tuzlas1 ve Sirvan tuzlu
topragindan alinan Ornekler diliisyon plak yontemi ile % 5 ile % 20,6 arasinda
degisen oranlarda NaCl ilaveli 11 farkli besiyerinden izole edildi. Test izolatlarinin
16S rRNA gen bolgesi PZR amplifikasyonu 27f ve 1525r primerleri ile
gergeklestirildi. Filogenetik agaglar MEGA 5.2 yazilimi kullanilarak Neighbour
Joining algoritmas1 ile gerceklestirildi. Filogenetik verilere gore en yakin iligkili
akraba tiirler ile en fazla niikleotit farki bulunan suslarin DNA-DNA hibridizasyon
calismalar1 yapildi. Tiim izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
antimikrobiyal aktivite testleri gerceklestirildi. Ayrica test izolatlarinin NRPS, PKS-I
ve PKS-II gen bdlgelerinin varlig ilgili primerler ile arastirildi. Yent tiir olan ve yeni
tiir olma ihtimali bulunan antimikrobiyal aktiviteye sahip bazi izolatlarin NRPS,
PKS-I ve PKS-II gen bodlgeleri klonlanarak amino asit dizileri belirlendi.

Farkli tuz oranlarma sahip 11 secici besiyerinden toplam 38 organizma izole
edildi ve 38 izolatm 16S rRNA gen bolgesi dizi analiz sonucglarina gore 11°1
Actinopolyspora cinsi tiyesi, 1’1 Amycolatopsis, 2°si Nocardiopsis cinsi lyesi, 1’1
Prauserella, 19°u Saccharomonospora cinsi iiyesi, 1’1 Streptomonospora cinsi liyesi
ve 3 tanesinin de Streptomyces cinsi iiyesi oldugu tespit edildi.

Polifazik taksonomik verilere gore Cihanbeyli izolat1 olan BNT52,
Amycolatopsis cihanbeyliensis sp. nov. BNT52" ad1 ile yaymlandu.

Anahtar Kelimeler: Polifazik taksonomi, Halofilik ve halotolerant aktinomiset,
NRPS, PKS-I ve PKS-II geni
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ISOLATION, CHARACTERIZATION OF HALOPHILIC and
HALOTOLERANT ACTINOMYCETES and MOLECULAR
IDENTIFICATION OF THEIR NRPS and PKS GENE CLUSTERS

ABSTRACT

In this study, isolation, characterization of halophilic and halotolerant
actinomycetes and molecular identification of their NRPS and PKS gene clusters
were carried out.

Halophilic and halotolerant actinomycetes isolates were isolated from soil and
sediment samples from different region near The Salt lake, Camalti saltern and
Sirvan saline soil using a dilution plate on eleven selective media with % 5 - % 20,6
NaCl. PZR amplification of 16S rRNA gene region of test isolates were performed
with primers of 27f and 1525r. Phylogenetic trees were constructed with the
neighbour joining algorithm with MEGA 5.2 software. According to phylogenetic
data, DNA-DNA hybridizations of test isolates having the most nucleotide difference
with the nearest neighbour strain were carried out. Morphological, physiological,
biochemical tests and antimicrobial activity of all isolates were performed. In
addition, NRPS, PKS-I ve PKS-II gene regions of all isolates were investigated with
related primers. Amino acid sequences were determined with cloning of NRPS,
PKS-I and PKS-II gene regions of new species and possible new species having
antimicrobial activity.

All thirty eight organism were isolated on eleven selective media with different
salt proportions and according to 16S rRNA gene sequence analysis of 38 isolates,
eleven Actinopolyspora isolates, one Amycolatopsis, two Nocardiopsis isolates, one
Prauserella, nineteen Saccharomonospora isolates one Streptomonospora isolate
and three Streptomyces isolates were determined.

Based on the polyphasic taxonomic data, isolate BNT52" from Cihanbeyli with
the name Amycolatopsis cihanbeyliensis sp. nov. BNT52" were published.

Key Words: Polyphasic taxonomy, Halophilic and halotolerant actinomycetes,
NRPS, PKS-I and PKS-II genes
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1. GIRiS

Hipersalin (asir1 tuzlu) ¢evreler, hipersalin su ve topraklar1 kapsamaktadir. Hipersalin
sular, deniz suyundan daha yiiksek konsantrasyonda tuza sahip olan ortamlar olarak
tanimlanmaktadir (Rodriguez-Valera, 1988). Kaurichev’e (1980) gore, % 0,2
(w/v)’den daha fazla ¢Oziinebilir tuz iceren topraklar ise, salin (tuzlu) topraklar
olarak diisiiniilmektedir.

Hipersalin ortamlar tuzlulugu yiiksek olan ekstrem habitatlar olup thalassohalin
ve athalassohalin olmak {izere iki temel gruba ayrilmaktadir. Thalassohalin ortamlar,
deniz suyunun buharlagsmasi ile olusmaktadir. Thalassohalin ortama 6rnek olarak
solar tuzlalar verilebilir. Utah’daki Great Salt Lake (Biiyiikk Tuz Goli) gibi bazi
goller ya da salin topraklar, thalassohalin ortamlardir. Athalassohalin ortamlar ise,
deniz suyundan oldukca farkli iyonik kompozisyona sahiptir. Daha yogun olarak
calisilan athalassohalin ortamlar, 6lii deniz ve bazi alkalin (soda) gollerdir. Bu
ortamlar magnezyum ya da kalsiyum iyonlar1 bakimindan fakir ve karbonatlar
bakimindan zengindir. Béylece ¢ok alkali pH’da (pH 9-11,5) bir ortam olugmaktadir.

Tuz Goli, Kaldirim, Kayacik, Yavsanli Tuzlalar1 ve Camalt1 tuzlasi
iilkemizdeki hipersalin ¢evrelere 6rnek olusturmaktadir. Biiyiik Tuz Golii (Great Salt
Lake) ve Olii Deniz (Dead Sea) ise diinya iizerinde yer alan diger bazi hipersalin
ortamlardir.

Halofilik mikroorganizmalar oldukc¢a c¢esitlilik gdstermektedir. Yiiksek tuz
konsantrasyonunda yasamaya adapte olmus mikroorganizmalar Archaea, Bacteria ve
Eucarya domainleri igerisinde yer almaktadir (Yanhe ve dig., 2010).

Yiksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda en yaygmn bulunan
organizmalar 1limli halofilik bakteriler, ekstrem halofilik bakteriler ve arkelerdir
ancak bu ortamlarda kii¢iik bir rol oynadig1 diisiiniilmesine ragmen halotolerant
mikroorganizmalarda bulunabilmektedir (Rodriguez-Valera, 1988).

Optimum bir biiylime icin yiiksek tuz konsantrasyonunun gerekliligi halofili

olarak tanimlanmaktadir. Halofili bakteriyel alemde olduk¢a yaygindir. Ozellikle



Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes, ve
Bacteroidetes filumlari icerisinde halofilik iiyelere rastlanmaktadir (Oren, 2008).

Vejetasyon yogunlugu ve tipi, tuzlu topraklardaki organik madde igerigini
etkilemektedir. Yiiksek organik madde igerigi halofitik bitkilerin rizosferinde
bulunmaktadir (Batanouny, 1979; Quesada ve dig., 1982; Zahran, 1989).

Halofilik  bakterilerin fizyolojik Ozellikleri biliylikk oranda degisiklik
gostermektedir. Kemolitotrof olanlarin  yan1 swra aerobik ve anaerobik
kemoheterotroflar, fotoototrofik ve fotoheterotrofik tiirler de bulunmaktadir (Ollivier
ve dig., 1994; Oren, 1999).

Asir1 halofilik mikroorganizmalar ekstrem kosullara dayanikli olmasi ve bu
ortamlara gosterdigi adaptasyon nedeniyle biyoteknolojik yonden oldukca dnemlidir.
Bu halofilik mikroorganizmalarin iirettigi enzimler o6zellikle deterjan ve tekstil
endiistrisinde kullanilmaktadir. Ayrica petrol kontaminasyonunun giderilmesi ve
biyoyakit liretiminde de bu mikroorganizmalardan yararlanilmaktadir (Yanhe ve dig.,
2010).

Halofilik aktinomisetlerden elde edilen sekonder metabolitler de yeni
antibiyotiklerin sentezi i¢in kaynak olusturmaktadir. Yeni antibiyotiklerin kesfi ile
halofilik  aktinomisetler arastirmacilarin  ilgisini  ¢ekmistir.  Nocardiopsis,
Saccharomonospora ve Streptomyces cinslerine ait halofilik aktinomiset tiirleri
iirettikleri sekonder metabolitler bakimmdan oldukg¢a énemlidir. Ornegin, antifungal,
antibakteriyel ve antioksidant aktiviteye sahip yeni terfeniller halofilik bir
aktinomiset olan Nocardiopsis gilva YIM 90087 tarafindan sentezlenmis olup
Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007 tarafindan yar1 sentetik -laktam
antibiyotik lretiminde kullanilan penisilin agilaz enzimi sentezlenmektedir. Ayrica,
halofilik ve alkalifilik bir aktinomiset olan Streptomyces sannanensis RIJT-1
izolatinin Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis gibi
Gram pozitif organizmalara kars1 aktivite gdsteren potansiyel bir antibiyotik iireticisi
oldugu belirlenmistir (Yanhe ve dig., 2010; Tian ve dig., 2013; URL-1; Vasavada ve
dig., 2000) .



Bu calismanin amaglari;

v Tuzlu ortamlardan elde edilen toprak ve sediment 6rneklerinden halofilik ve
halotolerant aktinomisetlerin secici besiyerlerinde izole edilmesi,

v' Izolatlarin genotipik, fenotipik ve kemotaksonomik yontemler kullanilarak
cins ve tiir dlizeyinde tanimlanmasi,

v Izole edilen suslarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi,

v Izolatlarin PKS-I, PKS-II ve NRPS gen bdlgelerinin varhigmin arastiriimast,

v' BNT52" izolatinin NRPS gen bdlgesinin, SM3501", SM3513 izolatlarmm ise
NRPS ve PKS-I gen bolgelerinin molekiiler diizeyde karakterizasyonu,

v' lzolatlarn sahip olduklar1 antibiyotik gen bdlgeleri ile gosterdikleri
antimikrobiyal aktiviteleri arasinda herhangi bir iligkinin olup olmadiginin

ortaya ¢ikarilmasidir.






2. GENEL BILGILER

2.1 Tuz Golii ve Ozellikleri

Tuz Goli havzasi, I¢ Anadolu’da Ankara ilinin giineyi ile Konya ilinin kuzey-
dogusunda yer almis olup karalar arasi kapali bir havza konumundadir. Ankara,
Konya ve Aksaray il sinirlari igerisinde bulunmaktadir (Sekil 2.1-2.2).
Kuzeybati-Giineydogu yoniinde uzun ekseni boyunca 87 km kadar uzanmakta
ve maksimum genisligi 40 km’ye erismektedir. Golin alan1 1665 km*’dir (Kilg,

2003).

S S T

Sekil 2.1. Tuz Golii (URL-2)

Tuz, Tirkiye’de basta Tuz GoOli (Ankara/Serefli Kochisar “Kaldirim ve
Kayacik Tuzlalar1” ve Konya/Cihanbeyli “Yavsan Tuzlas1”) olmak lizere, deniz ve
kaya tuzlalarindan elde edilmektedir. Bu tiretimde Tuz Goli’niin pay1 yaklasik % 70
kadardir, diger bir deyisle Tuz Golii Tirkiye tuz ihtiyaciin 2/3’linii karsilamaktadir
(Kilig ve Uyanik, 2001).

Tuz Gollerinin bir kism1 eski deniz yataklar1 olabilecegi gibi bazilar1 da genis
yer cokiintiilerinde, civar bolgelerindeki kaya tuzlarindan gegerek, bu ¢ukurlarda
toplanan tuzlu sulardan meydana gelirler. Yaz aylarinda yiiksek bir yogunluk
kazanan sular buharlasarak, sanki deniz sularinin toplanma havuzlar1 gibi tuz tavasi
haline gelirler. Tuzlu su gollerinde, tuzlu su kaynaklar1 ve kuyularina hemen her

iilkede rastlanmaktadir. Diinyanin en biiyiik tuz goli Great Salt (Biiyiik Tuz) goliidiir



(Utah, ABD). Ulkemizde I¢ Anadolu’da yer alan Tuz Gélii diinyadaki en 6nemli tuz
gollerinden biridir. Tuz gollerinden alinan tuz biiyilk oranda saf bir sekildedir

(Koday, 1999).
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Sekil 2.2. Tuz Go6lii ve Uydu Goriintiisii (URL-3)

2.2 Camalt1 Tuzlas: ve Ozellikleri

Camalt1 tuzlast Ege Bolgesinin Ege Bolimiinde, Gediz Irmagmin delta ovasi
icerisinde Ege Denizinin de kiyisinda yer almaktadir. S6z konusu tuzla Gediz Irmag1
deltasinda 58 km’ alan iizerinde kurulu iilkemizin en biiyiik deniz tuzlasidir (Sekil
2.3-2.4).

Tuzlalar, giines 1s1gindan faydalanarak deniz suyunun buharlastirilmasi
yontemiyle tuz tiretmek i¢in kurulmus birbirine bagli veya bagl olmayan degisik

boyutlardaki havuzlardan olusmus bir sistemdir (Tiras, 2007).

Sekil 2.3. Camalt1 Tuzlas1 (URL-4)



Camalt1 tuzlas1 genel olarak 1. ve II. tuzla, su depolama alanlari ve
kristalizasyon havuzlar1 olarak 4 ana kisma ayrilmaktadir. Bunlardan su depolama
havuzlar1 % 5-15 ve kristalizasyon havuzlarit da % 15-30 tuzluluktadir. Tuz iiretim
parsellerinin derinligi 5-15 cm olmakla beraber 1,5 m derinlikteki tuz havuzlariyla su
iletim kanallar1 da mevcuttur. Tuz parsellerinin zemini sikigtirilmig topraktir.
Tuzlanin deniz ile baglantisin1 ana kanal iizerine kurulmus olan pompalar
saglamaktadir. Boylece degisik boyutlardaki havuzlara verilen deniz suyu kademeli
olarak tuz kristalizasyon havuzlarina dagitilmaktadir.

[zmir Camalt1 Tuzlas, Tiirkiye toplam tuz iiretiminin (2 115 751 ton) yaklasik
% 25’ ini karsilamaktadir (Tiras, 2007).
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Sekil 2.4. Camalt1 Tuzlasinin Uydu Goriintiisii (URL-5)
2.3 Halofilik Mikroorganizmalar

Gelisimi  i¢in  yiiksek miktarda tuz  konsantrasyonuna gerek duyan
mikroorganizmalardir. Kushner, (1985) mikroorganizmalar1 geligebildikleri optimum
NaCl miktarma gore smiflandirmistir :
a) Halofilik olmayanlar,
b) Az halofiller, % 1-3 arasinda NaCl konsantrasyonunda gelisenler,
¢) Orta derecede halofiller, % 3-15 aras1 NaCl konsantrasyonunda gelisenler,
d) Asir1 halofiller, % 15°den daha fazla NaCl konsantrasyonunda gelisenler,
Bunlardan farkli olarak halotolerant mikroorganizmalar ise, tuz varliginda veya
yoklugunda gelisebilen organizmalardir.
rRNA dizi verilerine dayali filogenetik analizlere gore halofiller, Archaea,

Bacteria ve Eukarya domainlerinde yer almaktadir (Oren, 2002a,b; 2006a). rRNA



dizi verilerine bagl olarak li¢ farkli domaindeki mikroorganizmalarin filogenetik

dagilimi Sekil 2.5’te verilmistir.
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Sekil 2.5. rRNA dizi verilerine bagli olarak farkli domainlerdeki mikroorganizmalarin
filogenetik dagilimi (Madigan ve Martinko, 2006)

Archaea domainindeki halofilik mikroorganizmalar, Halobacteriaceae,
Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae familyalar1 icerisinde yer almaktadir
(Oren, 2002a). Bacteria domainindeki halofilik mikroorganizmalar ise
Halanaerobiales ordosuna ait (Firmicutes filumu) Halanaerobiaceae ve
Halobacteroidaceae tamilyalar1 ve Oceanospirillales ordosuna ait Halomonadaceae
(Gammaproteobacteria smifi) familyasinda yer almaktadir (Oren, 2008).

Halofilik  aktinomisetler ise  Streptosporangineae,  Streptomycineae,
Pseudonocardineae,  Actinopolysporineae,  Micrococcineae alt  ordolarinda
bulunmaktadir. Nocardiopsaceae familyasinda yer alan Nocardiopsis (Meyer,
1976), Thermobifida (Zhang ve dig., 1998) ve Streptomonospora (Cui ve dig., 2001)
halofilik tiirlerin bulundugu cinsleri, Pseudonocardiaceae familyas1 ise halofilik
tiirleri iceren Actinopolyspora, Amycolatopsis, Prauserella, Saccharomonospora

cinslerini icermektedir (Hamedi ve dig., 2013).



Tek hiicreli yesil alg olan Dunaliella cinsi ayrintili bir sekilde arastirilmistir.
Dunaliella, organik ozmotik uyum bilesiklerini kullanarak tuz adaptasyon
calismalarinda ve biyoteknolojik uygulamalarda popiiler bir model sistem olmustur
(Oren, 2005). Algler uyum bilesikleri olarak polyolleri kullanmaktadir. Dunaliella
salina 1se ozmotik strese kars1 yanit olarak gliserol sentezlemektedir (Chen ve Jiang,
2009). D. salina ve D. bardawil tarafindan iretilen degerli bir kimyasal olan p-
karoten gida renklendirici, pro-vitamin A (retinol), kozmetikte katki maddesi olarak
tercth edilmektedir (Oren, 2005). Tuz gollerinde tuzlu su karideslerinin (Artemia
salina, A. franciscana) varhgi bilinmektedir (Oren, 2008).

1998 yilindan beri hipersalin ortamlardan ¢ok sayida fungus tiirli izole
edilmistir. Wallemiomycetes smifl, Wallemiales ordosunda yer alan Wallemia cinsine
ait W. sebi, W. muriae ve W. ichthyophaga, Emericella cinsinde yer alan, E.
appendiculata  ve FE. stella-maris, siyah maya Trimmatostroma salinum,
Cladosporium cinsine ait C. dominicanum, C. fusiforme, C. halotolerans, C.
herbarioides, C. psychrotolerans, C. ramotenellum, C. salinae, C. spinulosum, C.
subinflatum, C. subtilissimum, C. tenellum ve C. velox tiirleri hipersalin ¢evrelerde
bulunmaktadir. Aureobasidium pullulans var. pullulans ve Candida cinsine ait
C.gali, C. pseudorugosa ve Eurotium halotolerans hipersalin ortamlardan izole
edilmistir (Gunde-Cimerman ve Zalar, 2014). Siyah maya Hortaea werneckii tiirii de
(Gunde-Cimerman ve dig., 2000) hipersalin ¢evrelere 6zgii bir organizmadir.

Ekstrem halofilik arkelere saldiran fajlar ilk olarak 1974 yilinda tanimlanmis
fakat hipersalin ekosistemlerde viriisler genis Ol¢lide kesfedilmemistir. Tek ya da ¢ift
zincirli DNA genomu iceren, bir lipid zarina sahip olan pleomorfik viriislerin
izolasyonu ve karakterizasyonu tuzlu ortamlardaki viral ¢esitliligi gostermistir.
Shaun Heaphy (Leicester, United Kingdom) i¢ Mogolistan’da bir tuz goliinden izole
edilen Halorubrum kocurii’yi enfekte eden bas ve kuyruk kismina sahip iki yeni litik
virlisi (Siphoviridae’den BJ1 viriisii ve Myoviridae’den BJ2 viriisii) kesfetmistir

(Yanhe ve dig., 2010).

2.4 Topraktaki Halofilik ve Halotolerant Mikroorganizmalar

Hipersalin (asir1 tuzlu) ortamlar, hipersalin su ve topraklardan olusmaktadir.
Hipersalin akuatik habitatlarla karsilastirildiginda salin (tuzlu) topraklardan izole

edilen halofilik ve halotolerant mikroorganizmalarin cesitliligi hakkinda ¢ok az bilgi



bulunmaktadir. 1980’lerde tuzlu topraklarda mikrobiyal cesitlilik iizerine onciiliik
eden caligmalar gerceklestirilmeye baslanmistir (Ventosa ve dig., 2008).

Tuzlu topraklarda bulunan c¢ok sayida izolat, Pseudomonas, Alcaligenes,
Salinivibrio, Flavobacterium ve Acinetobacter cinsleri i¢inde tanimlanan Gram
negatif comak sekilli bakterilerdir. Yine tuzlu topraklardan izole edilen Gram pozitif
comaklar ve gram pozitif koklardan olusan bu gruptaki izolatlar Bacillus,
Nesterenkonia, Arthrobacter, Marinococcus, Staphylococcus, Corynebacterium,
Brevibacterium, Nocardia ve Actinomyces cinslerinde belirlenmistir. Ekstrem
halofilik arkelerin ¢ok az bir kism1 tuzlu topraklardan izole edilmistir. Bu izolatlar
Halobacterium cinsi i¢ginde belirlenmistir (Ventosa ve dig., 2008).

Son yapilan ¢aligmalar Gram pozitif mikroorganizmalarin tuzlu topraklarda
yogun olarak bulundugunu gdstermistir. Ventosa ve dig. (1983) Alicante (Ispanya)
kiyisinda yer alan tuzlu topraktan bir grup Gram pozitif halofilik kok izole etmistir.
[Iiml1 halofillerin timii % 2-5 ve % 25-30 arasinda toplam tuzda ve optimum olarak
% 10-15 tuz oran1 igeren besiyerlerinde gelismistir (Ventosa ve dig., 2008).

Halofilik arkeler kirmizidan pembeye degisen renklerde karotenoid pigmentleri
ireten aerobik mikroorganizmalardir. Eter bagli izoprenoid zincirleri iceren
membranlar gibi arkeal 6zelliklere sahiptir. En tipik 6zelligi tuz gereksinimidir. Cok
sayida tlir gelisimi i¢in en az % 9 NaCl’ye ihtiya¢ duymakta ve optimum olarak %
20-25 NaCl igeren ortamlarda gelisim gostermektedir. Halofilik arkelere hipersalin
cevrelerde sik rastlanmaktadir. Cok sayida tiir, tuzlanmis yiyecekler ve yer alt1 tuz
depolarinin yani sira tuz golleri, soda golleri ya da tuzlalar gibi akuatik habitatlardan
izole edilmistir (Ventosa ve dig., 2008).

Yalnizca birkag¢ haloarkeal tiir, tuzlu topraklardan izole edilmistir. Haloarcula
argentinensis ve Haloarcula mukohatae Arjantin’den izole edilen iki tiirdiir (Ihara ve
dig., 1997). Haloarcula japonica Japonya’daki tuzla topragindan (Takashina ve dig.,
1990), Halorubrum distributum (Sinonim Halobacterium distributus) alkali
topraklardan (Zvyagintseva ve Tarasov, 1987; Oren ve Ventosa, 1996) ve
Haloterrigena turkmenica (Sinonim Halococcus turkmenicus) Tiirkmenistan’da
siilfat igeren bir tuzlu topraktan izole edilmistir (Zvyagintseva ve Tarasov, 1987;
Ventosa ve dig., 1999).

Topraktan izole edilen ve tanimlanan c¢ok sayida ilimli halofilik bakteri
heterotrofiktir. Baskin olarak asir1 tuzlu (hipersalin) sucul habitatlardan Gram negatif

tiirler elde edilmesine karsm, tuzlu ya da asir1 tuzlu (hipersalin) topraklarda g¢ok
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sayida Gram pozitif tiir de elde edilmis ve bunlar taksonomik olarak karakterize
edilmistir. Hipersalin topraklarin mikrobiyotasi, hipersalin sularin mikrobiyotasindan
daha ziyade tuzlu olmayan habitatlarin mikrobiyotasina benzerlik gdstermektedir

(Ventosa ve dig., 2008).

2.5 Tuzlu Ortamlarda Bulunan Aktinomisetler

Fazla tuzlu cevrelerde aktinomisetlerin varligi ve bu organizmalarin yiiksek tuz
konsantrasyonuna toleransi ilk olarak Tresner ve dig. (1968) ve Gottlieb (1973)
tarafindan tanimlanmastir.

Nocardiopsaceae familyasindaki Nocardiopsis (Meyer, 1976), Thermobifida
(Zhang ve dig., 1998) ve Streptomonospora (Cui ve dig., 2001) cinsleri halofilik ve
halotolerant  tiirler  icermektedir.  Actinomycetales  ordosuna ait olan
Pseudonocardiaceae familyasinda ¢ok sayida cins bulunmaktadir. Bu cinslerden ii¢
tanesi tuzlu toprak orneklerinden izole edilen halofilik tiirleri iceren Actinopolyspora,
Saccharomonospora ve Prauserella cinslerini icermektedir. 2011 yil1 verilerine gore
26 cinsten elde edilen 70 gegerli halofilik ve halotolerant aktinomiset tiirlerinin listesi

Cizelge 2.1°de verilmistir (Hamedi ve dig., 2013).
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Cizelge 2.1. Bazi halofilik ve halotolerant aktinomiset tiirlerinin listesi

Halofilik ve halotolerant NaCl Halofilik ve halotolerant NaCl
aktinomiset tiirleri (%) aktinomiset tiirleri (%)
1. Actinopolyspora alba 10-25 36. Nocardiopsis halotolerans 0-15
2. Actinopolyspora algeriensis 7-32 37. Nocardiopsis rosea 0-18
3. Actinopolyspora erythraea 10-25 38. Nocardiopsis rhodophaea 0-18
4. Actinopolyspora halophila 10-30 39. Nocardiopsis chromatogenes 0-18
5. Actinopolyspora mortivallis 5-30 40. Nocardiopsis baichengensis 0-18
6. Actinopolyspora xinjiangensis 10-15 41. Nocardiopsis arabia 0-15
7.  Amycolatopsis halophila 1-15 42. Nocardiopsis litoralis 1-15
8. Amycolatopsis marina 0,5-12 43. Nocardiopsis salina 3-20
9. Amycolatopsis salitolerans 0-13 44. Nocardiopsis sinuspersici 0-15
10. Georgenia halophila 1-15 45. Nocardiopsis arvandica 0-17,5
11. Glycomyces halotolerans 4-5 46. Nocardiopsis terrae 1-15
12. Haloactinobacterium album 2-16 47. Nocardiopsis flavescens 0-10
13. Haloactinopolyspora alba 7-23 48. Nocardiopsis coralliicola 0-18
14. Haloactinospora alba 9-21 49. Prauserella halophila 5-25
15. Haloechinothrix alba 9-23 50. Prauserella alba 0-25
16. Haloglycomyces albus 3-18 51. Prauserella marina 0-5
17. Isoptericola halotolerans 0-25 52. Saccharomonospora paurometabolica 5-20
18. Kocuria halotolerans 0-10 53. Saccharomonospora halophila 10-30
19. Kocuria aegyptia 1-5 54. Saccharomonospora saliphila 5-20
20. Marinactinospora thermotolerans 0-5 55. Saccharopolyspora qijiaojingensis 1-22
21. Myceligenerans halotolerans 0-10 56. Saccharopolyspora halophila 3-20
22. Nesterenkonia sandarakina 1-15 57. Saccharopolyspora lacisalsi 5-25
23. Nesterenkonia lutea 0-20 58. Salinactinospora qingdaonensis 1-23
24. Nesterenkonia halophila 0,5-30 59. Salinisphaera halophila 6-29
25. Nesterenkonia halotolerans 0-25 60. Salinispora arenicola 3,5
26. Nesterenkonia xinjiangensis 0-25 61. Salinispora tropica 3,5
27. Nesterenkonia alba 0-6 62. Serinicoccus profundi 0-14
28. Nesterenkonia aethiopica 3-12 63. Spinactinospora alkalitolerans 1-15
29. Nesterenkonia lacusekhoensis 0-15 64. Streptomonospora flavalba 5-25
30. Nesterenkonia halobia 4-18 65. Streptomonospora alba 5-25
31. Nesterenkonia jeotgali 0-16 66. Streptomonospora halophila 5-20
32. Nocardiopsis xinjiangensis 3-20 67. Streptomonospora amylolytica 5-20
33. Nocardiopsis kunsanensis 3-20 68. Streptomyces oceani 2,5-12,5
34. Nocardiopsis halophila 3-20 69. Streptomyces pharmamarensis 2-9
35. Nocardiopsis composta 0-15 70. Yuhushiella deserti 3,5

Halofilik aktinomisetler deniz suyu, tuzlu toprak, tuz golii, alkalin tuzlu habitat
ve diger habitatlardan izole edilmistir. Ancak halofilik aktinomisetlerin ¢ogu ise

tuzlu topraklardan elde edilmistir (Hamedi ve dig., 2013).
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2.5.1 Actinopolyspora cinsi

Actinopolyspora cinsi, Actinomycetales takimima ait olan Pseudonocardiaceae
familyasi icerisinde yer almaktadir. Cinsin tiyeleri Gram-pozitif, aerial miselyumlar
iizerinde uzun spor zincirleri bulunan, substrat miselyum fragmentleri olusturan
mikroorganizmalardir. Hiicre duvar1 mezo-diaminopimelik asit ve dnemli miktarda
galaktoz ve arabinoz icermektedir. Mikolik asit bulundurmazlar (Meklat ve dig.,
2012).

Baskin menakinonlar1t MK-9 (Hs) ve MK-10 (H4)’dur. iso-C;s . o, iso- Cis - o,
iso-Cy7.0 ve anteiso-Cy7.9 temel yag asitleridir. Actinopolyspora cinsi iiyelerinin
fosfolipid paterni PIII (fosfatidilkolin iceren) grubunda yer almaktadir. DNA G+C
icerigi % 64,2 ile 68 arasinda degismektedir (Tang ve dig., 2011; Gochnauer ve dig.,
1975; Yoshida ve dig., 1991).

Actinopolysporineae alt takimina ait ekstrem halofilik aktinomisetlerden olusan
Actinopolyspora cinsi ilk olarak Gochnauer ve dig. (1975) tarafindan Onerilmistir
(Zhi ve dig., 2009). Su ana kadar cins i¢erisinde 11 tiir tanimlanmis olup bunlar 4.
halophila (Gochnauer ve dig., 1975), A. mortivallis (Yoshida ve dig., 1991), 4.
xinjiangensis (Guan ve dig., 2010), A. erythraea (Tang ve dig., 2011), A. alba (Tang
ve dig., 2011), 4. algeriensis (Meklat ve dig., 2012), A. saharensis (Meklat ve dig.,
2013), A. lacussalsi (Guan ve dig., 2013), A. mzabensis (Meklat ve dig., 2013), A.
righensis (Meklat ve dig., 2013) ve 4. dayingensis (Guan ve dig., 2013) tiirleridir.

2.5.2 Amycolatopsis cinsi

Amycolatopsis cinsi, Actinomycetales takiminin Pseudonocardiaceae familyasi
icerisinde yer alan Gram pozitif, aerobik, aside direngsiz, dallanmis substrat hif
olusturan hareketsiz aktinomisetlerden olusmaktadir. Spor zincirleri vejetatif hifler
iizerinde meydana gelmektedir (Kim ve Goodfellow, 1999).

Hiicre duvar1 mezo-diaminopimelik asit ve Onemli miktarda galaktoz ve
arabinoz icermektedir. Mikolik asit bulundurmazlar (Ding ve dig., 2007).
Amycolatopsis suslari, diiz zincirde, tekli doymamus, iso, anteiso- ve 10-methyl
dallanmis doymus yag asitlerince zengindir (Yassin ve dig., 1993a). Baskin
menakinon olarak, MK9 (H;), MK9 (H4) ve MK9 (Hs) icermektedir. Amycolatopsis

suslar1, fosfatidiletanolamin ve ¢esitli difosfatidilgliserol, fosfatidil inozitol ve
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fosfatidilinozitolmannozitlerin olusumu ile fosfatidilgliserol igcerir (Yassin ve dig.,
1991). DNA G+C igerigi % 66-74’tlir (Kim ve Goodfellow, 1999).

Amycolatopsis cinsi izolatlarin ¢ogu topraktan izole edilmistir. Bunun disinda
bazi1 Amycolatopsis tiirleri ise tath su, insan ve hayvan klinik kaynaklari, dogal
magaralar, bozkir topraklar1 ve tuz golii gibi ¢evrelerden izole edilmistir (Ding ve
dig., 2007; Tang ve dig., 2010). Amycolatopsis cinsi iiyelerinin yeni antimikrobiyal
bilesiklerin kaynagi oldugu bilinmektedir. Cinsin tip susu A. orientalis IMSNU
20058""dir (Lechevalier ve dig., 1986). Halofilik 6zellik gdsteren bir tiirii A.
halophila YIM 93223 dir (Tang ve dig., 2010). Giiniimiizde 64 tane Amycolatopsis
tirt 4 tane de alttiirti karakterize edilmistir (URL-6,

http://www.bacterio.net/amycolatopsis.html).

2.5.3 Nocardiopsis cinsi

Actinomycetales takimma ait olan Nocardiopsaceae familyasi icerisinde yer alan
Nocardiopsis cinsi tlyelerinin ¢ogu diger aktinomisetlere morfolojik olarak
benzemesine ragmen olduk¢a Onemli kimyasal Ozelliklere sahiptir. Peptidoglikan
tabakasinda mezo-diaminopimelik asit, alanin, ve glutamik asit bulunmaktadir.
Peptidoglikandaki muramik asit asetillenmistir (Kroppenstedt, 1987). Tim hiicre
hidrolizatlarinda glukoz ve galaktoz belirlenmistir.

Arabinoz, maduroz, ksiloz ya da ramnoz gibi tanisal sekerler bulunmamaktadir
(Lechevalier ve Lechevalier, 1970; Grund ve Kroppenstedt,1990; Yassin ve dig.,
1993b, 1997; Al-Tai ve Ruan, 1994; Chun ve dig., 2000; Evtushenko ve dig., 2000;
Naumova ve dig., 2001).

Hiicre duvar teikoik asitleri gliserol ile ribitol, glukozamin, galaktozamin,
siiksinik, propionik asit gibi diger temel bilesenlerden olusmaktadir. Farkl
Nocardiopsis tiirleri  hiicre duvar teikoik asit kompozisyonu araciligiyla
belirlenmektedir (Naumova ve dig., 2001). Hiicre duvarlarinda mikolik asit
bulunmamaktadir (Mordarska ve dig., 1972; Minnikin ve dig., 1975).

Fosfatidilkolin (cardiolipin), fosfatidilmetiletanolamin (PME), fosfatidilgliserol
(PG), fosfatidilinositol (PI) ve az miktarda difosfatidilgliserol (DPG) icermektedir.
Temel menakinonlari, yan zincirlerinde 10 izopren alt birimi igermektedir.

Nocardiopsis suslarinda hidroksi yag asitleri belirlenmemis olup iso-dallanmis,
anteiso-dallanmis ve 10-metil-dallanmig yag asitleri bulunmaktadir (Grund ve

Kroppenstedt, 1990). DNA G+C igerigi % 64 ile 69 arasinda degismektedir.
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Nocardiopsis cinsinin 1limh halofilik tiirlerinin ilk 6rnekleri N. halophila (Al-
Tai ve Ruan, 1994), N. halotolerans (Al-Zarban ve dig., 2002a), N. xinjiangensis (L1
ve dig., 2003a) ve N. salina’dir (Li ve dig., 2004). Daha sonra tanimlanan N.gilva, N.
rosea, N. rhodophaea, N. chromatogenes ve N. baichengensis tiirleri ise hipersalin
bir topraktan izole edilmistir (Li ve dig., 2006). Giiniimiizde 44 tane Nocardiopsis
tiirti 5 tane de alttiirti karakterize edilmistir (URL-7,

http://www.bacterio.net/nocardiopsis.html).

2.5.4 Prauserella cinsi

Prauserella cinsi, Actinomycetales takimmda bulunan Pseudonocardiaceae familyasi
icerisinde yer almaktadir. Cinsin {iyeleri gram pozitif, aerobik, aside direngsiz ve
halofilik ya da halotolerant mikroorganizmalardir. Substrat miselyumlar1 diizensiz
cubuk sekilli kisimlara ayrilmakta ve aerial miselyumlar spor zincirlerini
olusturmaktadir. Hiicre duvar1 mezo-diaminopimelik asit ve Onemli miktarda
galaktoz ve arabinoz icermektedir (Bazilar1 riboz da icermektedir). MK-9(Hy) baskin
menakinondur. DNA G+C igerigi % 65,8-69,9’dur (Kim ve Goodfellow, 1999; Li ve
dig., 2003b).

Difosfatidilgliserol, fosfatidilgliserol, fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamin ve
fosfatidilmetiletanolamin igermektedir. Mikolik asit icermez. Baskin menakinon
olarak, MK9 (H;) ve MK9 (Hs) icermektedir (Schéfer ve dig., 2010).

Prauserella cinsine ait olan iki halofilik tiir olan P. halophila ve P. alba tuzlu
topraktan, diger halofilik tiirler olan P. salsuginis, P. flava, P. aidingensis, P.
sediminis ise Cin’de bir tuz goliinden izole edilmistir (L1 ve dig., 2003b; 2009).
Glinimiizde 9 tane Prauserella tirii karakterize edilmistir (URL-8,

http://www.bacterio.net/ prauserella.html).

2.5.5 Saccharomonospora cinsi

Nonomura ve Ohara (1971), Actinomycetales takimma ait olan Pseudonocardiaceae
familyasi i¢inde Saccharomonospora cinsini tanimlamistir. Aerial hifler lizerinde tek
sporlar baskin olarak bulunurken bazen de ¢ift spor ya da kisa zincirler
olusturmaktadir. Cinsin iiyeleri arabinoz ve galaktoz (bazi tiirlerinde riboz da
bulunabilir) sekerleri ile birlikte mezo-diaminopimelik asit icermektedir. MK-9(Hy)
baskin menakinonudur (Liu ve dig., 2010). Mikolik asit bulundurmazlar. Cins

dyelerinin ¢ogunlugu fosfatidiletanolamin (PE) ve difosfatidilgliserolii (DPG)
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icermektedir. DNA G+C igerigi % 69-74 arasinda degismektedir. Su ana kadar cins
icerisinde 11 tiir tanimlanmis olup bunlar S. viridis (Nonomura ve Ohara, 1971), S.
azurea (Hu, 1987), S. glauca (Greiner-Mai ve dig., 1988), S. cyanea (Hu ve dig.,
1988), S. xinjiangensis (Jin ve dig., 1998), S. halophila (Al-Zarban ve dig., 2002b) ve
S. paurometabolica (Li ve dig., 2003c), S. saliphila (Syed ve dig., 2008), S. marina
(Liu ve dig., 2010) ve S. oceani (Zhang ve dig., 2013a) tiirleridir. Bu tiirlerden
sadece S. halophila, S. paurometabolica ve S. saliphila halofiliktir. S. halophila bu
cinsin ilk halofilik tiiridiir ve Kuveyt’te bir batakliktan izole edilmistir (Al-Zarban ve
dig., 2002b). Ayrica son zamanlarda S. amisosensis tiirii de marin sedimentten izole

edilerek tanimlanmistir (Veyisoglu ve dig., 2013).

2.5.6 Streptomonospora cinsi

Actinomycetales takimmm Nocardiopsaceae familyasi icerisinde yer alan Gram
pozitif, dallanmis hif yapisina sahip aerobik organizmalardir. Aerial miselyum
hareketsiz kisa spor zincirleri olusturmaktadir. Bu kisa zincirlerdeki sporlar oval ya
da cubuk seklinde ve yiizeyleri piirlizliidiir. Substrat miselyumunu yogun olarak
fragment olusturmayan dallanmis hifler olusturmaktadir. Hiicre duvari mezo-
diaminopimelik asit icermektedir. Hiicre duvarinda galaktoz veya galaktoz ve
arabinoz  bulunmaktadir. Mikolik asit bulundurmazlar. Fosfatidilgliserol,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin ve fosfatidilinositol, difosfatidilgliserol,
fosfatidilmetiletanolamin ve fosfatidilserin icermektedir. Menakinon kompozisyonu
MK-9(H), (H4), (He), (Hs) ile MK-10(H>), (Hs), (Hs), (Hsg) serilerinin bir ya da daha
fazla temsilcisinden olusmaktadir. DNA G+C igerigi % 69 ile 71 arasinda
degismektedir. Tip tiirii Streptomonospora salina YIM 90002"dir (Li ve dig.,
2003d).

S. nanhaiensis ve S. sediminis tiirleri marin sedimentten izole edilmistir (Zhang
ve dig., 2013b). Gram pozitif, dallanmis hifli aerobik olan bu organizmalar % 15
NaCl igeren besiyerlerinde en 1iyi gelisim gostermistir. Giiniimiizde 8 tane
Streptomonospora tirt karakterize edilmistir (URL-9,
http://www.bacterio.net/streptomonospora.html). Bunlardan 5’1 halofilik 1’1 ise
halotolerant 6zelliktedir. Son yapilan bir calismada Nocardiopsis arabia (Hozzein ve
Goodfellow, 2008) tiirli Streptomonospora arabica olarak yeniden siniflandirilarak

isimlendirilmistir (Zhang ve dig., 2013b).
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2.5.7 Streptomyces cinsi

Streptomyces cinsi, Actinomycetales takimida yer alan Streptomycetaceae
familyasmin gram pozitif aerobik liyelerinden olusmaktadir (Stackebrandt ve dig.,
1997). DNA G+C igerigi % 69 ile 78 arasinda degismektedir. Vejetatif hifler yogun
dallanmis miselyumlar1 nadiren de fragmentleri olusturmaktadir. Aerial miselyumlar
ii¢ ve daha fazla sayida spor zincirleri meydana getirmektedir.

Katalaz pozitiftir ve genellikle nitrat1 nitrite indirgerler. Cins diizeyinde
suslarin tanimlanmasi i¢cin kemotaksonomik 6zellikler biiylik 6neme sahiptir. Hiicre
duvar peptidoglikan1 biiylik miktarda LL-diaminopimelik asit (LL-A;pm)
icermektedir. Mikolik asit bulundurmayan cins tiyeleri biiylik oranda doymus iso-
ve anteiso yag asitlerini icermektedir. Baskin menakinon olarak, MK9 (Hs) ve MK9
(Hg) icermektedir. Kompleks polar lipit igerigini genellikle difosfatidilgliserol,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositol ve fosfatidilinositol mannosit olusturmaktadir
(Kéampfer, 2006).

Streptomyces’lerin ¢ok biiyiik bir kismi1 topraktan izole edilirken sucul
habitatlarda da genis dagilim gostermektedirler. Farkli izolasyon kaynaklarindan
bazilar1 tath su drnekleri ve sedimentleri, derin deniz sedimentleri (Kutzner, 1981),
bitkilerin yaprak, govde ve kokleri (Hasegawa ve dig., 2006) ve deniz siingerleridir
(Xin ve dig., 2008). S. chilikensis (Ray ve dig., 2013) cinsin halofilik bir tiirii iken S.
albiaxialis (Kuznetsov ve dig., 1992) halotolerant bir Streptomyces tiridiir.
Gilintimiizde 600’den fazla Streptomyces tiirii karakterize edilmistir (URL-10,
http://www.bacterio.net/streptomycesa.html).

Streptomyces cinsinin en Onemli 6zelligi antifungal, antiviral, antitiimoral,
antihipertansifler, antibiyotikler ve immiin sistemi baskilayicilari iiretme yetenegidir.
Glinlimiizde kullanilan antibiyotiklerin % 80’1 Streptomyces’ler tarafindan

sentezlenmektedir (de Lima Procopio ve dig., 2012).

2.6 Halofilik Bakterilerin Hiicresel Yapilan

2.6.1 Halofilik bakterilerin hiicre duvar yapilan

Halomonas elongata tiirliniin hiicre zar1, hiicrelerin gelistigi tuz konsantrasyonunun
bir fonksiyonu olarak onun hidrofobisitesinde belirgin degisimler gostermektedir.
Yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda yiiklii fosfolipitlerin artis1 hidrofilik egilimi
aciklayabilmektedir. Hidrofilik hiicre yilizeyi yiiksek tuzluluga sahip suyun az oldugu
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ortamlarda hiicreyi su molekiilii agisindan daha cazip hale getirmekte ve bu sekilde
hiicrenin su kaybini 6nlemektedir.

Halomonas cinsinin peptidoglikan tabakasinin ilgi cekici bir 6zelligi de
hidrofobik yapidaki l6sin amino asitinin varligidir. Hidrofobik 16sin amino asiti tiim
hiicre duvar1 hidrofobisitesine katki saglamaktadir.

Fotosentetik mor siilflir olmayan bir bakteri olan Rhodothalassium
salexigens’in hiicre duvar1 periyodik aralikli alt {initelerce olusturulmus bir S

tabakasiyla cevrilidir ve hiicre duvarinda hi¢ lipopolisakkarit yer almamaktadir.

Halofilik aktinomisetlerden Actinopolyspora halophila nn hiicre duvari
geleneksel bir peptidoglikan hiicre duvar yapisina sahiptir. Hiicre duvar yapisi
Micropolyspora ve Saccharomonospora cinslerindeki gibi kemotip IV hiicre duvar
yapisma benzemekte olup hiicre duvarmda mikolik asit bulunmamaktadir (Oren,

2002a).

2.6.2 Halofilik bakterilerin ekstraseliiler kapsiilii

Halomonas eurihalina ilging 6zellige sahip bir ekzopolisakkarit tiretmektedir. Bunun
% 42’si karbohidrat ve % 15’1 proteinden olusmaktadir. Kalan kismin yapisi
bilinmemektedir. Polimer oldukca vizkoz (6zellikle asidik pH’da) ve termostabildir
(Oren, 2002a). Tanimlanan bagka bir ekzopolisakkarit iireticisi ise Halomonas maura

tiiridiir (Bouchotroch ve dig., 2001).

2.6.3 Halofilik bakterilerde kamgi

Kamg1 ile hareket farkli halofilik bakteri gruplar1 arasinda olduk¢a yaygindir.
Ozellikle kalin, kilifli polar kamgi haloalkalifilik fotosentetik siilfiir bakterisi
Halorhodospira abdelmalekii’ de goriilmektedir (Oren, 2002a).

2.6.4 Sitoplazmik membran ve lipitleri

Halofilik bakterilerin sitoplazmik membran 6zellikleri, iyon geg¢irgenligi ve integral
membran proteinlerinin aktivitesi gibi fonksiyonlar1 ayarlamak amaciyla dis
kisimdaki tuz konsantrasyonu biiyiik 6l¢iide diizenlenmektedir.

Hiicre membranmin o6zelliklerindeki tuza bagl degisimler, hem membran
yapisinda baskin olan fosfolipid tipleri diizeyinde hem de lipitlerdeki yag asidi zincir

tipleri bakimindan tanimlanmistir (Oren, 2002a).
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2.6.5 Halofilik bakterilerin polar lipitleri

Cogu tiirde bulunan temel polar lipitler fosfotidilkolin (PC) ve fosfotidiletanolamin
(PE) dir. Difosfatidilgliserol (kardiolipin, CL) ve glikolipitler gibi ilave lipit tipleri de
bulunabilir. Genellikle tuzluluk orani arttikca negatif yiiklii fosfolipitler (PC, CL),
notral fosfolipitlerin (PE) seviyesine kadar artmaktadir.

Gram pozitif halofilik bakterilerde tuzluluk attikga anyonik lipit kismindaki
artis genellikle difosfatidilgliserol (kardiolipin, CL) diizeyindeki bir artistan
kaynaklanmaktadir (Oren, 2002a).

2.6.6 Halofilik bakterilerin yag asitleri

Cubuk sekilli gram negatif halofilik bakteriler (Halomonas, Chromohalobacter ve
benzerleri) membran lipidlerinde genellikle diiz zincirli doymus ve tekli doymamais
yag asitlerini (Cj¢.0, Ci6:1 Ve Ozellikle Cys.1) igermektedir. Siklopropan yag asitlerinin
varlig1 cok sayida izolatta belirlenmistir. Tuz konsantrasyonundaki artis ile dallanmig
yag asitlerinin miktar1 azalirken siklopropan yag asitleri ve doymamis yag asitleri
genellikle artmaktadir. Siklopropan yag asitleri tekli doymamis bir yag asitinin ¢ift
baginin karsisina bir metil grubunun eklenmesi ile sentezlenmektedir.

Gram pozitif cinsler olan Marinococcus, Nesterenkonia ve Halobacillus

cinslerinde Cjs.o ve C;7.0 gibi doymus yag asitleri baskindir (Oren, 2002a).

2.6.7 Halofilik bakterilerde solunum kinonlar

Ubikinon ve menakinon tipte izoprenoid kinonlar halofilik bakterilerde tespit
edilmistir. Ubikinonlar (Q-7, Q-8 ve Q-9) halofilik Proteobacteria’da farkh
miktarlarda bulunur. Salinivibrio costicola hem ubikinonlar1 (Q-8) hem de
menakinonlar1 (MK-8) icermektedir (Oren, 2002a). Actinopolyspora halophila’da
kismen hidrojenlenmis menakinonlarin kompleks bir karisimi ve 9 izopren birimi ile

tetrahidro-menakinonlar (MK-9 H,) baskin durumdadir (Collins ve dig., 1981).

2.6.8 Fotosentetik membranlar

Fotosentetik prokaryotlar, hiicre i¢i membran sistemlerine sahiptir. Grup i¢inde
halofilik temsilcileri olan Cyanobacteria, intraseliiler tilakoidleri icermektedir. Hiicre
ici fotosentetik membranlarin ¢ok farklilik gosteren tipleri halofilik anoksijenik
fotosentetik bakteriler arasinda goriilmektedir. Halochromatium ve Thiohalocapsa

cinsleri vezikiiler tip hiicre i¢i membrana sahiptirler. Vezikiiler tip fotosentetik
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membran ayni zamanda Rhodovibrio salinarium ve Rhodovibrio sodomensis’de
bulunur. Rhodothalassium salexigensis sitoplazmik membrana paralel yer alan
fotosentetik membrana sahiptir. Tilakoidimsi membranlar orta derecede halofilik
Ectothiorhodospira ve gercek halofilik Halorhodospira’da  goriilir. Tim
tilakoidlerde 1s1klandirma periplazmik bosluk ile yapilmaktadir (Oren, 2002a).

2.6.9 Gaz vezikiilleri

Halofilik Archaea’da gaz vezikiillerine siklikla rastlanirken halofilik bakterilerde gaz
vezikiilleri nadiren goriilmektedir. Cyanobacteria’ya ait gercek halofilik temsilciler
gaz vezikiilleri icermemektedir. Ectothiorhodospira vacuolata gaz vezikiilleri
iretmektedir. Ancak Ectothiorhodospira vacuolata hafif derecede halofiliktir ve
sadece 10-60 g/l NaCl’de gelisim gostermektedir.

Sporohalobacter lortetii ve Orenia sivashensis gaz vezikiillerine sahip degildir

(Oren, 2002a).

2.6.10 Endosporlar

Is1 toleransina sahip endosporlar bazi halofilik bakteri gruplarinca iiretilmektedir.
Clostridiaceae (Clostridium  halophilum ve Desulfotomaculum halophilum),
Halanaerobiaceae (Natroniella acetigena), Halobacteroidaceae (Sporohalobacter
lortetii, Orenia tirleri, Halonatronum saccharophilum), Bacillaceae (Bacillus,
Gracilibacillus, Halobacillus ve Salibacillus) iiyelerinde endospor olusumu

goriilmektedir (Oren, 2002a).

2.7 Yiiksek Tuzlu Cevrelere Adaptasyon

Biyolojik membranlar suya karsi gecirgendir. Ilave bir turgor basmci meydana
geldiginde  sitoplazma dis ortama  karst  hiperozmotik  tutulmaktadir.
Halobacteriaceae familyasinda yer alan halofilik Archaea’de onemli bir turgor
basinci bulunmamaktadrr fakat diger halofilik mikroorganizmalarin halofilik
olmayanlarinkine benzer sekilde bir turgor basincina sahip olmasi beklenmektedir
(Oren, 2008).

Ortam ile sitoplazmalar1 arasinda ozmotik dengeyi saglamak i¢in halofilik
mikroorganizmalar tarafindan kullanilan iki farkli strateji bulunmaktadir. Bunlardan

birincisi potasyum ve klor birikimi digeri ise organik ozmotik ¢dziiciiniin birikimi ve
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biyosentezine dayanmaktadir. Ilk stratejiye gore, doymusa yakm tuz
konsantrasyonlarinda proteinlerin 6zel konformasyonlar1 ve aktivitelerini devam
ettirebilmeleri ve hiicre i¢i enzimatik sistemin adaptasyonu i¢in bu strateji
gerekmektedir (Lanyi, 1974). Boyle organizmalarin proteomu oldukca asidiktir ve
cok sayida protein diisiik tuz konsantrasyonunda denatiire olmaktadir. Boyle yiiksek
tuz konsantrasyonunda yasayan mikroorganizmalar diisiik tuz konsantrasyonunda
hayatta kalamazlar. Halobacteriaceae familyasina ait ekstrem halofilik arkelerden iy1
bilinenleri Halobacterium salinarum ve Haloarcula marismortui gibi tiirlerdir.
Bunlar bir hiicrenin yasami iizerinde yiiksek hiicre i¢ci KCl konsantrasyonun
siirdiiriilmesinin etkilerini incelenmesinde popiiler model organizmalardir. Tuz
adaptasyon stratejisi aerobik halofilik arkelerde smirlidir. Anaerobik fermentatif
Halanaerobiales  (Bacteria, Firmicutes) ordosuna ait mikroorganizmalar
sitoplazmalarin1 ozmotik olarak dengelemek i¢in organik ¢oziiciilerden ziyade KCl
kullanmaktadir ve tuz varligini tolere edebilmek icin intraseliiler mekanizmalarinin
adaptasyonu saglanmistir (Oren, 1986; 2006b). Dogada cok daha yaygin olan
haloadaptasyonun ikinci stratejisi organik ozmotik ¢oziiciiniin birikimi ve
biyosentezine dayanmaktadir. Bu stratejiyi kullanan hiicreler miimkiin oldugu kadar
fazla tuzu sitoplazmalarindan c¢ikarmaktadir. Yiiksek konsantrasyonda organik
stabilize edici maddeler normal enzimatik aktiviteye biiyiik Olgiide engel
olmamaktadir. Hiicre proteinlerinin birka¢ adaptasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir.
Boyle organizmalar ¢cogunlukla genis tuz konsantrasyon araligma sasirtici bir sekilde
adapte olabilmektedir (Ventosa ve dig., 1998).

Cok sayida stabilize edici ajan amino asit, amino asit tiirevleri, sekerler ya da
seker alkollere dayanmaktadir (Galinski, 1986; Roberts, 2006). Cogu ya yiiksiiz ya
da cift yiiklidiir. Organik maddelerin en biiylik c¢esitliligi bacteria domaininde
belirlenmistir. Bazi bilesikler ¢ok sayida organizma tarafindan kullanilmaktadir.
Glisin betain ¢ok farkli tipte organizma tarafindan ozmotik madde olarak kolaylikla
kullanilmaktadir (Imhoff ve Rodriguez-Valera, 1984). Heterotrofik Actinopolyspora
halophila’da (Actinobacteria) glisin betain biyosentezinin varligi uzun zaman dnce
kesfedilmistir. Bacteria domaininde stabilize edici madde olarak glisin betainden ¢ok
daha fazla bulunanlar1 ise siklik amino asit tiirevleri olan ektoin ve hidroksiektoindir.
Ectothiorhodospira —Halospira grubunun anoksijenik fototroflarda orijinal olarak
kesfedilmistir (Galinski, 1986). Ektoinin simdilerde ¢ok sayida aerobik heterotrofik
bakteri tarafindan sentezlendigi bilinmektedir (Ventosa ve dig., 1998; Roberts,
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2005). Ektoin ayrica son zamanlarda halofilik metanotrof ve metilotroflarda major
ozmotik madde olarak tanimmlanmistir. Bazi bilesikler filogenetik aga¢c boyunca
yayllmis olmasmma ragmen diger maddeler bazi mikroorganizma gruplarma 6zgii
olabilmektedir (Sekil 2.6). Ornegin, glukozilgliserol sadece orta derecede halofilik
ya da oldukca halotolerant siyanobakterilerde bulunmaktadir. Ancak bazi
pseudomonadlarda da belirlenmistir. Ne-asetil-a-lizin ve No-asetilornitin Firmicutes
icerisinde sadece aerobik iiyelerde tespit edilmistir. Diger bir bilesik olan prolin
ozellikle Firmicutes icerisinde bulunmaktadir (Pocard ve dig., 1994; Mikkat ve dig.,
2000). Aym1 zamanda halofilik/halotolerant diatomlarda bulunmaktadir (Kulhmann
ve Bremer, 2002; Saum ve Miiller, 2007). Bacillus subtilis’te ozmotik amaclar i¢in
prolin iiretiminde rol alan 6zel bir biyosentetik yol belirlenmistir (Belitsky ve dig.,

2001).
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2.8 Halofillerin Biyoteknolojik Uygulamalan

Termofil ve alkalifiller gibi ekstremofilik mikroorganizmalarin diger gruplari ile
kiyaslandiginda ii¢c domaindeki halofiller biyoteknolojik uygulamalarda nispeten

daha az kullanilmaktadir.

2.8.1 Ekstraseliiler enzimler

Yillardir  tuzlu  topraklardan  izole edilen halofilik ve  halotolerant
mikroorganizmalarin farkli enzimleri tanimlanmistir. Bu enzimler yiyeceklerin
islenmesi, biyosentetik islemler ve yikama gibi endiistriyel islemlerde
kullanilabilmektedir.

Halofilik enzimler yiliksek tuz konsantrasyonunda aktif ve stabildir. Halofilik
enzimler ozmotik strese karsi ¢ikmasini saglayan spesifik molekiiler 6zellikler
gostermektedir. Genellikle bu enzimler yiizeylerinde ¢ok miktarda asidik rezidii,
fazla miktarda bazik rezidii az miktarda da hidrofobik rezidii bulundurmaktadir
(Ventosa ve dig., 2008).

Tuzlu topraklardan izole edilen birka¢ halofilik bakteri tarafindan amilaz
enzimleri liretilmektedir. Nesterenkonia halobia aktivite gésterebilmesi i¢in yliksek
tuza bagimlilhik gOsteren bir amilaz enzimi iretmektedir. Boylece yiiksek
konsantrasyonda NaCl ya da KCI bulunmadiginda enzim aktivitesini kaybetmektedir
(Ventosa ve dig., 2008). Keratinaz aktivitesi, tuzlu bataklik topraklardan izole edilen
Nocardiopsis halotolerans ve Saccharomonospora halophila’da belirlenmistir (Al-

Zarban ve dig., 2002a, b).

2.8.2 Uyum bilesiklerinin iiretimi

Uyum bilesikleri, ozmotik dengeyi saglamak i¢in halofilik ve halotolerant bakteriler
tarafindan hiicre igerisinde biriktirilen polyoller, amino asitler, sekerler ve betainler
gibi diisiik molekiil agirlikli organik bilesiklerdir. Bu bilesikler enzim, niikleik asit,
membran ve yiiksek sicaklik, kuruma ve donma gibi streslere karsi tiim hiicreyi
korumak i¢in dengeleyici olarak gorev yapmaktadir (Ventosa ve dig., 2008).
Ektoinler yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisen bakteriler tarafindan
biriktirilen baskin olarak bulunan bir ozmolit sinifin1 olusturmaktadir. Ayrica ektoin
ve ektoin tiirevlerinin kozmetikte nemlendirici olarak patenti alinmistir (Ventosa ve

dig., 2008). Stabilize edici bilesik olan ektoin ¢ok sayida kozmetik ve cilt bakim
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iirlinlerinde etken maddedir. Artan oranda tibbi uygulamalarda onem kazanmistir
(Graf ve dig., 2008). Ilaveten, ektoin biyomolekiiller igin bir koruyucu ve PCR ile
DNA mikroarray teknikleri gibi molekiiler biyoloji uygulamalarinda gelistirici-aktive
edici (enhansir) olarak kullanilmaktadir (Mascellani ve dig., 2007; Schnoor ve dig.,
2004).

Nakayama ve dig. (2000) kiiltiir edilmis tiitiin bitkisinde ektoin biyosentetik
genlerini ekspreslemistir ve hiperozmotik basinca karsi transgenik bitki toleransinda
bir artis elde edilmistir. Ozellikle kurak ve yar1 kurak topraklarda cevresel stresin
bitki biiylime ve verimliligi sinirlandirmasint dnlemede ektoin biyosentetik genleri
kullanilabilir.

Cogu alkalifiller ayn1 zamanda halofilik olup deterjan, tekstil endiistrisi ve
diger islemlerde kulanilan ¢ok sayida yararli enzim tuzlu alkali géllerde biiyliyen bu

ozellikteki bakterilerden elde edilmistir (Yanhe ve dig., 2010).

2.8.3 Ekzopolisakkaritlerin iiretimi

Tuzlu topraklardan izole edilen bazi ilimli halofilik bakteriler ekzopolisakkaritler
iiretilebilmektedir. Ekzopolisakkaritler hem akiskanlik hem de sivilastirma 6zellikleri
nedeniyle biyoteknolojik bir Oneme sahip olmaktadir. Ekzopolisakkaritler tip,
eczacilik, gida maddeleri, kozmetikler ve petrol endiistrisinde kullanilabilmektedir.
Fas’ta bir tuzladan alinan toprak orneklerinden izole edilen Halomonas maura
bir ekzopolisakkarit iiretmektedir. Bu polimer oldukca viskoz 6zelliktedir (Ventosa

ve dig., 2008).

2.8.4 Karotenoidlerin iiretimi

Hipersalin habitatlarda yasayan ¢ok sayida haloarke ¢ogu tuzla ve hipersalin gdllerde
kirmizi renk olusumunu saglayan karotenoidleri sentezlemektedir. Karotenoidlerin
eczacilikla 1lgili endiistride ya da hayvan gidalarinda besin katkilari, gida

renklendiriciler olarak kullanilmaktadir (Ventosa ve dig., 2008).

2.8.5 Toksik bilesiklerin biyodegredasyonu

Pestisitler, herbisitler ve farmasdtik Uriinlerin tiretimi gibi endiistriyel islemlere
ilaveten kagit fabrikas1 ve petrokimyasal endiistriler, toksik bilesikleri igeren farkl
tuz oranlarinda atik sular iiretmektedir. Tuzlu ortamlarda aromatik bilesikleri

parcalayabilme yeteneklerinin belirlenmesinden sonra halofilik bakterilerin degisik
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endiistriyel uygulamalar sonunda olusan tuzlu atik sularin aritimmda
uygulanabilirligi ve tuzlu topraklarin mikrobiyal cesitliligi ile ilgili ¢aligmalarda
onemli artis gézlenmektedir. Yeraltindaki tuzlu sudan izole edilmis 1limli halofilik
bir bakteri olan Arhodomonas aquaeoli areobik olarak yagi degrade etme yetenegine
sahiptir (Ventosa ve dig., 2008).

Halofilik bakteriler, dogada aromatik bilesiklerin biyolojik yikiminda gorev
almaktadirlar (Nicholson ve dig., 2004; Garcia ve dig., 2005; Cuadros-Orellanaa ve
dig., 2006). Iki yeni 1limli halofilik bakteri olan Halomonas organivorans ve
Thalassobacillus  devorans tuzlu topraklardan izole edilmistir. Halomonas
organivorans ¢esitli organik bilesikleri (benzoik asit, p-hidroksibenzoik asit,
sinnamik asit, salisilik asit, fenilasetik asit, fenilpropiyonik asit, fenol, p-kumarik
asit, ferulik asit ve p-aminosalisilik asit) kullanma yetenegine sahip gram negatif bir
bakteridir. Thalassobacillus devorans kontamine olmus fenol bakimindan zengin
hipersalin topraklardan izole edilen gram pozitif bir bakteridir. Her iki yeni tiir de
kontamine olmus hipersalin habitatlarin  biyodegredasyonu i¢in kullanilma
potansiyeline sahiptir (Ventosa ve dig., 2008).

Son zamanlarda Kleinsteuber ve dig. (2006) Arjantin’deki Comodoro
Rivadavia yakmindaki yiiksek toprak tuzluluguna sahip petrol iiretiminde kullanilan
bir bolgeyi mikrobiyolojik yonden arastirmislardir.

Bunlarin yan sira, agir metallere toleransi olan halofilik bakteriler kirlenmis
tuzlu ortamlarda indikatér organizmalar olarak kullanilabilmektedir. Tuzlu
topraklardan izole edilen bazi halotolerant ve halofilik bakteriler Co, Ni, Cd ya da Cr
gibi yiiksek konsantrasyondaki farkli metallere karsi tolerans gostermektedir

(Ventosa ve dig., 2008).

2.8.6 Sekonder metabolit iiretimi

Halofilik aktinomisetler yeni antibiyotiklerin iiretimi i¢in bir kaynak olarak
goriilmektedir. Actinopolyspora, Nocardiopsis, Saccharomonospora ve Streptomyces
cinslerine ait halofilik aktinomiset tiirler1 irettikleri sekonder metabolitler
bakimindan olduk¢a 6nemlidir (Hamedi ve dig., 2013; Yanhe ve dig., 2010).

Alkali bir topraktan izole edilen halofilik ve alkalifilik bir aktinomiset olan
Streptomyces sannanensis RJT-1 izolatinin gram pozitif bakterilere karsi aktivite
gosteren potansiyel bir antibiyotik treticisi oldugu belirtilmistir (Hamedi ve dig.,

2013).
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Dimerik diazobenzofluorene glikozit yapiya sahip olan Lomaivitisin A ve B,
Micromonospora lomaivitiensis LL-371366 tiirli tarafindan tretilen gii¢lii sitotoksik
metabolitlerdir (Hamedi ve dig., 2013).

Ekstremofil aktinomisetler ayn1 zamanda antifungal metabolitler bakimindan
kesfedilmemis bir kaynaktir. Bazi halotolerant Streptomyces izolatlarmnin tiitiin
mozaik virlisii (tobamovirus) ve patates ¢izgi viriisiine (Y potyvirus) karst antiviral
aktivitesi bulunmaktadir. Bazi1 halofilik ve halotolerant aktinomisetler tarafindan

sentezlenen biyoaktif metabolitler Sekil 2.7°de verilmistir (Hamedi ve dig., 2013).
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Actinopolyspora erythraea YIM 90600 tarafindan sentezlenen Streptomyces variabilis SNA-020 tarafindan sentezlenen
Actinopolysporin A ve B-Antikanser aktivitesi (Zhao ve dig., Ammosamide D- Sitotoksik aktivite (Pan ve dig., 2012)
2011)

Sekil 2.7. Baz halofilik ve halotolerant aktinomisetler tarafindan sentezlenen biyoaktif
metabolitler (Hamedi ve dig., 2013)

2.9 Bakteriyel Simiflandirmada Polifazik Yaklasim

Polifazik yaklasim, molekiiler tekniklerle elde edilen bilgilere ilaveten morfolojik ve
biyokimyasal verilere dayanarak bakteriyel tiirleri ayirmak i¢in kullanilmaktadir

(Prakash ve dig., 2007).
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2.9.1 Genotipik metotlar

Bakteriyel tiir tanim1 i¢in Onceleri ¢cok sayida tanimlama yapilmis fakat 16S rRNA
gen dizileme ve DNA-DNA hibridizasyonu gibi genotipik metotlarin ortaya ¢ikisi ile
bakteriyel tiir kavrami yeniden diizenlenmistir.

Bir bakteriyel tiir, fenotipik ve kemotaksonomik 6zellikler bakimindan uyumlu
olan, % 70 ve yukarisinda DNA homoloji degeri veren, 5°C veya daha az ATm
degeri gosteren organizma grubu olarak tanimlanmaktadir. Bunlara ilaveten 16S
rRNA gen dizi analizi (>% 97) ile elde edilen verilerle de desteklenmektedir. 16S
rRNA gen dizi analizine gore % 3’ten daha fazla dizi uyusmazligi gosteren
bakteriyel suslarmn farkl: tiir oldugu diisiiniilmektedir.

DNA temelli molekiiler tekniklerdeki ilerlemeler bakteriyel tanimlama
sistemini kokten degistirmistir. Bu teknikler Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Plazmit Profilleme, Ribotiplendirme, Cogaltilmis Ribozomal
DNA Restriksiyon Analizi (ARDRA), Degisken Alanli (Pulsed Field) Jel
Elektroforezi (PFGE) ve Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA’dan (RAPD)
olusmaktadir.

Klasik olarak, alt tiplendirme biyokimyasal (biyotiplendirme), serolojik
(serotiplendirme), faj ve  antibakteriyosin  tiplendirme  metotlar1  ile
gergeklestirilmektedir. Fakat DNA temelli tiplendirme metotlar1 ¢ogaltilabilirligi,
kolaylig1 ve yiliksek ayirim giicii sayesinde daha popiiler ve biiyiik oranda kabul
edilebilir olmaktadir (Prakash ve dig., 2007).

2.9.1.1 16S rRNA dizileme ile filogenetik iliskinin ortaya ¢ikarilmasi

1980’lerde, genomun korunmus bolgesi esas almarak yapilan filogenetik
karsilagtrmalarin  sadece fenotipik ve diger Ozelliklere dayanarak yapilan
smiflandirmadan daha kararli sonuclar verdigini ortaya ¢ikarmistir. Bundan dolay,
filogenetik  karsilasgtrma yapmak i¢cin  rRNA  molekiillerinin  kullanimi
yaygilagmistir. 5S, 16S, 23S gibi rRNA molekiilleri ve bunlar arasindaki bosluklar
filogenetik analizler i¢in kullanilabilmektedir. Fakat 5S rRNA (120 bg) ve 23S rRNA
(3300 b¢) molekiilerinin kullanim1 smirhidir. 16S rRNA geni (1650 bg¢) mikrobiyal
sistematik alaninda en yaygin kullanilan markirdir.

16S rRNA gen dizisi, 16S rRNA molekiiliiniin organizmalar arasinda uygun

varyasyon diizeyini temsil eden degisim (evoliisyon) orani, horizontal gen
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transferinin olmamasi, protein sentezinde ribozomun esas rolii, olduk¢a korunmusg
yapis1 ve evrensel dagilimi nedeniyle bakteriler arasindaki filogenetik iligkinin ortaya
c¢ikarilmasida kullanilmaktadir.

16S rRNA gen dizisi Ribosomal Database Project II (http://rdp.cme.msu.edu/)

ve Genbank (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/) gibi veritabanlarinda depolanmaktadir.
Bakteriyel tiirler arasindaki iliskinin derecest PAUP, PHYLIP ve MEGA 4, 5 gibi
aga¢ olusturma programlar1 kullanilarak filogenetik aga¢ ya da dendogram
olusturulmas: ile incelenebilmektedir.  Filogenetik agaglar en yaygin olarak
Neighbour-Joining, Maksimum Parsimoni ve Maksimum Likelihood metotlar
kullanilarak olusturulabilmektedir (Prakash ve dig., 2007).

Aga¢ olusturma metotlar1 hizalanmis sekanslar arasindaki pozisyonal
farklhiliklarin ~ sayis1  ve karakteri iliskinin ortaya c¢ikarilmasmin temelini
olusturmaktadir. Bu primer veri daha sonra evoliisyon modellerine gore agac
olusturma algoritmalarini kullanarak islenmektedir. Genellikle filogenetik analizler
degiskenlik ya da benzerlik gibi kriterlere gore pozisyonel se¢cim ya da
agirliklandirma olarak incelenebilmektedir.

Neighbor-Joining (Saitou ve Nei, 1987) gibi uzaklik (distance) aga¢ olusturma
metodu baz farkliliklarmin hesaplanmasi ve hizalanmis sekanslarm ikili olarak
karsilagtirilmasi ile elde edilen uzaklik matriks degerlerine bagli olmaktadir. Bu agag
olusturma programi ¢ogunlukla tanimlanan ¢iftler ve son olarak da en diisiik uzaklik
degerini paylasan sekans gruplar1 aracilifiyla modifiye kiime analizlerini
gerceklestirmektedir. Belirlenen farkliliklar evoliisyon modellerine gore agag
olusturmadan once genellikle evrimsel uzaklik degerlerine doniistiiriilmektedir. Jukes
Cantor metodu belirlenen uzakligin daha fazla artmasini saglamaktadwr. Uzaklik
metotlariin tersine, maksimum parsimoni temelli aga¢ olusturma yaklasimlar: veri
girisi olarak orijinal dizi verilerini kullanmaktadir. Maksimum parsimoni kriterlerine
gore agag olusturma ve optimizasyon degisiminin en az oldugu bir evoliisyon modele
dayanmaktadir. Parsimoni metotlar1 toplam aga¢ uzunlugunu en aza indiren agag
topolojilerini arastirmaktadir. En parsimonik agac¢ topolojileri, orijinal dizi verileri ve
agac topolojisi arasinda baglant1 kurmak i¢in minimum sayida baz degisim tahminine
ithtiya¢ duymaktadir (Ludwig ve Klenk, 2001).

Maksimum likelthood metodu filogeninin olusturulmasinda en gilivenilir
istatistiksel yoldur (Felsenstein, 1981). Filogenetik ¢ikarimda bulunmak i¢in bu

yaklasim bir bolgeden digerine dizileri analiz ederek belirgin bir evoliisyon modelini
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ortaya ¢ikarmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu metodun amac1 en yiiksek benzerlige
sahip olan agaci ortaya ¢ikarmaktir. Bir filogenetik agactaki dallarin diziliminin
istatistiksel 6nemi bootstrap (se¢ bagla) prosediirii gibi yeniden 6rnekleme metodu
ile test edilebilmektedir (Felsenstein, 1985). Bu yaklasim rastgele yeniden hizalanan
pozisyonlarinin bazilarmin digerlerine gore daha sik ortaya ¢iktigini gostermektedir.
Prosediire gore islem genellikle alternatif olarak uclari kesilmis ya da yeniden
hizalanmis veri setlerinin 100 ile 1000 defa arasinda tekrar edilmesiyle
gerceklesmektedir. Bootstrap (se¢ bagla) tahmininde bir dal ne kadar ¢ok defa ortaya

cikarsa, bu dalin gercekte var oldugu konusunda giiven artmaktadir.

2.9.1.2 DNA-DNA hibridizasyonu

DNA-DNA hibridizasyon teknigi, iki bakteriyel tiiriin tiim genomu arasindaki bir
karsilagtrmaya dayanmaktadir. Tirlerin  agiklanmasi amaciyla  bakteriyel
siniflandirmada DNA-DNA hibridizasyon metodu uygulamasi sistematikte Ad Hoc
komitesi tarafindan degerlendirilmistir (Stackenbrandt ve dig., 2002). Bu komitenin
onerilerine gore bakteriyel tiirler genellikle % 70 ve daha yiiksek DNA-DNA
hibridizasyon degeri ile 5°C ve daha az ATm degerlerine sahip organizma grubudur.
Fakat bu teknigin gercek sekans benzerligini degil benzerligin bagil yiizdesini

verdigine dikkat edilmelidir (Prakash ve dig., 2007).

2.9.2 Kemotaksonomi

Kemotaksonomi terimi farkli kimyasal bilesenler ya da bakteriyel hiicrelerin
kemotaksonomik markirlar1 ile ilgili bilgi toplanmasi i¢in analitik metotlarin
uygulanmasimi ifade etmektedir. Kemotaksonomi prensibi farkli mikrobiyal gruplar
arasinda bu markirlarin kararsiz olarak dagilimina dayanmaktadir. Bu analitik
metotlarin dagilimi gruptan gruba de§ismektedir. En yaygin olarak kullanilan
kimyasal markirlar peptidoglikan, teikoik asit, polar lipitler, yag asitlerinin orani ve
kompozisyonu, lipopolisakkarit, izoprenoid kinonlar ve poliaminler gibi hiicre
duvar/membran bilesenlerinden olugsmaktadir. Teikoik asitler gliserol polimerleridir
ve spesifik olarak Gram-pozitif bakterileri karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir.
Terpenoid lipidlerin bir sinifina ait olan solunum (respiratory) kinonlar bakteriyel
plazma membranmin bilesenleridir ve mikrobiyal sistematik agisindan dnemlidirler.
Farkli kromatografik teknikler kullanilarak bu bilesenlerin analizi cins derecesine

kadar bakterileri basarili bir sekilde siniflandirabilmektedir (Prakash ve dig., 2007).
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2.9.3 Fenotipik metotlar

Fenotip, genotipin gozlenebilir ifadesidir ve organizmanin morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal Ozelliklerini kapsamaktadir. Molekiiler tekniklerdeki ilerlemelerden
once bakteriyel taksonomi yalnizca fenotipik oOzelliklerin karsilastirmali
calismalarina dayanmaktaydi. Bu tiir analizler i¢in klasik mikrobiyal laboratuarda
kullanilan geleneksel fenotipik testler, farkli biiylime substratlarinda organizmanin
biliylime durumu, tuz, pH, sicaklik gibi farkli sartlarda ve farkli tiirde antimikrobiyal
ajanlara kars1 duyarlhliklari tizerine mikroorganizmalarin biliylime oranlarini gésteren
testlerdir.

Fenotipik metotlardaki major dezavantajlardan biri ayn1 organizmanin farkl
cevresel sartlarda farkli fenotipik karakterler gosterebildigi gen ekspresyonunun
sarth yapisidir. Niimerik taksonomi prokaryotlar i¢in stabil bir smiflandirma
sisteminin gelisimini desteklemekte ve bu yol araciligiyla tiretilen veri setleri bilginin
depolanmasi ve identifikasyon sistemleri i¢in kullanilmaktadir (Prakash ve dig.,

2007).

2.10 Ribozomal Olmayan Peptit Sentetazlar ve Poliketit Sentazlar

Aktinomisetlerde sekonder metabolit gen kiimeleri bazen plazmitler iizerinde
bulunabilse de ¢ogunlukla kromozom iizerinde yer almaktadir. DNA replikasyonu,
transkripsiyon, translasyon ve primer metabolizma gibi gerekli fonksiyonlari
kodlayan kontrol genleri g¢ogunlukla kromozomun merkezinde konumlanirken,
sekonder metabolit gen kiimeleri kromozomun ug¢ kisimlarinda bulunmaktadir

(Osbourn, 2010).
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Cizelge 2.2. Baz1 aktinomisetlerdeki sekonder metabolit gen kiimeleri (Nett ve dig., 2009)

Alktinomiset tiirleri Genom biiyiikliigii  Sekonder metabolit
=) gen kiimelerinin
sayisl

Streptoniyces coelicolor A3(2) 8.6 Mb 29
Streptomyces avermitilis MA-4680 9 Mb 37
Streptomyces griseus IFO 13350 8.5 Mb 36
Saccharopolyspora erythraea 8.2 Mb 27
NRRL2338

Salinispora tropica CNB-440 5.1 Mb 19
Salinispora arenicola CNS-205 5.7Mb 30

Streptomyces avermitilis’in genomunda 37 sekonder metabolit gen kiimesi
bulunmakta olup bunlar toplam genomun % 7’sini temsil eder. Bu sekonder
metabolit gen kiimelerinden 13’1 poliketit sentaz, 8’1 ribozomal olmayan peptit
sentetaz gen kiimeleridir. Salinispora tropica’da ise 19 sekonder metabolit gen
kiimesi bulunmaktadir ve toplam genomun % 9’una karsilik gelmektedir. Bu
sekonder metabolit gen kiimelerinin 6’s1 poliketit sentaz ve 3’ii ribozomal olmayan

peptit sentetaza ait gen kiimeleridir (Nett ve dig., 2009).

2.10.1 Ribozomal olmayan peptit sentetazlar (NRPS)

Ribozomal olmayan peptit sentetazlar, peptit sentetaz gen kiimeleri tarafindan
kodlanmaktadir. Protein sentezinde oldugu gibi, bu enzimler de ribozomlarda
sentezlenir. Sekonder metabolitlerin sentezi ise peptit sentetazlarin kalip olarak
kullanilmasiyla sitoplazmada gergeklesir. Ribozomal olmayan peptit sentetazlar
modiil olarak adlandirilan alt birimlerden olusurlar. Modiil, son iiriinii olusturmak
iizere amino asit eklenmesinden sorumlu olan polipeptit zincirinin bir bolimiidiir.
Modiiller, domain adi verilen bolgelerden olusmaktadir (Sekil 2.8). Domain yapisi
ribozomal olmayan peptit sentezinin 6zel basamaklarmi katalizleyen enzimatik

birimlerdir (Schwarzer ve dig., 2003).

31



$ 3 0

Baslama Modiilii Uzama Modiilii =~ Sonlanma Modiilii

Sekil 2.8. Ribozomal olmayan peptit sentetazlardaki modiil yapisi (Schwarzer ve dig., 2003)

Ribozomal olmayan peptit sentetazlar temel olarak Adenilasyon (A), Peptidil
tastyici protein (PCP) ve Kondensasyon (C) bolgeleri ve ilaveten bir tiyoesteraz (Te)
bolgesini de igermektedir (Schwarzer ve dig., 2003). Ayrica olusacak iiriine gore,
epimerizasyon ve metilasyon gibi bolgeler de modiillerde yer alabilmektedir (Zocher
ve dig.,1997; von Dohren ve dig., 1999; Weber ve dig., 2001).

Heterosiklik halka olusumu  bolgesi (Cy) bulunan modiilde bu bdlge
kondensasyon bolgesinin yerine gecmektedir. Hem peptit bagi olusumundan hem de
halka olusumundan sorumludur. Metilasyon boélgesi tarafindan ise metil grubu
eklenmektedir. Metil grubu peptit bag1 olusumundan 6nce ilave edilmektedir. Peptit
yapisina D-amino asitlerin eklenmesi, epimerizasyon (E) bolgesi tarafindan
gergeklestirilir. Epimerizasyon bolgesi ilgili modiiliin peptidil tastyici proteininin C-

terminal komsusudur (Schwarzer ve dig., 2003).

2.10.1.1 Ribozomal olmayan peptit sentezi mekanizmasi

Ribozomal olmayan peptit sentezi mekanizmasi ilk olarak 1971 yilinda, yag asiti
sentez mekanizmasimni da aydinlatmis olan Fritz Lipmann tarafindan ortaya atilmis ve
“tiyotemplate mekanizmas1” olarak adlandirilmistir. Tiyotemplate Mekanizmasi;
Kalip gorevinin mRNA yerine peptit sentetazin Ustlendigi amino asitlerin enzim
kompleksindeki tiyol gruplarina baglanmasiyla peptit yapisinin olustugu

mekanizmadir (Sekil 2.9) (Schwarzer ve dig., 2003).
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Sekil 2.9. Ribozomal olmayan peptit sentezi (Schwarzer ve dig., 2003)

Ribozomal olmayan peptit sentetaz gen kiimelerinin transkripsiyonu ve
translasyonu sonucunda olusan enzim yapist inaktif haldedir. Bu inaktif haldeki
enzim yapisini aktiflestirmek i¢in 4’-fosfopantotein grubunu igeren asetil koenzim A
reaksiyona katilir ve 4’-fosfopantoteinil transferaz enzimi peptidil tasiyici
proteinlerin ucuna 4’-fosfopantotein grubunu transfer eder. Boylece aktif enzim
yapis1 olusur. Bu transfer islemi sirasinda 4’-fosfopantotein grubunun yani sira asetil
grubu da peptidil tasiyici proteine eklenirse enzim inaktif halde kalmaya devam eder.
Aktiflestirmek amaciyla tiyoesteraz tip II enzimi, asetil gruplarini hidroliz ederek
ortamdan uzaklastirir ve sonucta aktif enzim yapisi olusur.

Biyosentez islemi, 6n islem sonucunda baslamaktadir. Ilk amino asit birinci
modiildeki adenilasyon bdlgesi tarafindan taninir ve aktiflestirilir. Olusan aktiflesmis
amino acil adenilat yapisi, peptidil tasiyic1 proteinin tiyol grubuna kovalent olarak
baglanir. Bu ilk modiildeki aktiflesmis amino asit, peptidil tasiyici proteinin 4’-
fosfopantotein grubu yardimiyla kondensasyon bolgesinin alict konumuna taginir ve
ikinci modiilde bulunan peptidil tasiyici proteinin tiyol grubuna bagli olan diger
aktiflesmis amino asit ise kondensasyon bolgesinin verici konumuna tasmir ve

kondensasyon bdlgesinin alic1 ve verici konumlarindaki amino asitler arasindaki ilk
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peptit bag1 olusumu asamasi baslama basamagi olarak adlandirilir. Olusan ilk peptit
zinciri ile diger modiillerdeki aktiflesmis amino asitler arasinda peptit bagi olusumu
uzama basamaklaridir. Sonlanma asamasina gelindiginde ise uzayan peptit zinciri
son modiiliin en sonunda yer alan tiyoesteraz bdlgesi araciligiyla peptit sentetazdan
ayrilir. Sonugta ya dogrusal ya da halkasal yapida bir peptit zinciri meydana gelir.
Olusan bu primer yap1 bazi modifikasyonlara (glikozilasyon gibi) ugrayabilir
(Schwarzer ve dig., 2003).

2.10.1.2 Ribozomal olmayan peptit sentetaz (NRPS) tipleri

Dogrusal (tip A) peptit sentetazlar, A-PCP-[C-A-PCP]n-C-A-PCP-Te seklinde
siralanan peptit sentetazlardir. Bir baslama modiili (A-PCP) sonrasinda uzama
(elongasyon) modiilii (C-A-PCP) ve son olarak bir sonlanma (terminasyon)

modiiliiniin (C-A-PCP-Te) sirali bir sekilde dizilmesi ile olusan enzim yapisidir

(Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Dogrusal (tip A) peptit sentetazin yapis1 (URL-11)

Tekrarli (tip B) peptit sentetazda ise iirlin grubunu tamamlamak i¢in bir
defadan fazla modiil ve bdlge kullanilir. Ornegin, enterobaktin sentetazin yapisi sekil

2.11°de gosterilmistir.
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Sekil 2.11. Tekrarl (tip B) peptit sentetazin yapisi (Zhou ve dig., 2007)
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Dogrusal olmayan (tip C) peptit sentetazlar (Sekil 2.12), genel modiil
yapisindan farkli 6zellik icermektedir (Schwarzer ve dig., 2003).

Modiil 2 Modiil 4

Sekil 2.12. Dogrusal olmayan (tip C) peptit sentetaz yapisi (Schwarzer ve dig., 2003)

2.10.2 Poliketit sentetazlar (PKS)

Poliketit sentazlar da yapisal olarak ribozomal olmayan peptit sentetazlara benzerlik
gostermektedir. Poliketitler, farmakolojik olarak ©Onemli yeni antibiyotiklerin
kaynagini olusturur (Hertweck, 2009). Poliketit sentazlarin modiiliinde yer alan temel
bolgeler acil transferaz (AT), agil tasiyic1 protein (ACP) ve ketosentaz (KS)
bolgeleridir (Sekil 2.13).

EED - EDED S

Sekil 2.13. Poliketit sentazlarin modiil yapisinda bulunan temel bolgeler (URL-12)

Poliketit sentazlarda yer alan ilave modifikasyon bolgeleri ise, B-ketoacil
rediiktaz (KR), dehidrataz (DH), enoil rediiktaz (ER), metiltransferazlardir (MET). -
ketoacil rediiktaz (KR) B-Keton grubunu hidroksil grubuna, dehidrataz (DH)
hidroksil grubunu enoil grubuna, enoil rediiktaz (ER) enoil grubunu alkil grubuna
indirgemektedir. Metiltransferazlar (MET) ise, poliketit zincirine metil grubunu

transfer etmektedir (Kroken ve dig., 2003).

2.10.2.1 Poliketit sentezi

Ribozomal olmayan peptit sentezindeki aminoasitler yerine poliketit sentezinde ise;
baglatic1 birimler olarak asetil-koenzim A ve propiyonil-koenzim A; uzatici birimler
olarak da malonil-koenzim A ve metilmalonil-koenzim A kullanilabilmektedir (Sekil

2.14).
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Sekil 2.14. Poliketit sentezi (URL-12)

Poliketit sentaz gen kiimelerinin transkripsiyon ve translasyonundan sonra
sentezlenen poliketit sentaz enzim yapist inaktif haldedir. Aktif hale doniistiiriilme
islemi ribozomal olmayan peptit sentetazdaki gibi gerceklestirilmektedir.

Sentez i¢in baslatici birim agil transferaz bolgesi tarafindan taninir ve agil
tastyic1 protein bolgesine transfer edilir. Bu bolge baslatici birimi ketosentaz
bdlgesine aktarir ve birinci uzatici birim acil transferaz bolgesine yiliklendikten sonra
acil tasiyic1 protein bolgesine aktarilir ve ketosentaz bdlgesinde yer alan baslatict
birim ile agil tasiyict protein bolgesindeki uzatici birim arasinda bir dekarboksilasyon
olay1r meydana gelir. Bu reaksiyon sonucunda C-C bagi olusur ve 1 mol CO, a¢iga
cikar. Ayni sekilde diger uzatici birimlerde sirasiyla bu poliketit zincirine eklenir.
Zincir sonlandirilacagi zaman tiyoesteraz bolgesine aktarilir ve enzim yapisindan

ayrilir (Weissman ve Leadlay, 2005).
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2.10.2.2 Poliketit sentaz tipleri

Poliketit sentazlar modiiler, tekrarl tip I, tekrarli tip II ve tekrarli tip III poliketit

sentazlar olarak ayrilirlar (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Poliketit sentaz tipleri (Watanabe ve Ebizuka, 2004)

Protein Yapisi Bulundugu
Organizma
Modiiler Tip I ( ok savida modiil iceren tek bir Bakteriler
Poliketit Sentaz proteindir.  wad) moes  mwes  mmeo
QO 00CI 0O 00CCE)
Tekrarli Tip I Tek bir modil igeren tek bir Funguslar
Poliketit Sentaz proteindir. Cok sayvida tekrar eder.
Tekrarli Tip II (ok savida kiigiik proteinden Bakteriler
Poliketit Sentaz olusur. Bélgeler modiil i¢inde degil

avri olarak bulunurlar.
B @@, — @©:E@),

Tekrarh Tip 1T ( ok sayida tekrar eden bolge tek Bitkiler ve
Poliketit Sentazlar  bir protein vapisidir. Bakteriler

Rapamisin, Streptomyces hygroscopicus tarafindan modiler tip I poliketit
sentaz araciligiyla sentezlenen bagisiklik sistemi baskilayicidir. Lovastatin,
Aspergillus  terreus tarafindan tekrarli tip 1 poliketit sentaz araciligiyla
sentezlenmektedir. Kolesterol diisiiriici bir aktiviteye sahiptir. Tetrasiklin,
Streptomyces rimosus tarafindan tekrarli tip II poliketit sentaz araciligiyla
sentezlenmekte ve protein sentezini inhibe etmektedir. Antibakteriyel aktiviteye
sahiptir.  1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalene (THN) ise, Streptomyces griseus
tarafindan tip III poliketit sentaz araciligiyla sentezlenme olup melanin

biyosentezinde bir ara tiriindiir (Gokhale ve Tuteja, 2001).
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2.11 NRPS ve PKS Sistemlerine Sahip Olan Mikroorganizmalar ile
Sentezledikleri Poliketit ve Peptit Bilesikler

Aktinomisetlerde, Streptomycetaceae, Micromonosporaceae ve Pseudonocardiaceae
familyalarina ait tiirler tarafindan ¢ok sayida peptit ve poliketit sentezlenmektedir.
Poliketit sentaz ve ribozomal olmayan peptit sentetaz biyosentetik sistemleri, sadece
aktinomisetlerde degil aynm1 zamanda mikobakterilerde, siyanobakterilerde ve
filamentdz mantarlarda yogun olarak tanimlanmistir (Beyer ve dig., 1999; Bingle ve
lazarus, 1999; Christiansen ve dig., 2001; Nicholson ve dig., 2001; Sauser ve dig.,
2002).

Ribozomal olmayan peptit iireticileri cogunlukla aktinomiset ve Bacillus gibi
toprakta yasayan mikroorganizmalardir (Cheng ve dig. 2002; Horwood ve dig.
2004). Ancak son caligmalar, denizel mikroorganizmalarin da ribozomal olmayan
peptit metabolitleri i¢cin 6nemli bir kaynak olarak ortaya ¢iktigini1 géstermistir (Blunt
ve dig., 2007; 2008).

Tipta, tarimda ve biyokimyasal aragtrmalarda genis alandaki uygulamalara
sahip, biyolojik olarak aktif poliketit ve peptit bilesikleri, tip I poliketit sentazlar
(PKS-I) ve ribozomal olmayan peptit sentetazlar (NRPS) tarafindan sentezlenir. Bu
yapisal olarak c¢esitli metabolitler, antifungaller (6rnegin nystatin-poliketit),
antitimor ajanlar (6rnegin ansamitosin-poliketit, bleomisin-hibrit poliketit peptit),
antihelmintikler (6rnegin avermektin-poliketit) ve immun sistemi baskilayici ajanlar
(6rnegin rapamisin-poliketit ve FK506-poliketit) ve diger antibiyotikler (6rnegin
penisilinler-peptit, vankomisin-peptit ve eritromisin-poliketit) arasinda yer alir

(Ayuso-Sacido ve Genilloud, 2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Cahsmada Kullamilan Kimyasallar ve Kitler

Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan elde edilen kimyasal maddeler sikloheksimid,
gliserol, guanidin tiyosiyanat, tris, EDTA, lizozim, H,SO4, molibdofosforik asit,
NaCl, EtOH, diaminopimelik asit, HCIl, metanol, piridin, toluen, ninhidrin, aseton,
kloroformdur. Fluka (Almanya) firmasindan temin edilen kimyasallar adonitol, D-
arabinoz, D-sellobiyoz, D-fruktoz, D-sorbitol, D-galaktoz, D-mannoz, D-mannitol,
dekstrin, dekstran, iniilin, L-sorboz, L-arabinoz, laktoz, L-glutamik asit, maltoz,
siiksinik asit, sukroz, ksilitol, ksiloz, alfa-isol6sin, glisin, L-alanin, L-arjinin, L-
sistein, L-histidin, L-hidroksiprolin, L-metionin, L-fenilalanin, L-prolin, L-serin, L-
treonin, L-valin, adenin, kazein, nisasta, Tween 40, Tween 80, ksantindir. Merck
(Almanya) firmasindan temin edilen kimyasallar ise n-hekzan, n-biitanol, Ba(OH),,
NaOH, GoTaq Hotstart Master Mix (Promega), Qiaquick PCR Piirifikasyon kiti
(Qiagen), pGEM-T Easy Vektor Sistemi II (Promega), QIAquick Jel Ekstraksiyon
Kiti (Qiagen), EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz enzimidir (Promega).

3.2 Yontem

3.2.1 Toprak ve sediment érnekleri

Tiirkiye’de Tuz Goliiniin farkli bolgelerinden alinan toprak ve sediment 6rnekleri ile
Camalt1 Tuzlas1 ve Sirvan tuzlu topragindan alinan drnekler steril torbalara konuldu

ve kullanima kadar +4 °C’de sakland1 (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Toprak ve sediment 6rneklerinin kaynagi

No |Kaynak
1 Cayirlik ve Sazlik Yiizey Tuzsuz Sinira 30 m (Sereflikochisar/Ankara)

Tuz Golii Kenari (Sereflikoghisar/Ankara)

Cayir, Saz, Gole 10 m uzaklikta (Sereflikoghisar/Ankara)

Su Alami Yiizey Tuzlu Bitkisiz Sinira 5 m (Sereflikoghisar/Ankara)

Tuz Golii Sedimenti-Tuz Goli kiyisi tuz tabakasmin alt1 (Sereflikoghisar/Ankara)

Tuz Goli Smir-Bitkili Alan (Sereflikoghisar/Ankara)

Tuz Goliinden 100 m uzaklik (G4l tarla arasi) (Sereflikoghisar/Ankara)

Tuz Goli Kenar1 50 m igerisi (Sereflikoghisar/Ankara)

| 0| Q| | | K| W] N

Serefli Koghisar’dan 30 km 6nce bitkilerin arasindaki toprak alan
(Sereflikochisar/Ankara)

10 | Cihanbeyli Yavsan Tuzlas1 (Sereflikoghisar/Ankara)

11 | Camalt: Tuzlas: 1. Havuz-Sediment (izmir)

12 | Sirvan Toprag: (Sirvan/Siirt)

3.2.2 Mikroorganizmalarin izolasyonu

Farkli aktinomiset gruplarmin izolasyonu icin % 5 ile % 20,6 arasinda degisen
oranlarda NaCl ilaveli Humik asit vitamin, Nisasta kazein, SM3, GW3, Modifiye
Bennett’s, Marin, Soy-bean meal agar ve Medium B, C, D, E besiyerleri hazirland:.
Bazi1 besiyerlerine sikloheksimid (50 pg/ml) ilave edildi (Cizelge 3.2).

Bu calismada, olas1 aktinomisetlerin izolasyonu amaciyla diliisyon plak teknigi
uyguland1 (Waksman, 1927). 10™""lik soliisyonlar, toprak ve sediment kolloidlerine
tutunmus olan aktinomisetlerin sporlarin1 ve misellerini ayirmak i¢in 45 dakika siire
ile calkalandi. Daha sonra bu 10" diliisyonlarmn icinde bulunmasi muhtemel olan
istenmeyen diger organizmalarin vejetatif formlarmin neden olabilecegi
kontaminasyonlar1 azaltmak amaciyla 55 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dakika
bekletildi. 107, 10*’lik sediment ve toprak diliisyonlarinin yayma plak teknigi ile 3
tekrarl ekim yapilarak 28 °C’de 30-60 giin siireyle inkiibasyona birakildu.
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Cizelge 3.2. Toprak ve sediment 6rneklerinden segici izolasyon i¢in kullanilan besiyerleri

Kullamlan Besiyeriler % NaCl Antibiyotik
] | Humik Asit Vitamin Agar % 15NaCl | Sikloheksimid (50 pg/ml)
(Hayakawa ve Nonomura., 1987)
5 | Nisasta Kazein Agar 9% 15 NaCl . .
(Kiister ve Williams., 1964) ’ Sikloheksimid (50 pg/ml)
% 5 NaCl -
3 | Modifiye Bennett’s Agar % 10 NaCl )

(Jones, 1949)
% 15 NaCl Sikloheksimid (50 pg/ml)

4 | SM3 (Tan ve dig., 2006) 9% 15 NaCl Sikloheksimid (50 pg/ml)
5 | GW3 (Guan ve dig., 2010) 9% 15 NaCl Sikloheksimid (50 pg/ml)
6 | Marin Agar (ZoBell, 1941) % 15 NaCl Sikloheksimid (50 pg/ml)

7 | Soy-Bean Meal Agar
(Bredholdt ve dig., 2007)

8 | Medium B (Oren ve Litchfield,1999) % 20 NaCl -

% 15NaCl | Sikloheksimid (50 pg/ml)

9 | Medium C (Oren ve Litchfield,1999) | % 17,5 NaCl | -

10 | Medium D (Oren ve Litchfield,1999) | % 20,6 NaCl | -

11| Medium E (Oren ve Litchfield,1999) | % 12,5 NaCl | -

3.2.3 izolatlarin secimi ve saflastiriimasi

Izole edildikleri besiyerlerinde 28 °C’de 30-60 giin inkiibasyona birakilan izolatlar
steril kiirdanlarla cycloheximide (50 pg/ml) ilaveli besiyerlerine aktarildi. Elde
edilen izolatlar gelisimlerine uygun besiyeriler kullanilarak 28 °C’de inkiibe edildi ve

saflastirildi.

3.2.4 izolatlarin Kiiltiirlenmesi ve stoklanmasi

Izolatlar numaralandirilip saf kiiltiirleri elde edilerek % 30’luk gliserol igeren
otoklavlanmig vidali kapakli tiiplere steril kiirdanla transfer edilerek -80 °C’de

stokland1 (Choi ve dig., 2007).

3.2.5 Genomik DNA izolasyonu

16S rRNA ile ilgili PZR calismalar1 i¢in test organizmalarmin genomik DNA’lar1
Pitcher ve dig. (1989) tarafindan tanimlanan "Guanidin thiosiyanat DNA izolasyon"
metoduna gore yapildi.

Test organizmalar: izole edildikleri besiyerlerinde gelistirildikten sonra yine

ayni besiyeri ortamlarindan olusan brothlara aktarilarak calkalamali inkiibatorde
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(Excella, New Brunswick Scientific Co, Inc, NJ) 37 °C’de 7 giin 180 devirde
biiyiitiildii. Her bir broth kiiltiirden steril otomatik pipetler ile 1 ml alinarak steril 1,5
ml’lik eppendorflara transfer edildi ve 13000 rpm’de 5 dk santriflij edilerek hiicre
pelleti ¢oktiiriildii. Coken hiicre pelletinin iistiinde kalan sivi1 faz uzaklastirildi. Bu
islem yeterli hiicre pellet (yaklasik 300-400 ng) elde edilinceye kadar tekrarlandi.
Daha sonra steril ddH,O 1ile 3 kez yikandi ve hiicre pelletleri DNA izolasyonuna
kadar -20 °C’de tutuldu.

Uygulama:

1. -20 °C’de tutulan hiicre pelletleri buzlar ¢oziilene kadar oda sicakliginda
bekletildi. Hiicre pelleti tizerine 100 pul TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8) ilave edildi. Kiiltiir, 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek bir
kez daha yikandi. Daha sonra tampon ependorf tiipten otomatik pipet ile
uzaklastirildi

2. 50 mg ml" lizozim (Sigma) i¢eren TE tamponu -20 °C’den alinarak 100 ul
lizozim, kiiltiir igeren eppendorf tiipe transfer edildi. Otomatik pipet ile
homojenize edilerek 37 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi, 500 ul guanidin thiosiyanat karisima ilave edildi ve
37 °C’de 10 dk inkiibe edilerek liziz islemi gerceklestirildi ve 5 dk buzda
sogutuldu.

4. Lizata 250 pl 7,5 M amonyum asetat eklendi ve birka¢ defa tiip alt {ist
edilerek 10 dk buzda sogutuldu.

5. Lizata 500 pl kloroform-izoamil alkol (24:1 v/v) ilave edildi ve birka¢ defa
tiip altiist edilerek 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonrasi siipernatant otomatik pipet ile steril yeni bir eppendorf tiipe
transfer edildi ve 540 pl soguk izopropanol ilavesi ile DNA’nin ¢okelmesini
takiben 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

7. 1zopropanol dikkatli bir sekilde otomatik pipet ile uzaklastirildi. 100-150 pl
soguk % 70’lik etanol ilave edilerek 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Bu
islem 2 defa tekrarlandi. Iki kez alkol yikamasindan sonra alkol uzaklastirild:
ve kapaklar agik birakilarak yaklasik 20 dk kurumaya birakild:.

8. 90 ul TE tamponu DNA pelletine ilave edilerek 5 dk bekletildi.

9. 10 ul RNAaz ilave edilerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda 20 pl
proteinaz K eklendi ve 37 °C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakild1.
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10. 10 pl 8 M LiCl, ilavesini takiben iizerine 130 pl fenol-kloroform-izoamil
alkol eklendi ve 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz
steril yeni ependorf tiiplere aktarildi.

11. Ayrica, 130 pl kloroform-izoamil alkol (24:1 v/v) ilave edildi ve 13 000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi list faz steril yeni ependorf
tiiplere aktarild1.

12. Toplam hacmin 2,5 kat1 olacak sekilde izopropanol ilave edildi ve tiipler
altiist edilerek 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Alkol, otomatik pipet ile
uzaklastirildi

13. 100 pl % 70’lik etanol ilave edilerek 13 000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve
alkol uzaklastirildi. Bu islem bir defa daha tekrarlandi.

14. DNA pelleti oda sicakliginda 20 dk beklenerek kurutuldu ve 30-50 ul ddH,O
ilave edilerek oda sicakliginda 15 dk siispanse edildi ve -20 °C’de gereksinim
duyulana kadar stoklandu.

15. DNA’nin kontrolii i¢in % 1’lik agaroz jelde (30 ml 1X TBE tampon, 0,3 g
agaroz) 100 voltta 30 dakika yiiriitiildii ve UV transilliminatér’de (Vilber
Lourmat, UV) kontrol edildi. Goriintiileme sisteminde (DNR Minilumi Bio

Imaging System) fotografland: ve kaydedildi.

3.2.6 16S rRNA’nin PZR amplifikasyonu

Uygulama:

1. Polimeraz zincir reaksiyonlar1 i¢in Promega firmasindan temin edilen GoTaq Hot
Start Master Mix (Promega Corporation, USA) kullanildi. Primer stoklar (20 puM,
BioTech) 27f (forward primer: 16S rRNA’nin baslangic bdlgesine baglanan
evrensel primer, 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) 1525t (reverse primer:
16S rRNA’nin  son  bdlgesine  baglanan  evrensel  primer  5’-

AAGGAGGTGWTCCARCC-3%)
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2. PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan bir 6rnek i¢in 50 pl dlciideki bir reaksiyon

karigimi:

GoTaq Hot Start Master Mix (Promega) 25 pl

27£ (10 uM) 1ul
1525r (10 pM) 1ul
ddH,0 21 ul
DNA 2ul

Toplam 50 pl
3. PZR reaksiyonu asagidaki sartlarda baslatildi.

Denatiirasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon| Baglanma | Uzama | Uzama
95 °C 55°C 72 °C 72 °C 25 °C
15 dk 1 dk 1 dk 3 dk 10 dk 1 dk
1 dongii 35 dongii 1 dongii

3 ul PZR iirtini, % 1’lik agaroz jelde (30 ml 1X TBE tampon, 0,3 g agaroz) PZR
DNA marker (Sigma, 50 bp) ile 100 wvoltta 30 dakika yiritildi ve UV
transilliminator’de (Vilber Lourmat, UV) kontrol edildi. Goriintiileme sisteminde

(DNR Minilumi Bio Imaging System) fotograflandi ve kaydedildi.

3.2.7 16S rRNA PZR iiriinlerinin saflastirilmasi ve dizi analizi

PZR fiiriinleri % 1’lik agaroz jelde (30 ml 1X TBE tampon, 0,3 g agaroz) PZR DNA
marker ile birlikte 100 voltta 30 dakika yiiriitiilerek UV-transilliminatér (Vilber
Lourmat, UV) ilizerinde kontrol edildikten sonra QIAquick PZR piirifikasyon kiti
(Qiagen, Valencia, USA) kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan amplifikasyon
iirtinleri 16S rRNA gen bolgesinin yaklagik uzunlugunun tamaminin dizi analizi i¢in
en az alt1 primer ile (Cizelge 3.3) ABI PRISM3730XLGenetic Analyzer (PE Applied
Biosystems) otomatik dizi analizi cihazi kullanilarak Macrogen Inc. (Hollanda)

firmasinda dizileme islemi gerceklestirildi.
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Cizelge 3.3. 16S rRNA gen bolgesi sekans ¢alismalarinda kullanilan primerlerin niikleotit

dizileri

ll::ﬁ” Sekans (5°-3") Size Bagl;‘,“ma b;ilg“il Kaynak
27f AGAGTTTGATCMTGGCTCAG | 20 8 27 Lane, 1991
Mg3f CTACGGGRSGCAGCAG 16 342 357 Chun, 1995
Mg4f AATTCCTGGTGTAGCGGT 18 675 692 Chun ,1995
800r TACCAGGGTATCTAATCC 18 800 782 Chun, 1995
Mg5f AAACTCAAAGGAATTGACGG | 20 907 926 Chun, 1995
Mg6f GACGTCAAGTCATCATGCC | 19 1190 1208 Chun, 1995

M; adenin veya sitozin, R; adenin veya guanin, S; guanin veya sitozini ifade etmektedir.
' Sayilar Escherichia coli rrnB sistronunun (GenBank JO1695; Brosius ve dig., 1978) 16S rRNA'
sinin gen dizisine goredir.

3.2.8 16S rRNA dizi verilerinin analizi

Izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi tamamlandiktan sonra elde edilen
dizi verisi ChromasPro 1.7.5 programu ile birlestirildi ve EzTaxon Server (URL-13;
Kim ve dig., 2012) kullanilarak izolatlarin en yakin akraba organizmalariyla olan
16S rRNA niikleotit benzerligi belirlendi. Filogenetik analizler i¢gin MEGA 5.2
programi, hizalama i¢in de ayn1 programimn kullanilarak CLUSTAL W (Tamura ve
dig., 2011) segenegi kullanildi. Filogenetik dendogramlarin ¢izilmesinde Neighbour
Joining (Saitou ve Nei, 1987) metodu ve Jukes-Cantor evrimsel uzaklik matriksi

kullanild1. Bootstrap testi 1000 tekrarli olarak yapild.

3.2.9 DNA-DNA homolojisi

16S rRNA dizi verilerine gore en yakin filogenetik komsusu ile niikleotit farkliligi en
fazla olan ve dizi benzerligi % 97 ve ilizeri olan suslardan baglamak {izere yeni tiir
olma potansiyeli yiiksek izolatlarim DNA-DNA hibridizasyon deneyleri,
Almanya’nm Leibniz Institute DSMZ (German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures) firmasi tarafindan hizmet alimi yoluyla gerceklestirildi. DNA-DNA
hibridizasyon deneyleri i¢cin Cashion ve dig. (1977)’nin tanimladig1 gibi kromozomal
DNA Fransiz Basing Hiicresi kullanilarak izole edildi, hidroksiapatitte kromatografi
ile saflastirildi. DNA-DNA hibridizasyonu De Ley ve dig. (1970)’e gore 6x6 coklu
hiicre degistiricisi kullanilarak Cary 100 Bio UV/VIS spektrofotometre ile kantitatif

olarak o6l¢iildii.
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3.2.10 Diaminopimelik asit (DAP) izomerlerinin belirlenmesi

Izolatlarin diaminopimelik asit varliginin belirlenmesi ve izomerlerin (LL-, mezo- ve
hidroksi-) karakterizasyonu Becker ve dig. (1965) tarafindan tanimlanan ve Staneck
ve Roberts (1974) tarafindan modifiye edilen tiim-hiicre hidrolizatlarinin ince-tabaka
kromatografisi metodu kullanilarak belirlendi.

Liyofilize hiicre 6rnegi her biri ~50 mg olacak sekilde otoklava dayanikli vidali
kapakli cam tiiplere transfer edildi. Ornekler iizerine 1 ml 6N HCI ilave edildikten
sonra kapaklar1 kapatilarak hidroliz i¢in 100 °C’de 18 saat tutuldu. Hidrolizatlar oda
sicakliginda sogutulduktan sonra 6000 rpm’de 4 dk santrifiij edildi ve siipernatant
yeni bir vidal kapakli cam tiipe transfer edildi. Siipernatantin bulundugu cam tiipler
agz1 acik olacak sekilde 120 °C’ye ayarl inkiibatore yerlestirildi ve ortalama 2-3 saat
tutularak sivi kalmaymcaya kadar kurutuldu. Kurumus hidrolizatlar 1 ml steril saf
suda c¢oziildi ve 100 °C’ye ayarli inkiibatérde tekrar kurutuldu. Kurumus
hidrolizatlar 200 pl steril ddH,O ile ¢oziilerek otomatik pipet ile eppendorf tiiplere
transfer edildi. 20x20 cm seliiloz ince-tabaka (Chromatogram-Eastman Kodak No.
13255) iizerine ¢oziilmiis drnekler 3 pl olacak sekilde inokiile edildi. ince-tabaka
metanol (J.T. Baker): distile su: 10 N HCI: piridin (Merck) (80: 26,25: 3,75: 10
v/v)’den olusan ¢oziicii icerisine konuldu. Coziicii, tabakanin list kisminda 1 cm
kalana kadar ylikseldikten sonra (2-2,5 saat) tabaka c¢oziicli icerisinden alindi.
Coziicl igerisinden alman ince-tabaka ¢eker ocakta 15 dk kurutuldu. Spotlar aseton
icerisinde ¢Oziinmiis ninhidrin (% 0,2 w/v) ile spreylendi ve 100 °C’de 5 dk

kurutularak gozlenebilir hale getirildi ve fotograflanda.

3.2.11 Seker analizleri

Tiim hiicre hidrolizatlarinin seker analizleri Staneck ve Roberts (1974)’in metoduna
gore belirlendi. Yaklasik 50 mg kuru hiicre 2 ml’lik viallere eklendi, 1,5 ml 1 N
H,S04’de 100 °C’de 3 saat hidroliz edildi. Hidrolizat doygun Ba(OH), ile pH 5-5,5’¢
ayarlandiktan sonra, 6000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust faz dikkatli bir sekilde
ayr1 bir tiipe alindiktan sonra sivi tamamen uzaklasincaya kadar buharlastirildi.
Kalint1 0,1 ml dH,O ve 0,25 ml piridinde ¢6ziildii ve her bir 6rnek Merck 60-F254
silica gel TLC plakalarina 5’er pl olacak sekilde standart karisimlari ile birlikte
yiiklendi. Plaka iyice kuruduktan sonra n-butanol:distile su:piridin:toluen (10:6:6:1,

v/v) ylriitiici fazinda ortalama 4 saat yiiriitiildii. TLC plaka daha sonra 30 dk
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kurutuldu. yice kurutulduktan sonra anilin-fitalat ayiraci ile spreylendi ve 100 °C’de
4 dk kurutuldu. Izolatlarm seker tipleri belirlenirken aktinomisetlerde varligi bilinen
7 temel seker standart olarak kullanildi. Bu sekerler TLC plakasinda iki gruba
ayrilarak TLC tabakaya yiiklendi. Ilk grupta galaktoz, arabinoz ve ksiloz, ikinci
grupta ise glukoz, mannoz, riboz ve ramnoz bulunmaktadir. Alt1 karbonlu sekerler,
kahve ve koyukahve tonlarinda, bes karbonlu sekerler ise kizil tonlarinda
belirginlesti. Ayn1 hizada ayni sartlarda yiiklenen standart sekerler ve izolatlardan
elde edilen seker hidrolizati yiirlitme isleminden sonra hizalanarak seker tipleri

belirlendi.

3.2.12 Yag asiti analizi

Test organizmalarinin yag asiti metil esterlerinin (FAME) izolasyonunu takiben
FAME analizleri MIDI (Microbial Identification System) (Microbial ID, Inc.
Newark, Del.) sistemini kullanan G2614A otosampler ve 6783 enjektori ile
donanimli Agilent Technologies 6890N gaz kromatografisi (GC) ile Anadolu
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari’'nda
gerceklestirildi.

Test organizmalarinin yag asidi profillerinin belirlenmesi i¢in tiretici firmanin
tavsiye ettigi sekilde Actinomycete Library Culture Technique [Microbial
Identification System, Microbial ID (MIDI), Inc., Newark, DE, USA] kullanildi. Bu
amagcla, tip tiirii ve test izolatlarmin saf kiiltlirleri Triptik soy agar (Ek A) (TSA,
Merck) tizerinde cizgi ekimi yapilarak gelistirildi ve 1 6ze dolusu kiiltiir, 20 ml
Triptik soy sivi besiyerine (TSB, Merck) aktarilarak 150 rpm’de 72 saat siire ile 28
°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 alinan 5 ml baslangic (starter) kiiltiir 50 ml
TSB icine asilanarak 150 rpm de 28 °C de 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
yas hiicreler filtrasyon (selliiloz filtre, 0.45 pm capl) ile toplanarak yaklasik 250 mg
yas hiicre kiitlesi vidali teflon kapakl tiiplere aktarildi ve 4 basamakli islem ile yag
asiti metil esterleri (FAME) ekstrakte edildi.

Saponifikasyon: 1 ml metanol ortamida baz [45 g sodyum hidroksit (ACS
sertifikali), 150 ml etanol (HPLC grade) ve 150 ml deiyonize distile su] ekleyerek
vortekslendi ve kaynar 95-100 °C’lik su banyosunda 30 dakika bekletildi. Bu
asamada sicaklik ile beraber metanol ortamindaki yiiksek derisimli baz hiicreleri

parcalayarak yag asitlerini lipitlerden ayird.
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Metilasyon: 2 ml metilasyon reaktifi [(325 ml 6 N HCI ve 275 ml metanol
(HPLC grade)] eklenerek vortekslendi ve 80 °C’lik su banyosunda 10 dakika tutuldu.
Bu islem, sodyum tuzu halindeki yag asitlerini Gaz Kromatografisi GC analizinde
yag asitlerinin uguculugunu arttirmak i¢in metil esterlerine doniistiirdii.

Ekstraksiyon: 1,25 ml ekstraksiyon ¢ozeltisinden [(200 ml hekzan (HPLC
grade) ve 200 ml metil tert-biitil eter (HPLC grade) ] ilave edildi. 10 dakika tiip
calkalayici ile ¢alkalandi. Temiz bir pastor pipeti ile sulu alt faz hekzan tabakasinda
bulastirilmadan alindi. Yag asidi metil esterleri, asidik sulu fazdan ayrildi ve sivi-sivi
ekstraksiyonuyla organik faza transfer edildi.

Baz yikama: Serbest yag asitlerini ve organik ekstraktaki kalinti1 ajanlari
uzaklastirmak i¢in 3 ml seyreltik bir baz ¢ozeltisi [10,8 g sodyum hidroksit (ACS
sertifikali)) ve 900 ml deiyonize distile su] eklendi. 5 dakika rotator ile ¢alkalandi.
Emulsiyon olusumunun ardindan 1 ka¢ damla doymus tuz ¢ozeltisinden damlatild:.
Temiz bir pastor pipeti yardimi ile tistteki organik fazin yaklasik 2/3°1 temiz bir GC
sisesine aktarild.

FAME analizleri MIDI (Microbial Identification System) (Microbial 1D, Inc.
Newark, Del.) sistemini kullanan G2614A otosampler ve 6783 enjektori ile
donanimli Agilent Technologies 6890N gaz kromatografisi ile kromatografi
sartlari tiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde ACTIN-1 3.80 kiitiiphanesine uygun
olarak ayarlanmasiyla gerceklestirilmisti. FAME pikleri MIDI Microbial

Identification System, software version ACTIN-1 3.80 ile analiz edildi.

3.2.13 Polar lipitlerin belirlenmesi

Izolatlarin polar lipid analizleri Almanya’nm Leibniz Institute DSMZ (German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures) firmasi tarafindan hizmet alimi
yoluyla gerceklestirildi. Polar lipid analizleri Minnikin ve dig. (1984)’nin tanimladig1
metoda gore yapildi. Bu yonteme gore, 15 ml teflon kapl vidali kapakli tiiplere
ortalama 100 mg kuru hiicre eklenerek 3 ml MeOH/ % 0,3 NaCl (100/10) ve 3 ml
petrol eteri ilave edildi, tiip karistiricidda 30 dk karistirildi ve 1500 rpm’de 10 dk
santrifiijlendi. Ust faz ayr1 bir tiipe ayrild1 ve alt faza ayn1 islem bir defa daha yapildi.
Hidrolizat sicak su banyosunda 5 dk kaynatildi ve sicaklik oda sicakligma gelinceye
kadar sogutuldu. Daha sonra 2,3 ml CHCl;/MeOH/% 0,3 NaCl (90/100/30 v/v) ilave
edildi ve karistiricida 1 saat karistirildi. Santrifiij isleminin ardindan st faz yeni bir

vidali kapakli tiipe alind1 ve tekrar 0,75 ml CHCl:;/MeOH/ % 0,3 NaCl (50/100/40
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v/v) eklendi, 30 dk karistirildi. Santrifiij sonrasi iist faz ayni tiipe alind1 ve ekstrakta
1,3 ml CHClIs, 1,3 ml % 0,3 NaCl eklendi ve iyice karistirildi. Santrifiij sonras1 alt
faz temiz bir tiipe alind1 ve azot gazi ile buharlastirildi. 100 ul CHCl;:MeOH (2:1
v/v)’de ¢oziildii ve her bir 6rnekten 10 pl alinarak Merck 60-F254 silica gel TLC
plakalarma yiiklendi. Iki boyutlu yapilacak yiiriitme isleminde ilk vyiiriitmede
CHCIl3/MeOH/ddH,0 (65/25/4), ikinci yiiriitmede CHCl3/Asetik asit/MeOH/ddH,O
(80/15/12/4 v/v) yiiriitiicti faz olarak kullanmildi. Tiim lipidlerin belirlenmesi i¢in %
10’luk molibdofosforik asit ile sprey isleminden sonra 140 °C’de 10 dakika
kurutuldu. Boylece TLC plakalar tizerindeki lipitler belirlendi. Ayrica amino
gruplarinda ninhidrin, glikolipitlerde a-naftol ve fosfat gruplarmin belirlenmesinde

ise molibden blue boyalar1 kullanilabilmektedir.

3.2.14 Menakinonlarin belirlenmesi

Organizmalarin menakinonlarmin belirlenmesi Almanya’nin Leibniz Institute
DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) firmasi tarafindan
hizmet alim1 yoluyla gergeklestirildi. Collins ve dig. (1977) ve Tamaoka ve dig.
(1983)’e gore belirlendi. Yaklasik 100 mg liyofilize hiicre 20 ml kloroform/metanol
(2:1) ile 1-2 saat manyetik karistiricida karistirildi, 0.45 pm’lik filtreden gecirildi,
doner buharlastiricidda (<37 °C) buharlastirildi ve 200 pl asetonda ¢oziildii. Kiesel
Gel 60 Fys4 (Merck) TLC plakaya yliklenen saf menakinonlar benzende yiiriitiildii ve
254 nm UV’de kontrol edildi. Menakinon (Sigma) standartinin hizasindaki bant
plakadan kazmarak plakadan temiz bir tiipe alind1 ve tekrar 200 pl asetonda ¢oziildii
ve Dionex - UltiMate 3000 HPLC cihazinda analiz edildi. HPLC’de mobil faz olarak
metanol-izopropil eter (3:1, v/v) dakikada 1 ml akis hiz1 ve 30 °C olacak sekilde
yiiriitiildii, 270 nm UV de analiz edildi.

3.2.15 Fenotipik karakterizasyon

3.2.15.1 izolatlarin tuz toleranslariin belirlenmesi

Fenotipik karakterlerin belirlenmesinden dnce test organizmalarinin % 0, % 5, % 8,
% 10, % 15 ve % 20 NaCl konsantrasyonlarinda gelisme kabiliyetleri test edildi.
Bazal ortam olarak Modifiye Bennett’s Agar (Jones, 1949) kullanildi. Boylece test

izolatlarinin gelisebildigi en uygun ortak tuz konsantrasyonlari tespit edildi.
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3.2.15.2 Fenotipik karakterlerin belirlenmesi

Izolatlarin fenotipik karakterlerinin belirlenmesi igin, temel hidroliz testleri ile
karbon ve azot kaynaklarini kullanabilme, belirli maddeleri degrade edebilme,
sicaklik ve pH tolerans1 gibi bazi fizyolojik testler uygulandi. Tiim testlerde bazal
ortamlara % 10 NaCl ilave edilmis olup sadece Amycolatopsis ve Streptomyces cinsi
izolatlar1 ve tip tiirlerine ait bazal ortamlara tuz ilave edilmedi.

Test izolatlar1 ve 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin olan tip tiirleri en
az 68 farkli karakter iizerinden fenotipik degerlendirmeye tabi tutuldu. Fenotipik

karakterizasyon ¢alismasinda kullanilan karakterler Cizelge 3.4’ de verildi.
3.2.16 Kiiltiirel ve morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi

3.2.16.1 izolatlarin farklh besiyerlerindeki biiyiime ve gelisimleri

Test organizmalari, % 10 NaCl igeren Oatmeal agar (ISP 3; Shirling ve Gottlieb,
1966) kiiltiir ortaminda 37 °C’ de 14 giin inkiibe edilerek hava miselyum spor rengi,
substrat miselyum rengi, ¢6ziinebilir pigment rengi ve gelisimi belirlendi. Tiim test
organizmalarinin, melanin pigmenti tretip iiretmedikleri % 10 NaCl iceren Pepton-
Yeast Ekstrakt Demir Agar (ISP 6; Shirling ve Gottlieb, 1966) ve Tirozin Agar (ISP
7; Shirling ve Gottlieb, 1966) kiiltiir ortamlarinda 37 °C’de 14-21 giinlik
inkiibasyondan sonra belirlendi.

Ayrica test organizmalar1 gelisme ve morfolojik 6zellikleri % 10 NaCl iceren
modifiye Bennett’s agar, Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Agar (ISP 2; Shirling ve
Gottlieb, 1966), Inorganik Tuz Nisasta Agar (ISP 4; Shirling ve Gottlieb, 1966),
Gliserol Asparajin Agar (ISP 5; Shirling ve Gottlieb, 1966) iizerinde 37 °C’ de 14-
21 giin inkiibasyondan sonra tespit edildi.
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Cizelge 3.4. Fenotipik karakterizasyon ¢aligmasinda kullanilan farkli karakterler

A. Besinsel Testler B. Degredasyon Testi (%o, WIV)
Temel Karbon ve Enerji Kaynaklarn (%, w/v) Temel Azot ve Enerji Kaynaklan (%, wiv)
Adonitol 1,0 Laktoz 1,0 Alfa-iso-16sin 0,1 Kazein (% 1)
D - arabinoz 1,0 L-glutamik asit 1,0 Glisin 0,1 Nisasta (% 1)
D - sellobiyoz 1,0 Maltoz 1,0 L-Alanin 0,1 Tween 40 (% 1)
D - fruktoz 1,0 Sukroz (Sakkaroz) 1,0 L-Arjinin 0,1 Tween 80 (% 1)
D - sorbitol 1,0 Kisilitol 1,0 L-Sistein 0,1 Ksantin (% 0,4)
D - galaktoz 1,0 Ksiloz 1,0 L-Histidin 0,1 Adenin (% 0,5)
D - mannoz 1,0 Siiksinik asit (% 0.1) 0,1 L-Hidroksiprolin 0,1
D-mannitol 1,0 L-Arabinoz 1,0 L-Methionin 0,1
Dextrin 1,0 Inulin 1,0 L-Fenilalanin 0,1
Dextran 1,0 L- Sorboz 1,0 L-Prolin 0,1
L-Serin 0,1 D. Fizyolojik Testler
L-Threonin 0,1 pH:4,5,6,8, 10,11, 12
L-Valin 0,1 Sicakhik: 4 °C, 10 °C, 28 °C, 37 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C
C. Biyokimyasal Testler (Y%, W/V)
NaCl Toleransi ( % NaCl)
Arbutin 0,5 Ure 1,0 %0,%1,%2,%4,%5,%8,% 9, % 10, % 15, % 20, % 30
NaCI
Allantoin 1,0 Nitrat 0,1
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3.2.16.2 Taramah elektron mikroskobisi (SEM) ile spor morfolojisi

Test organizmalarmin spor zincir morfolojileri Pridham ve dig. (1958) gore ISP 2
agarda 37 °C’ de 30 giinliik inkiibasyon sonrasinda Nikon Optiphot binokuler 151k ve
Taramali Elektron Mikroskobu (JEOL JSM 6060, JEOL Ltd. Tokyo, Japan)
kullanilarak incelendi. Inkiibasyon sonrasi, organizmalarm gelistigi ve sporun yogun
oldugu kisimlardan 5 mm c¢apinda birkag¢ agar blok alindi. Her 6rnek i¢in ayr1 alinan
agar bloklar % 2 gluteraldehit i¢inde +4 °C’ de 24 saat bekletilerek fiske edildi.
Fiksasyon sonras1 her agar blok dehidrasyon islemi i¢in siras1 ile % 10-20-30-40-50-
60-70-80-90-95-100’liik etanol ile 10 dk muamele edildi. Daha sonra 6rnekler sivi
CO;, ile kritik nokta kurutucu (Polaron, CPD 7501) cihazda kurutuldu. Kurumus agar
bloklar altin piskiirtiicii (gold sputter) ile altin kaplanarak hazir hale getirildi.
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile spor ylizey morfolojileri belirlenerek

gortintiilendi.
3.2.17 Biyokimyasal testler

3.2.17.1 Allantoin hidrolizi

Allantoin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Bu amagla, 5 mI’lik deney tiiplerinin her birine 2’ser
ml % 1 (w/v) konsantrasyonlarinda allantoin ilave edilen bazal ortamlar konularak
hazirland1 ve tiipler 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi.
Otoklavdan cikan steril tiipler egik konuma getirilerek yatik agar hazirlandi. Steril
0ze ile okiilasyonu yapilan tiipler, 37 °C’de 21 giin inkiibasyona birakildi. Negatif
kontrol olarak allantoin igermeyen tiipler hazirlandi. Inkiibasyon sonrasinda, negatif
kontrol ortamiyla karsilastirilarak degerlendirme yapildi. Negatif kontrollerden farkl
olarak koyu pembe renk olusumu pozitif (+) sonug olarak kaydedildi.

3.2.17.2 Arbutin hidrolizi

Arbutin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Bu amagla, bazal ortam % 0,5 (w/v)
konsantrasyonlarinda Arbutin ilave edilerek hazirlandi. 5 mI’lik deney tiiplerinin her
birine 2’ser ml arbutin ilaveli bazal ortam konularak, 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril hale getirildi. Otoklavdan c¢ikan steril tiipler egik konuma
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getirilerek yatik agar hazirlandi. Negatif kontrol olarak arbutin igermeyen tiipler
hazirlandi. Steril 6ze ile inokiilasyonu yapilan tiipler, 37 °C’ de 21 giin inkiibasyona
birakild1. Inkiibasyon sonrasinda, mikroorganizma inokiilasyonu yapilmis tiipler
negatif kontrol ortamlariyla karsilastirilarak degerlendirme yapildi. Negatif
kontrollerden farkli olarak koyu kahverengi/siyah renk olusumu pozitif (+) sonug

olarak kaydedildi.

3.2.17.3 Nitrat rediiksiyonu

Nitrat (% 0,1, w/v) rediiksiyonu, Goodfellow (1971) tarafindan tanimlanmig basal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Bu amagla, 5 ml’lik tiiplerin her birine 2’ser ml
besiyeri konularak 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi. Steril 6ze
ile inokiilasyonu yapildiktan sonra 37 °C’de 21 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda tiiplere esit miktarlarda nitrat rediiksiyon ayiraglarindan ilave
edildi. Silfanilik asit, nitrit ile reaksiyona girerek diazonyum tuzunu olusturur,
naftilamin varliginda pembe-kirmizi (koyu kirmizi: stabil red azo) renk olusur.
Renginde bu sekilde degisiklik gosteren tiipler nitrat rediiksiyonu i¢in pozitif (+)
sonu¢ olarak degerlendirilir. Renk degisiminin meydana gelmemesi iki sonugtan
birinin gostergesidir:

1. Ya nitratm, nitrit asamasindan daha asagi kademede indirgendigini gosterir.

Yani; Azot gazina kadar indirgendigini gosterir.

NO7; (Nitrat) — NO7 (Nitrit) — N; (Nitrojen)

2. Ya da nitratin indirgenmedigini gosterir.

Bu nedenle, renk degisimi olmayan tiiplere az miktarda Cinko iyonlarmi (Zn?)
iceren nitrat rediiktaz enzimiyle ayni reaksiyonu katalizleyen ¢inko tozu eklendi.
Boylece eger ortamda nitrat kalmissa ¢inko tozu ilavesiyle nitrite cevrilecek,
karakteristik kirmizi renk olusumu gozlenecektir. Bu sekilde gozlenen test tiipleri
negatif sonu¢ olarak kaydedildi. Bununla birlikte, ¢inko tozunun ilavesiyle herhangi
bir renk degisimi gbézlenmedigi durumda nitratin nitrojen gazma indirgendigini

gosterir ve bu reaksiyonlarda pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.17.4 Ure hidrolizi

Ure hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tamimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. % 1 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanan iire ayri

olarak 100 ml saf su icerisinde ¢dziildii ve filtrasyon teknigi ile steril edildi. Ure,
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otoklavda steril edilmis bazal ortam icerigine aseptik sartlarda ilave edilerek
karstirild1 ve besiyeri aseptik kosullarda 5 ml’lik steril tiiplere her tiipte 2’ser ml
olacak sekilde transfer edildi. Negatif kontrol olarak iire icermeyen tiipler hazirlandi.
Steril &ze ile inokiilasyonu yapilan tiipler, 28 °C’de 7 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi, pozitif ve negatif kontrol ortamlar1 karsilastirilarak degerlendirme yapildi.
Negatif kontrolden farkli olarak sarvturuncudan parlak pembe/kirmiziya renk
degisimi pozitif (+) olarak kaydedildi.

Ure hidrolizi, iireden iireaz enzimi ile amonyum ve karbondioksitin agiga
¢ikmasiyla gerceklesir. Indikator olarak reaksiyon sonunda sarvturuncudan parlak

pembe/kirmiziya renk degisikligi gosteren fenol kirmizist ayiract kullanildi.

3.2.18 Degradasyon testleri

Adenin (% 0,5, w/v), kazein (% 1,0, w/v), nisasta (% 1,0, w/v) ve ksantin (% 0,4,
w/v) degredasyonu Williams ve dig. (1983) tarafindan tanimlanmis metotlar
kullanilarak belirlendi. Bazal ortam olarak % 10 NaCl ilaveli Bennett's Agar (Jones,
1949) ve Streptomyces cinsi izolatlar1 ile Streptomyces tip tiirleri i¢in ise bazal ortam
olarak tuz ilavesiz yeast ekstrakt-malt ekstrakt agar (ISP 2) kullanildi. Ayrica
Amycolatopsis cinsi izolatlar1 ile Amycolatopsis tip tiirleri i¢in ise bazal ortam olarak
Marin agar kullanildi. Test suslarinin inokiilasyonu Multipoint inokulator (Order
Code SCAN 400, Mast Group Ltd., Merseyside, UK) kullanilarak yapildi. Test
suslarinin inokiilasyon islemi, 12’serli gruplar olusturularak saglandu.

Adenin, ksantin ve kazein degredasyonu icin inokiilasyonlu petriler 37 °C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyonun 14, 21 ve 30. giinlerinde petriler kontrol edilerek
okundu ve her bir test susunun besiyeri ortaminda olusturdugu koloniler etrafinda
veya petri plagm alt kismindan bakildiginda agik bir zon olusmussa pozitif (+),
olusmamigsa negatif (-) sonug¢ olarak degerlendirildi. Koloni etrafinda veya altinda
acik zon olusmasi o test susunun o maddeyi degrede edebilme 6zelligi oldugunu
gosterir.

Nisasta degredasyonun testinde, nisasta (Starch: % 1, w/v) 50 ml saf su
icerisinde ¢oziildiikten sonra bazal ortam igerigine katild1 ve besiyeri otoklavlanarak
steril edildi. Inokiilasyon sonras1 37 °C’de 30 giin inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon
sonunda Lugol's iodin eriyigi petri ylizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde
dokiilerek nisasta degredasyonu degerlendirilmesi yapildi. (Cowan ve Steel, 1974).

Nisasta degredasyonu degerlendirilmesinde ortama ddkiilen iodin ortamda nisasta
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varsa nisastayla birlesip koyu mavi bir kompleks olusturur. Nisasta molekiilleri
amilaz enzimleri ile oligosakkarit ve diger basit sekerlere pargalandiginda ise
meydana gelen bu kiiciik molekiiller iodinle kompleks olusturamaz. Bu nedenle
oligosakkarit ve diger basit sekerlerin ortamdan varliklar1 biiylime alani etrafindaki
acik zon olarak belirlenmekte ve degerlendirme sirasinda bu durum pozitif (+)
olarak kaydedildi.

Tween 40, 80 (% 1, w/v) degredasyonu, Nash ve Krent (1991) tarafindan
tanimlanan % 10 NaCl ilaveli pepton agar bazal ortami kullanilarak degerlendirildi.
Amycolatopsis ve Streptomyces cinsi izolatlar1 ile Streptomyces tip tiirleri igin ise
bazal ortam olarak tuz ilavesiz pepton agar kullamldi. Inokiilasyonlu plaklar, 37
°C’de inkiibe edildi ve degerlendirme inkiibasyonun 30. giiniinde yapildi.
Coziinemeyen kalsiyum tuzu kristalleri koloniler etrafinda opak bir halka

olusturdugunda pozitif (+) sonug olarak degerlendirilir.

3.2.19 Temel karbon kaynaklarim1 kullanabilme

Karbon kaynaklarinda gelisme testi i¢in basal ortam olarak ISP 9 besiyeri kullanild1
(ISP 9; Shirling ve Gottlieb, 1966). Uygun miktarlardaki her bir karbon kaynagi,
basal ortamina aseptik kosullarda ilave edildi. Negatif kontrol olarak sadece bazal
ortam, pozitif kontrol olarak da glukoz (% 1,0; w/v) ilave edilmis basal ortamlar
kullanild1. Inokiilasyon iki kontrol ortamina da yapildi. Inokiilasyonlu plaklar, 37
°C’de inkiibasyona birakildi ve degerlendirme, inkiibasyonun 30. giinde pozitif ve
negatif kontrol plaklarinin her ikisi ile karsilastirilarak yapildi. Test suslarinin
gelismesi, negatif kontrol plagindaki gelismelerden daha genis veya pozitif kontrol
plagindaki gelismelere esit veya yakinsa pozitif (+); negatif kontrol plagmdaki
gelismelere esit veya yakinsa negatif (-) olarak kaydedildi.

3.2.20 Temel azot kaynaklarinda gelisme

Azot kaynaklarinda gelisme testi i¢in Williams ve dig. (1983) tarafindan tanimlanan
azot kaynagi kullanim bazal ortamu kullanildi. Gerekli miktardaki her bir azot
kaynag1 tindalizasyon teknigi ile steril hale getirilerek steril bazal ortama aseptik
kosullarda ilave edildi. Negatif kontrol olarak sadece bazal ortam kullanildi, pozitif
kontrol olarak da % 0,1 (w/v) konsantrasyonlarinda L-asparajin ilave edilmis bazal
ortamlar kullanildi. Biitlin plaklara test inokiilasyonu, her petriye 12 organizma

olacak sekilde multipoint inokiilator ile yapildi. Inokiilasyonlu plaklar, 37 °C’ de
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inkiibe edilerek degerlendirme inkiibasyonun 30. giinde pozitif ve negatif kontrol
plaklarinin her ikisi ile karsilastirilarak yapildi. Test suslarinin gelismesi negatif
kontrol plagindaki gelismelerden daha genis veya pozitif kontrol plagindakilere daha
yakinsa pozitif (+); negatif kontrol plagindakine esit veya daha yakinsa negatif (-)
sonug olarak kaydedildi.

3.2.21 Fizyolojik testler

3.2.21.1 pH’ya tolerans

Test suslar1, pH 4, pH 5, pH 6, pH 8, pH 10, pH 11 ve pH 12 olmak iizere 7 farkli pH
degerinde gelisme kabiliyetleri iizerine test edildi. Bazal ortam olarak % 10 NaCl
ilaveli Modifiye Bennett’s agar (Jones, 1949) kullanildi ve Streptomyces cinsi
izolatlar1 ile Streptomyces tip tiirleri i¢in ise bazal ortam olarak tuz ilavesiz ISP 2
(Shirling ve Gottlieb, 1966) besiyeri kullanildi. Ayrica Amycolatopsis cinsi izolatlar1
ile Amycolatopsis tip tiirleri i¢in ise bazal ortam olarak Marin agar kullanildi. Test
suslarinin biitiin plaklara mokiilasyonu, multipoint inokiilator vasitasiyla yapildi ve
inokiilasyonlu plaklar 37 °C’de 30 giin inkiibasyondan sonra okundu. Test plaginda
gelisme gosteren suslar pozitif (+), gelisme gostermeyenler negatif (-) sonu¢ olarak

degerlendirildi.

3.2.21.2 Sicakhga tolerans

Test suslari, 4 °C, 10 °C, 28 °C, 37 °C, 45 °C, 50 °C ve 55 °C olmak iizere 7 farkli
sicaklik degerinde gelisme kabiliyetleri lizerine test edildi. Bazal ortam olarak % 10
NacCl ilaveli Bennett’s agar (Jones, 1949) kullanild1 ve Streptomyces cinsi izolatlar1
ile Streptomyces tip tiirleri icin ise bazal ortam olarak tuz ilavesiz ISP 2 (Shirling ve
Gottlieb, 1966) besiyeri kullanildi. Ayrica Amycolatopsis cinsi izolatlar1 ile
Amycolatopsis tip tiirleri i¢in ise bazal ortam olarak Marin agar kullanildi.

4 °C, 10 °C, 28 °C, 37 °C’deki petriler 30. giinde 45 °C, 50 °C ve 55 °C’deki
petriler 7. giinde kontrol edilerek degerlendirildi. Test plaginda gelisme gosteren

suslar pozitif (+) sonug olarak degerlendirildi.

3.2.21.3 NaCl toleransi

Test suslarmin, % 0, % 1, % 2, % 4, % 5, % 8, % 9, % 10, % 15, % 20 ve % 30 NaCl

konsantrasyonlarinda gelisme kabiliyetleri lizerine test edildi. Bazal ortam olarak
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Bennett’s agar (Jones, 1949) kullanildi ve Streptomyces cinsi izolatlar1 ile
Streptomyces tip tiirleri icin ise bazal ortam olarak tuz ilavesiz ISP 2 (Shirling ve
Gottlieb, 1966) besiyeri kullanildi. Ayrica Amycolatopsis cinsi izolatlar1 ile
Amycolatopsis tip tirleri i¢in ise bazal ortam olarak Marin agar kullanildi. Test
suslar1 multipoint inokiilator ile inokiile edildikten sonra 37 °C’ de 30 giin inkiibe
edildi. Test plaginda gelisme gosteren suslar pozitif (+), gelisme gdstermeyenler

negatif (-) sonug olarak degerlendirildi.

3.2.22 Antimikrobiyal aktivite testi

Tim izolatlar, 14 farkli mikroorganizmaya karsi agar kuyu diflizyon metodu
kullanilarak antimikrobiyal aktivite testine tabi tutuldu (Zamanian ve dig., 2005).
Izolatlar gelisimleri icin farkli tuz oranlarma sahip uygun sivi besiyerlerine
inokiile edildi. Calkalamali inkiibatorde (Excella, New Brunswick Scientific Co, Inc,
NJ) 37 °C’de 7 giin 200 devirde gelistirildi. Whatman No:1 filtre kagidi ile filtreden
gecirildi. Filtrata 1:1 (v/v) oraninda kloroform eklendi ve 1 saat yiiksek devirde
calkalamali inkiibatorde bekletildi. Kloroformu ortamdan uzaklastirmak i¢in
ekstraksiyon liyofilizatérde buharlastirildi. Liyofilize hale gelmis 6rneklere 1’er ml
0,2 M fosfat tamponunda ¢6ziildii ve yiizeyine mikroorganizma yayilan agar
iizerindeki kuyulara 100°er pl olacak sekilde yiiklendi. 37 °C’de 48 saat siireyle
inkiibasyona birakild1 ve inkiibasyon sonrasinda kuyular etrafinda olusan inhibisyon

zonlar1 olgtldii.

3.2.23 NRPS, PKS-I ve PKS-II gen bolgelerinin PZR amplifikasyonu

Halofilik ve halotolerant aktinomiset izolatlarinin ribozomal olmayan peptit sentetaz

(NRPS), poliketit sentaz I ve II gen bolgeleri spesifik primerler ile arastirildi.

Cizelge 3.5. NRPS, PKS-I ve II gen bdlgeleri amplifikasyonu i¢in kullanilacak primerler

Gen Primerler Baz Uriin Referans
Bolgeleri Biiyiikliigi Biiyiikliigi
A3F (5’GCSTACSYSATSTACACSTCSGG3’) | 23 (Ayuso-
NRPS ; ; 700 bp Sacido ve
ATR (5’SASGTCVCCSGTSCGGTAS3”) 19 dig., 2005)
KIF (5’ TSAAGTCSAACATCGGBCA3) 19 1200-1400 | (Ayuso-
PKS-I ; ; b Sacido ve
M6R (5’CGCAGGTTSCSGTACCAGTA3) 20 P dig., 2005)
KSaF (5’TSGCSTGCTTGGAYGCSATC3’) 20 (Metsa-
PKS-II 613 bp Ketela ve
KSoR (5’ TGGAANCCGCCGAABCCGCT3’) | 20 dig., 1999)
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Primerlerdeki B: Guanin, sitozin veya timin, S: Guanin veya sitozin, Y: Timin
veya sitozin, V: Guanin, adenin veya timin, N: Adenin, timin, sitozin veya guanini
ifade etmektedir (Cizelge 3.5).

NRPS i¢in dejenere primerler adenilasyon domaininin korunmus amino asit
dizilerine gore, PKS-I ketosentaz ve metil-malonil CoA transferaz domainlerinin
korunmus amino asit dizilerine, PKS-II ise B-ketoacil sentaz (KSa) domaininin

korunmus amino asit dizileri esas alinarak hazirlanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Toplam Hacim 50 pl
DNA (<250 ng) 2 ul
Forward Primer- 0.4 uM 1 ul
Reverse Primer- 0.4 uM 1 ul
GoTaq Hot Start Master Mix 25ul
DMSO Sul
Niikleaz igermeyen su 11pl

Reaksiyon sartlari, 95 °C’de 5 dk (6n denatiirasyon), 95 °C’de 30 sn, 54 °C’de
1 dk (K1F/M6R ve KSaF/ KSoR primerleri i¢in), 58 °C’de 1 dk (A3F-A7R
primerleri i¢in), 72 °C’de 4 dk (30 dongii) ve 72 °C’de 10 dk olacak sekilde
gerceklestirildi.

3.2.24 NRPS ve PKS-I gen bolgelerinin klonlanmasi

Streptomyces ve Amycolatopsis cinslerinin sekonder metabolit sentezindeki dnemi ve
farkli mikroorganizma gruplarina kars1 gostermis olduklar1 antimikrobiyal aktiviteler
sonucunda Amycolatopsis sp. BNT52", Streptomyces sp. SM3501" ve Streptomyces
sp. SM3513 izolatlarmin NRPS, Streptomyces sp. SM3501°, Streptomyces sp.
SM3513 izolatlarinin PKS-I gen bolgeleri klonlama ¢alismalarinda yer almastir.

3.2.24.1 PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ve jelden
saflastiriimasi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu elde edilen PZR {iriinleri % 1,5’lik agaroz jelde
yuritiildi. PZR iirlinii jelden kesilerek QIAquick Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen)

aracili@iyla temizlendi.
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3.2.24.2 NRPS ve PKS-I gen bolgelerinin pGEM-T easy vektore klonlanmasi

Jelden temizlenen DNA fragmentleri, pGEM-T Easy vektore (Promega) klonland1
(Sekil 3.1). Reaksiyon 1 ul pGEM-T Easy vektorii, 7,5 pl 2X ligasyon tamponu, 1 pl
T4 DNA ligaz ve 5,5 ul DNA fragmenti bir araya getirilerek 15 pl’lik hacim iginde
gerceklestirildi. Karisim 4 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

Xmnl 2009
17l -
Scal 1890 Nael 2707 / FASa] 1 o
. \ Aatll 20
1 ori Sphl 26
BstZl 3
Ncaol 37
A Est.lzl 43
PGEM®-TEasy  lacZ Sacll | 49
Vector T EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRI 70
Notl 77
BstZl 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI 118 2
Nsil 127 g
141 é
T spe g

Sekil 3.1. pGEM-T Easy vektor

3.2.24.3 Rekombinant plazmidin alic1 hiicreye aktarilmasi

Ligasyon friiniinden 2 pl almmarak 50 pl’lik kimyasal kompetent Escherichia coli
JM109 hiicresine aktarildi. Pipetaj yapilmadan yavasca karistirildi. 20 dk buz iizerine
almarak daha sonra 42 °C’de 45-50 saniye hiicreler bekletildi. Hemen ardindan 2 dk
buz tizerine alinarak tiiplere SOC s1vi ortammdan 950 pl eklendi. 37 °C’de 1,5 saat
150 rpm’de inkiibe edildikten sonra transformasyon iiriiniinden 100 pl 100 pug/ml
ampisilin iceren LB agar petrilerine (ilizerine 100 mM’lik IPTG’den 100 pl ve 50
mg/ml’lik X-Gal’den 20 pl ilave edilmis petriler) yayildi. Petriler 37 °C’de bir gece
inkiibe edilerek inkiibasyon sonrasinda mavi/ beyaz koloni morfolojisine gore ayirim
yapilir. Buna gére bir laktoz analogu olan IPTG (Izopropil-B-D-tiyogalaktozit)
bilesigi kullanildiginda E.coli’de indiiksiyon meydana gelmektedir. Sentezlenen [-
galaktozidaz enzimi X-Gal (5-brom-4-klor-3-indolil-B-D-galaktopiranosit) bilesigini
parcalayarak ortamda mavi renkli koloniler olusturur. Mavi koloniler igerisinde PZR
irtini  bulunmayan plazmitleri igermektedir. Beyaz koloniler ise rekombinant

plazmitleri igerdiginden ortamdaki beyaz kolonilerden se¢im yapilmaktadir.
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3.2.24.4 Rekombinant plazmit izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu i¢in S.N.A.P. MiniPrep Kit (Invitrogen) kullanildi. Beyaz
kolonilerden alinarak 6 ml ampisilin (100 pg/ml) iceren Luria Bertani (LB) sivi
besiyerine kiirdan ile ekim yapilarak 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast kiiltiirtin bir kismi (850 pl) stoklarmm olusturulmasi amaciyla ayrilarak

iizerlerine 150 pl steril gliserol eklenerek -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.24.5 Rekombinant plazmit kesim reaksiyonu

Izole edilen plazmit DNA’larin DNA fragmentlerini icerip icermedigini tespit etmek
icin bu plazmit DNA’lar1 EcoRlI restriksiyon enzimi ile muamele edildi. 10 pl DNA,
0,5 wl EcoRI (promega), 2 ul enzime ait 10X reaksiyon tamponu ve 7,5 pl H,O
olacak sekilde 20 ul’lik hacimlerde reaksiyonlar hazirlandi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe
edildi. Ardindan % 1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii.

3.2.24.6 Rekombinant plazmit DNA konsantrasyonunun belirlenmesi ve analizi

Spektrofotometrede 260 nm’deki absorbans degeri Olciildii. Absorbansin ‘1’ degeri
10 mm 151k yolu olan bir kiivette, 50 pg/ml miktarinda c¢ift zincirli DNA’y1 temsil
ettigi bilinmektedir (Topal Sarikaya, 2008). DNA konsantrasyonu (pg/ml) = OD260
x Seyreltme katsayisi x 50 pg/ml formiilii kullanilarak hesaplanmistir. DNA
(pg/ml)= 200 ng/ul olacak sekilde her tiip 20 pl hazirlandi.

Sekanslama islemi, Macrogen firmasi tarafindan Hollanda’da gergeklestirildi.
NRPS ve PKS-I gen kiimelerinin ilgili domainlerinin dizilimleri NCBI web
sayfasinda Blast programinda incelendi (URL-14:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 Tuzlu ortamlardan farkh aktinomisetlerin izolasyonu, saflastirilmasi,

stoklanmasi

Izolasyon iglemi 11 farkli besiyeri kullanilarak gergeklestirildi. Izolasyon igin
hazirlanan petriler 28 °C’de 30-60 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Bazi izolasyon

petri goriintiileri Sekil 4.1°de gosterildi. Saflastirilan 50 test izolat1, % 30’luk gliserol

icerisine aktarilarak -80 °C’de stokland1 (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1. % 15 NaCl ilaveli marin agar ve % 15 NaCl ilaveli soy bean meal agar izolasyon
petri goriintiileri.
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Cizelge 4.1. Test izolatlarinin numaralari, izolasyon ortamlari ve izole edildikleri besiyerleri

No | Izolat No | Toprak ve sediment érnekleri Secici Besiyerleri

1 B17 Tuz golii kenart Medium B- % 20 NaCl

2 B18 Serefli Kochisar’dan 30km oOnce bitkilerin | Medium B- % 20 NaCl
arasindaki toprak alan

3 BN506 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Modifiye Bennett’s Agar- % 15 NaCl

4 BN517 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Modifiye Bennett’s Agar- % 15 NaCl

5 BNTS50 Cihanbeyli Yavsan tuzlasi Modifiye Bennett’s Agar- % 10 NaCl

6 BNT52" Cihanbeyli Yavsan tuzlasi Modifiye Bennett’s Agar- % 5 NaCl

7 BNTS5310 | Cihanbeyli Yavsan tuzlasi Modifiye Bennett’s Agar- % 5 NaCl

8 BNT558" | Tuz golii kenari- 50 m igerisi Modifiye Bennett’s Agar- % 5 NaCl

9 C22 Serefli Koghisar’dan 30km 6nce bitkilerin Medium C- % 17,5 NaCl
arasindaki toprak alan

10 | C23 Serefli Koghisar’dan 30km 6nce bitkilerin Medium C- % 17,5 NaCl
arasindaki toprak alan

11 | C243 Cihanbeyli Yavsan tuzlasi Medium C- % 17,5 NaCl

12 | D31 Serefli Koghisar’dan 30km o6nce bitkilerin Medium D- % 20,6 NaCl
arasindaki toprak alan

13 | D32 Tuz g6liinden 100m uzaklik (Gol tarla arast) Medium D- % 20,6 NaCl

14 | D37 Cihanbeyli Yavsan tuzlasi Medium D- % 20,6 NaCl

15 | E45 Cihanbeyli Yavsan tuzlasi Medium E- % 12,5 NaCl

16 | G5109 Camalt1 tuzlasi-1.Havuz sediment GW3-% 15 NaCl

17 | HV122 Tuz Golii Sedimenti-Tuz Golii kiyisi tuz Humik Asit-Vitamin Agar -% 15 NaCl
tabakasinin alti

18 | HV125 Tuz Golii Sedimenti-Tuz Golii kiyisi tuz Humik Asit-Vitamin Agar -% 15 NaCl
tabakasinin alti

19 | MC2101 Tuz golii ayrik tuz yilizeyde Medium C- % 17,5 NaCl

20 | MC2111 Tuz golii ayrik tuz ylizeyde Medium C- % 17,5 NaCl

21 | MC2113 Tuz golii ayrik tuz ylizeyde Medium C- % 17,5 NaCl

22 | MC2114 | Tuz golii ayrik tuz yiizeyde Medium C- % 17,5 NaCl

23 | MC4110 Tuz go6lii su alam yiizeyi tuzlu bitkisiz simira 5Sm | Medium C- % 17,5 NaCl

24 | MT106 Tuz Golii Siniri-Bitkili Alan Marin Agar-% 15 NaCl

25 | MTCO1 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Marin Agar-% 15 NaCl

26 | MTCO02 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Marin Agar-% 15 NaCl

27 | MTCO03 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Marin Agar-% 15 NaCl

28 | MTCO08 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Marin Agar-% 15 NaCl

29 | MTC09 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Marin Agar-% 15 NaCl

30 | MTCl16 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Marin Agar-% 15 NaCl

31 | SBCO06 Tuz Golii Siniri-Bitkili Alan Soy-Bean Meal Agar-% 15 NaCl

32 | SBCO7 Tuz Golii Siniri-Bitkili Alan Soy-Bean Meal Agar-% 15 NaCl

33 | SBC10 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Soy-Bean Meal Agar-% 15 NaCl

34 | SBCI18 Tuz Goli Sinirt-Bitkili Alan Soy-Bean Meal Agar-% 15 NaCl

35 | SC1 Sirvan Topragi Medium C- % 17,5 NaCl

36 | SCi124 Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira 5Sm | Nisasta-Kazein Agar-% 15 NaCl

37 | SM3126A | Tuz Golii Sedimenti-Tuz Golii kiyisi tuz SM3 Medium-Gauze’s Agar-%15 NaCl
tabakasinin alti

38 | SM3126B | Tuz Golii Sedimenti-Tuz Golii kiyisi tuz SM3 Medium-Gauze’s Agar-%15 NaCl
tabakasinin alti

39 | SM3501" | Camalt: tuzlasi-1.Havuz Sediment SM3 Medium-Gauze’s Agar-%15 NaCl

40 | SM3513 Camalt1 tuzlasi-1.Havuz Sediment SM3 Medium-Gauze’s Agar-%15 NaCl

41 | TS203A Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira 5Sm | Nisasta-Kazein Agar-% 15 NaCl

42 | TS203B Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira Sm | Nisasta-Kazein Agar-% 15 NaCl

43 | TS205 Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira Sm | Nisasta-Kazein Agar-% 15 NaCl

44 | TS206 Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira Sm | Nisasta-Kazein Agar-% 15 NaCl

45 | TS209 Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira Sm | Nisasta-Kazein Agar-% 15 NaCl

46 | TS212 Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira 5Sm | Nisasta-Kazein Agar-% 15 NaCl

47 | TS215 Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira 5Sm | Nisasta-Kazein Agar-% 15 NaCl

48 | TVe603 Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira Sm | Humik Asit-Vitamin Agar -%15 NaCl

49 | TVe604 Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira Sm | Humik Asit-Vitamin Agar -%15 NaCl

50 | TV607 Tuz Golii su alani yiizeyi tuzlu bitkisiz sinira Sm | Humik Asit-Vitamin Agar -%15 NaCl
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4.1.2 16S rRNA geni PZR amplifikasyonu

Genomik DNA’s1 izole edilen 50 izolatin 16S rRNA gen bdlgesi 27f ve 1525t
evrensel primerleri ile Gradient PZR’de ¢ogaltildi. PZR sonrasi ¢ogaltilan ortalama
1500 baz ¢ifti bliyiikliiglindeki DNA bolgesi agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi

ve Mini Lumi goriintiileme cihazinda fotograflandi (Sekil 4.2).

Marker
HV122
HV12S
MC2101
MC2113
MC2114
SM3s01

3000be

2000bg P egeee—— R R R
1500b¢ .

1000bg

Sekil 4.2. Baz test izolatlarinin 16S rRNA gen bélgesine ait amplifikasyon tiriinlerinin %
1,5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii. Marker; Sigma, 50 b¢ DNA Ladder.

4.1.3 16S rRNA geni dizi analizi ve filogenisi

16S rRNA gen bolgesi PZR amplifikasyonlar1 gergeklestirilen drnekler QIAquick
PZR Piirifikasyon Kiti ile saflastirildiktan sonra, 27f, 800r, MG3f, MG4f, MG5f ve
MG6f primerleri ile dizi analizi yapildi. Elde edilen dizi verileri, Eztaxon Server
kullanilarak, uluslararasi veritabanlarindaki en yakin akraba tiirlerin dizi verileri ile
karsilastirildt ve % benzerlikleri belirlendi (Cizelge 4.2). 16S rRNA dizi analizi
sonuclarmna gore izolatlarin cinslere gore dagilimimi gosteren grafik Sekil 4.3’te
verildi. 16S rRNA dizi verilerine gore test izolatlarmin filogenetik pozisyonlarmin
belirlenmesi i¢in dendogramlar1 olusturuldu (Sekil 4.4-4.10). Dendogramlar
neighbour-joining algoritmasi1 ve evrimsel uzaklik matrisi olarak Jukes ve Cantor
(1969) metodu izlenerek gerceklestirildi. Filogenetik analizler icin MEGA 5.2 paket
programi kullanildi (Tamura ve dig., 2011). Olusturulan filogenetik agaglarin
bootstrap analizleri (Felsenstein, 1985) 1000 tekrarli olarak yapilda.

Dizi analizi sonuglarma gore 50 izolattan sadece 38 tanesinin Actinobacteria

sinifina 12 izolatinda Bacilli smifina ait oldugu tespit edildi (Cizelge 4.2-4.3).
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Calismanin kalan kismi 38 izolat iizerinden devam etmistir. Dizi verilerinin
filogenetik analizleri sonucunda, Actinopolyspora cinsi liyesi 11, Amycolatopsis cinsi
iiyesi 1 1izolat, Nocardiopsis cinsi iiyesi 2, Prauserella cinsi iliyesi 1 izolat,
Saccharomonospora cinsi lyesi 19, Streptomonospora cinsi iiyesi 1 izolat
Streptomyces cinsi iiyesi 3 izolat elde edilmistir.

Kendi aralarinda % 100 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi benzerligi
gosteren B17, B18, C22, C243 ve D32 Actinopolyspora izolatlar1 en yakin
filogenetik akraba tiirii olan Actinopolyspora dayingensis TRM 4064" ile % 99,86
(1422/2 nt) 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligine sahip oldugu belirlenmistir.
Dendogramda ise birlikte kiimelenmislerdir. Actinopolyspora sp. C23, D37, E45 ve
SC1 izolatlar1 ile en yakin filogenetik akraba tiirii olan Actinopolyspora erythraea
YIM 90600" arasinda sirasiyla % 99,24 (1449/11 nt) , % 99,04 (1465/14 nt), % 99,93
(1465/1 nt), % 99,45 (1465/8 nt) 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi
bulunmaktadir. Actinopolyspora sp. G5109 izolatmin en yakin akraba tiirii olan
Actinopolyspora xinjiangensis TRM 40137 ile % 99,22 (1411/11 nt) 16S rRNA gen
bolgesi dizi benzerligi tespit edilmistir. Actinopolyspora cinsi iiyesi olan D31 izolati
en yakin akraba tiirii olan Actinopolyspora alba YIM 90480" ile % 98,72 (1485/19
nt) 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi gostermistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.4).

Amycolatopsis sp. BNT52" izolatmin en yakin akrabalari Amycolatopsis
nigrescens CSC17-Ta-90" ile % 96,65 (1405/47 nt), Amycolatopsis magusensis
KT2025" ile % 96,64 (1458/49 nt), Amycolatopsis sulpurea DSM 46092" ile %
96,61(1444/49 nt), Amycolatopsis dongchuanensis YIM 75904 ile % 96,49
(1455/51 nt), Amycolatopsis ultiminotia RP-AC36" ile % 96,43 (1401/50 nt),
Amycolatopsis sacchari K24" ile % 96,41 (1448/52 nt) 16S rRNA dizi benzerligi
bulunmaktadir (Sekil 4.5).

Kendi aralarinda % 95,79 (1473/62 nt) 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi
benzerligi gosteren Nocardiopsis cinsi liyest BNT50 ve BNT5310 izolatlarinin en
yakin akraba tiirleri olan Nocardiopsis halophila KCTC 9825 ve Nocardiopsis
dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 431117 ile aralarinda sirasiyla % 99,46 (1474/8
nt) ve % 99,80 (1478/3 nt) 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi bulunmaktadir
(Sekil 4.6).

Prauserella cinsi MC2114 izolatinin en yakm tip tiiri olan Prauserella
aidingensis YIM 90636 ile arasinda % 99,52’lik (1451/7 nt) bir 16S rRNA gen
bolgesi dizi benzerligine rastlanmistir (Sekil 4.7).
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Cizelge 4.2. 16S rRNA seckans sonuglarma gore Actinobacteria smifina ait 38 test

organizmasinin en yakin tip tiirleri ile olan filogenetik benzerligi

No |Sus Kodu (% NaCl

MBI EE R S

| |k |
WIN -

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

paurometabolica YIM 90007" tip tiirii ile arasinda % 99,39-99,86 16S rRNA gen

En Yakin Tip Tiirii

D31 % 20,6 NaCl |Actinopolyspora alba YIM 904807
B17 % 20 NaCl  |Actinopolyspora dayingensis TRM 4064"
B18 % 20 NaCl  |Actinopolyspora dayingensis TRM 40647
C22 % 17,5 NaCl |Actinopolyspora dayingensis TRM 40647
C243 % 17,5 NaCl |Actinopolyspora dayingensis TRM 4064"
D32 % 20,6 NaCl |Actinopolyspora dayingensis TRM 40647
C23 % 17,5 NaCl |Actinopolyspora erythraea YIM 90600"
D37 % 20,6 NaCl |Actinopolyspora erythraea YIM 90600"
E45 % 12,5 NaCl |Actinopolyspora erythraea YIM 90600"

. ISC1 % 17,5 NaCl |Actinopolyspora erythraea YIM 90600"

. |G5109 % 15 NaCl  |Actinopolyspora xinjiangensis TRM 40136"

. IBNT52" % 5NaCl  |Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90"

. IBNT50 % 10 NaCl |Nocardiopsis halophila KCTC 98257
BNT5310 % 5 NaCl f;f?#iopsjs dassonvillei subsp. dassonvillei DSM
MC2114 % 17,5 NaCl |Prauserella aidingensis YIM 90636"
HV122 % 15NaCl |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
HV125 % 15NaCl |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
MC2101 % 17,5 NaCl |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
MC2113 % 17,5 NaCl |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
MTCO1 % 15NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
MTC02 % 15NaCl |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
MTCO03 % 15NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
MTCO08 % 15NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
MTC09 % 15NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
MTC16 % 15NaCl |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
SBCO06  |% 15NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 900077
SBCO07  |% 15NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 900077
SBC10  |% 15NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 900077
SBC18  |% 15NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 900077
SC124 % 15 NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
SM3126A % 15 NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 900077
SM3126B |% 15 NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 900077
TS205 % 15 NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
TS212 % 15 NaCl  |Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007"
BN506 (% 15NaCl |Streptomonospora halophila YIM 91355"
BNT558" (% 5NaCl  |Streptomyces albiaxialis NRRL B-24327"
SM3501" % 15 NaCl  |Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 127487
SM3513 % 15 NaCl  |Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 127487

Saccharomonospora  cinsi  lyesi 19  izolatin

% Benzerlik-Niikleotit

Farkhihg
% 98,72- 19/1485 nt
% 99,86- 2/1422 nt
% 99,86- 2/1422 nt
% 99,86- 2/1422 nt
% 99,86- 2/1422 nt
% 99,86- 2/1422 nt
% 99,24- 11/1449 nt
% 99,04- 14/1465 nt
% 99,93- 1/1465 nt
% 99,45- 8/1465 nt
% 99,22-11/1411 nt

% 96,65- 47/1405 nt
% 99,46- 8/1474 nt

% 99,80- 3/1478 nt

% 99,52- 7/1451 nt

% 99,59- 6/1472 nt
% 99,45- 8/1442 nt
% 99,86- 2/1463 nt
% 99,66- 5/1479 nt
% 99,80- 3/1469 nt
% 99,59- 6/1476 nt
% 99,66- 5/1472 nt
% 99,80- 3/1468 nt
% 99,80- 3/1473 nt
% 99,73- 4/1469 nt
% 99,80- 3/1471 nt
% 99,39- 9/1481 nt
% 99,52- 7/1463 nt
% 99,52- 7/1472 nt
% 99,59- 6/1474 nt
% 99,86- 2/1461 nt
% 99,53- 7/1474 nt
% 99,66- 5/1470 nt
% 99,46- 8/1472 nt
% 98,14- 27/1451 nt
% 98,91- 16/1471 nt
% 98,43- 23/1464 nt
% 98,64- 20/1466 nt

Saccharomonospora

bolgesi dizi benzerligi 2-9 nt farklilik tespit edilmistir (Cizelge 4.5., Sekil 4.8).
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Streptomonospora sp. BN506 izolatinin en yakin akrabalar1 Streptomonospora
halophila YIM 91355" ile % 98,14 (1451/27 nt) ve Streptomonospora arabica S186"
ile % 97,89 (1376/29 nt) 16S rRNA dizi benzerligi bulunmaktadir (Sekil 4.9).

Streptomyces sp. BNT558" izolatmm en yakin akrabalar1 Streptomyces
albiaxialis NRRL B-24327" ile % 98,91 (1471/16 nt), Streptomyces daliensis YIM
31724" ile % 98,37 (1471/24 nt), Streptomyces sclerotialus DSM 43032 ile % 98,15
(1461/27 nt) 16S rRNA dizi benzerligi bulunmaktadir. Streptomyces sp. SM3501"
izolatinin en yakin akrabalari Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748 ile
% 98,43 (1464/23 nt), Streptomyces ginglanensis 172205" ile % 98,37 (1472/24 nt),
Streptomyces albus NRRL B-2365" % 97,76 (1472/33 nt) 16S rRNA dizi benzerligi
bulunmaktadir. Streptomyces sp. SM3513 izolati, en yakin akrabalar1 Streptomyces
cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748" ile % 98,64 (1466/20 nt), Streptomyces
ginglanensis 172205" ile % 98,03 (1470/29 nt) 16S rRNA dizi benzerligine sahiptir.
Streptomyces cinsine ait BNT558" izolatimn SM3501" ve SM3513 izolatlar1 ile
aralarinda % 96,94 (1471/45 nt), % 96,80 (1469/47 nt) 16S rRNA gen bdlgesi
niikleotit dizi benzerligine sahipken, SM3501" ve SM3513 Streptomyces izolatlar
aralarinda % 98,99 (1478/15 nt) 16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizi benzerligi
gostermektedir (Cizelge 4.6, Sekil 4.10).

Cizelge 4.3. 16S rRNA sekans sonuglarina gore Bacilli sinifina ait 12 test organizmasinin en
g
yakin tip tiirleri ile olan filogenetik benzerligi

% Benzerlik-

No [Sus Kodu (% NaCl En Yakin Tip Tiirii Niikleotit
Farklihg
1. BN517 % 15NaCl  |dlkalibacillus halophilus YIM 0127 % 99,86-2/1471 nt
2. MC2111 % 17,5 NaCl |Halobacillus alkaliphilus FP5T % 99,52- 7/1484 nt
3. |MC4110 |% 17,5 NaCl |Bacillus hwajinpoensis SW-72" % 99,19-12/1490 nt
4. MT106 |% 15NaCl  |Halobacillus alkaliphilus FP5" % 97,50-37/1481 nt
5. |TS203A (% 15NaCl  |Filobacillus milosensis DSM 132597 % 99,39- 9/1491 nt
6. |TS203B |% 15NaCl  |Filobacillus milosensis DSM 13259T % 99,44- 8/1490 nt
7. |TS206 % 15 NaCl  |Piscibacillus halophilus HS224" % 99,18- 12/1462 nt
8. [TS209 % 15NaCl  |Halobacillus alkaliphilus FPS" % 99,20- 11/1465 nt
9. |TS215 % 15 NaCl  |Filobacillus milosensis DSM 13259" % 99,93- 1/1468 nt
10. [TV603 % 15 NaCl  |Piscibacillus halophilus HS224T % 99,45- 8/1466 nt
11. [TV604 % 15 NaCl Piscibacillus halophilus HS224T % 99,17-12/1411 nt
12. TV607 % 15NaCl  |Halobacillus alkaliphilus FP5" % 99,90- 2/1469 nt
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© Actinopolyspora 19
B _Admycolatopsis

® Nocardiopsis

® Prauserella

» Saccharomonospora
= Streptomyces

= Streptomonospora

11
I

Aktinomisetler

Sekil 4.3. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore aktinomiset test izolatlarinin cinslere gére dagilim
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Actinopolyspora sp. E45 (KF996493)

71
Actinopolyspora erythraea YIM 90600" (GQ480939)
! Actinopolyspora sp. C23 (KF959825)

99
Actinopolyspora sp. D37 (KJ001786)

75

Actinopolyspora sp. SC1 (KJ001787)

_|:Actinopolyspora sp. G5109 (KC959221)
94 Actinopolyspora xinjiangensis TRM 40136" (GU479394)

Actinopolyspora mzabensis H55" (HQ918202)
Actinopolyspora alba YIM 90480" (GQ480940)
Actinopolyspora sp. D31 (KC959220)
Actinopolyspora righensis H23" (HQ918196)

75— Actinopolyspora lacussalsi TRM 40139" (1X485633)

75— Actinopolyspora halophila ATCC 27976 (X54287)

100 Actinopolyspora algeriensis H19" (HQ918195)
Actinopolyspora saharensis H32" (HQ918198)
90 Actinopolyspora mortivallis DSM 442617 (DQ883812)
Actinopolyspora dayingensis TRM 4064" (KC461229)
100

Actinopolyspora sp. B17 (KF996490)
99 (| Actinopolyspora sp. B18 (KF996491)
6 Actinopolyspora sp. C22 (KF803293)

Actinopolyspora sp. C243 (KF996492)

Actinopolyspora sp. D32 (KJ001785)

Saccharopolyspora rosea IMMIB L-1070" (AM992060)

—
0.01

Sekil 4.4. Sekansi yapilan Actinopolyspora izolatlarmin 16S rRNA dizilerine dayali
filogenetik iligkilerini gdsteren dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore
cizilmis agacta, % 50’nin {izerinde desteklenen dallanma noktalar1 igin
bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0,01°dir.
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Cizelge 4.4. Actinopolyspora cinsine ait izolatlar ve Actinopolyspora tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayis1

é o sE= = . 2 = = 2 l-.\g 2 L5 E =
= = 8 = % z 2 = @ z 5 5% Sz 3z ¥y §y §2 3y g T2 iz <3
-] /M S} S} S} a a a = &} 17} < = ~ >~ ~ >~ < = < = < = < = < <« < o < A < =
B17 0/1509  0/1510  62/1468 0/1508  67/1482 0/1505  63/1478 62/1473 73/1488 62/1477 65/1405 62/1459 72/1484 65/1361 74/1490 75/1396 40/1488 48/1500 50/1498 18/1510 2/1422
B18 100,00 - 0/1509  62/1468 0/1508  67/1482 0/1505  63/1478 62/1473 73/1488 G62/1477 65/1405 62/1459 72/1484 65/1361 74/1489 75/1396 40/1488 48/1499 50/1497 18/1509 2/1422
22 100,00 100,00 - 62/1468 0/1508  67/1482 0/1505  63/1478 62/1473 73/1488 62/1477 65/1405 62/1459 72/1484 65/1361 74/1492 75/1396 40/1488 48/1502 50/1500 18/1512 2/1422
23 95,78 9578 9578 - 62/1468 33/1474 62/1468 1/1474  0/1474  23/1474 2/1474  22/1410 11/1449 34/1471 31/1365 31/1473 40/1400 57/1472 57/1472 59/1470 62/1471  62/1400
243 100,00 100,00 100,00 9578 - 67/1482  0/1505  63/1478 62/1473 72/1487 62/1477 65/1405 62/1459 71/1483 65/1361 73/1488 75/1396 40/1488 47/1498 49/1496 17/1508 2/1422
D31 9548 9548 9548 97,76 9548 - 67/1482  32/1484 33/1479 36/1488 31/1483 23/1410 33/1465 19/1485 23/1365 38/1488 22/1400 57/1479 57/1486 58/1484 66/1485 65/1400
D32 100,00 100,00 100,00 9578 100,00 9548 - 63/1478  62/1473 T1/1484 62/1477 65/1405 62/1459 68/1480 65/1361 70/1485 75/1396 40/1488 44/1495 46/1493 14/1505 2/1422
D37 95,74 9574 9574 9993 9574 97,84 9574 - 111479 22/1484 1/1483  21/1410 14/1465 33/1481 30/1365 30/1483 39/1400 58/1479 58/1482 58/1480 63/1481 63/1400
E45 9579 9579 9579 10000 9579 97,77 9579 99,93 - 23/1479 2/1479  22/1410 1/1465 34/1476 31/1365 31/1478 40/1400 S57/1477 57/1477 59/1475 62/1476  62/1400
G5109 95,00 9509 9509 9844 9516 97,58 9522 9852 9844 23/1483  11/1411 23/1465 40/1490 39/1366 48/1493 43/1401 64/1480 72/1491 74/1489 74/1491 67/1401
sc1 9580 9580 958 99,86 9580 97,91 9580 99,93 99,86 9845 - 22/1410 8/1465  33/1480 29/1365 29/1482 38/1400 57/1479 57/1481 S7/1479 62/1480 62/1400
/T‘ﬁzji”(;’f‘;?f"s 9537 9537 9537 9844 9537 9837 9537 9851 9844 9922 9844 - 22/1410 34/1407 30/1366 40/1410 34/1398 63/1400 66/1408 68/1406 G67/1408 67/1400
é’lgﬁﬁg’:};’% 9575 9575 9575 9924 9575 9775 9575 99,04 99,93 9843 9945 9844 - 34/1462  31/1365 31/1464 40/1400 57/1463 57/1463 59/1461 62/1462  62/1400
é’{'ﬁ’@mm 95,15 9515 9515 9769 9521 9872 9541 97,77 97,70 9732 97,77 9758 97,67 - 35/1362  39/1489 34/1397 57/1476 55/1488 58/1486 66/1487 65/1397
A.righensis H23" 9522 9522 9522 97,73 9522 9832 9522 97,80 97,73 97,14 9788 9780 97,73 9743 - 24/1365 10/1358 55/1364 56/1364 59/1361 64/1363  63/1359
A.mzabensis H55" 9503 9503 9504 97,90 9509 9745 9529 97,98 9790 9678 98,04 97,16 97,88 9738 9824 - 26/1401  61/1481 59/1495 61/1493  69/1495 69/1402
fé'l”;;‘ﬁs”’s" TRM 9463 9463 9463 97,04 9463 9843 9463 9721 97,14 9693 9729 97,57 97,14 97,57 9926 98,14 - 59/1400 60/1399  62/1397 74/1399  74/1393
A.saharensis 1327 9731 9731 9731 96,13 9731 9615 9731 96,08 96,14 9568 96,15 9553 9610 9614 9597 9588 9579 - 15/1492  18/1491 41/1491 40/1413
;‘%"9’;2”1"”””“@ 96,80 96,80 9680 96,13 9686 96,16 97,06 96,09 96,14 9517 9615 9531 96,10 9630 958 9605 9571 98,99 - 16/1506  42/1509 41/1412
A.algeriensis H19T 9666 96,66 96,67 9599 9672 9609 9692 96,08 9600 9503 96,15 9516 9596 9610 9566 9591 9556 98,79 98,94 - 44/1504  43/1410
f""z”é’lr?'”””"s DSM 9581 0881 9881 9579 9887 9556 99,07 9575 9580 9504 9581 9524 9576 9556 9530 9538 9471 9725 9722 9707 - 11/1422
A. dayingensis TRM g9 o6 9985 9986 9557 9986 9536 99,86 9550 9557 9522 9557 9521 9557 9535 9536 9508 9469 9717 97,10 9695 9923 -
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Amycolatopsis japonica DSM 44213" (AJ508236)
Amycolatopsis regifaucium GY080" (AY129760)
Amycolatopsis decaplanina DSM 44594 (AJ508237)
-Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409T (AJ278496)
62— Amycolatopsis keratiniphila subsp. nogabecina DSM 44586" (AJ508238)
Amycolatopsis lurida DSM 43134T (AJ577997)
—— Amycolatopsis azurea IMSNU 20053" (AJ400709)
———————————— Amycolatopsis alba DSM 44262 (AF051340)
Amycolatopsis rubida 13.4" (AF222022)
[ Amycolatopsis sulphurea DSM 460927 (AF051343)
’7 86 Amycolatopsis ultiminotia RP-AC36" (FM177516)

T Amycolatopsis australiensis GY048" (AY129753)

76 Amycolatopsis saalfeldensis HKI0457" (DQ792500)

86

92

4|:Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90" (DQ486888)
96

Amycolatopsis minnesotensis 32U-2" (DQ076482)

Amycolatopsis magusensis KT2025" (HQ157190)
100 T Amycolatopsis dongchuanensis YIM 75904" (IN656710)

T

Amycolatopsis sacchari K24 (AF223354)

O 0 N N »n B~ W N

— = s e e e e e
O 0 9 O W A W N = O

20

Amycolatopsis sp. BNT52" (JN989302)
Amycolatopsis halophila YIM 93223" (FJ606836)

95 [ Amycolatopsis palatopharyngis 1BDZ" (AF479268)
1001 uvcolatopsis marina MS392AT (EU329845)

0.005

Isim Gen Bank % benzerlik Nt. fark
Amycolatopsis nigrescens CSC1 7-Ta-90" DQ486888 96,65 47/1405
Amycolatopsis magusensis KT2025" HQ157190 96,64 49/1458
Amycolatopsis sulphurea DSM 460927 AF051343 96,61 49/1444
Amycolatopsis dongchuanensis YIM 75904" IN656710 96,49 51/1455
Amycolatopsis ultiminotia RP-AC36" FM177516 96,43 50/1401

Amycolatopsis sacchari K24" AF223354 96,41 52/1448
Amycolatopsis azurea IMSNU 20053" AJ400709 96,15 56/1454
Amycolatopsis palatopharyngis 1BDZ" AF479268 96,13 55/1422
Amycolatopsis lurida DSM 43134" AJ577997 96,12 54/1391

Amycolatopsis marina MS392A" EU329845 96,10 57/1463
Amycolatopsis decaplanina DSM 445947 AJ508237 96,09 57/1457
Amycolatopsis minnesotensis 32U-2" DQO076482 96,04 58/1463
Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409" AJ278496 96,00 56/1400
Amycolatopsis keratiniphila subsp. nogabecina DSM 44586" AJ508238 95,89 60/1460
Amycolatopsis japonica DSM 442137 AJ508236 95,82 61/1458
Amycolatopsis alba DSM 442627 AF051340 95,77 61/1442
Amycolatopsis saalfeldensis HKI0457" DQ792500 95,75 61/1434
Amycolatopsis rubida 13.4" AF222022 95,71 60/1399
Amycolatopsis australiensis GY048" AY 129753 95,67 62/1433

Amycolatopsis halophila YIM 932237 FJ606836 95,63 64/1465

Sekil 4.5. Sekans1 yapilan Amycolatopsis cihanbeyliensis BNT52" izolatinin 16S rRNA

dizilerine dayali filogenetik iligkilerini gosteren dendogram. Neighbour joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin lizerinde desteklenen dallanma
noktalari i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0,005’tir.
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96 Nocardiopsis sp. BNT5310 (KF803285)
Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 431117 (NR074635)
Nocardiopsis dassonvillei subsp. albirubida DSM 40465" (X97882)
Nocardiopsis synnemataformans IMMIB D-1215" (Y13593)
Nocardiopsis halotolerans DSM 444107 (AJ290448)
Nocardiopsis sinuspersici HM6" (EU410476)
Nocardiopsis alba DSM 43377" (X97883)
Nocardiopsis aegyptia DSM 444427 (AJ539401)
Nocardiopsis lucentensis DSM 44048 (X97888)
Nocardiopsis flavescens SA6" (GU997639)
Nocardiopsis nikkonensis YU1183-22" (AB491226)
87 Nocardiopsis salina YIM 900107 (AY373031)
| Nocardiopsis fildesensis GW9-2" (FI853144)
67 Nocardiopsis composta KS9T (AF360734)

Nocardiopsis potens IMMIB L-217 (FM253114)
——— Nocardiopsis coralliicola SCSIO 104277 (IN006759)
— s1 Nocardiopsis chromatogenes YIM 90109" (AY619715)

87 ﬂNocardiopsis sp. BNT50 (KF803284)
9

100

5| | Nocardiopsis halophila KCTC 9825 (AF195411)
98- Nocardiopsis baichengensis YIM 90130" (AY619716)
98— Nocardiopsis trehalosi VKM Ac-942" (AF105972)
99 Nocardiopsis rosea YIM 90094T (AY619713)
96 Nocardiopsis rhodophaea YIM 90096 (AY619714)
—— Nocardiopsis gilva YIM 90087" (AY619712)
Streptomonospora nanhaiensis 12A09" (KC768774)
Streptomonospora sediminis YIM M 113357 (KC768773)
lOOI‘Streptomonospora halophila YIM 91355" (EF423989)
Streptomonospora arabica S186" (EF095149)
Streptomonospora salina YIM90002™ (AF178988)
100 Streptomonospora amylolytica YIM 913537 (EU442551)
Thermobifida cellulosilytica TB100" (AJ298058)
Actinomadura madurae DSM 430677 (X97889)

0.01
’ BNTS50 izolatt
No isim Gen Bank % benzerlik Nt. farki
1 Nocardiopsis halophila KCTC 98257 AF195411 99,46 8/1474
2 Nocardiopsis baichengensis YIM 90130" AY619716 99,39 9/1479
3 Nocardiopsis chromatogenes YIM 90109" AY619715 98,25 25/1430
BNTS50 ve BNT5310 izolatlar1 arasindaki % benzerlik
BNT5310
BNT50 % 95,79 (1473/62 nt)

BNT5310 izolatt
No lsim Gen Bank % benzerlik Nt. farki
1 Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 431117 NRO074635 99,80 3/1478
2 Nocardiopsis dassonvillei subsp. albirubida DSM 40465" X97882 99,45 8/1461
20 Nocardiopsis synnemataformans IMMIB D-1215" Y 13593 99,32 10/1478

Sekil 4.6. Sekansi yapilan Nocardiopsis izolatlarmin 16S rRNA dizilerine dayal1 filogenetik
iligkilerini gosteren dendogram. Neighbour joining algoritmasina gore ¢izilmis
agagta, % 50’nin tlizerinde desteklenen dallanma noktalar1 igin bootstrap
degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0,01 dir.

71



74 | Prauserella flava YIM 90630" (FJ444993)
99 || Prauserella salsuginis YIM 90625" (FJ444992)

9 Prauserella sediminis YIM 90694 (FJ444995)
100 Prauserella alba YIM90005" (AF435077)
Prauserella halophila YIM 90001 (AF466190)
% 60 Prauserella sp. MC2114 (KF803289)
98 | Prauserella aidingensis YIM 90636" (FJ444994)
Prauserella rugosa DSM 431947 (AF051342)
76 ———————— Prauserella marina MS498" (FJ444996)
Prauserella muralis 05-Be-005" (FM956091)
53 Saccharomonospora oceani YIM M11168" (KC768771)
100 — Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007" (AF540959)
7 Saccharomonospora halophila DSM 444117 (AJ278497)
73 Saccharomonospora saliphila YIM 905027 (DQ367416)
70 ————— Saccharomonospora cyanea NA-134T (CM001440)
98 —Saccharomonospora azurea SB-58" (238024)
Pseudonocardia compacta IMSNU 201117 (AJ252825)
I-T
MC2114 izolat1
No Isim Gen Bank % benzerlik  Nt. farki
1 Prauserella aidingensis YIM 90636" FJ444994 99,52 7/1451
2 Prauserella halophila YIM 900017 AF466190 98,57 21/1464

Sekil 4.7. Sekansi yapilan Prauserella sp. MC2114 izolatin 16S rRNA dizilerine dayali
filogenetik iligkilerini gdsteren dendogram. Neighbour joining algoritmasina
gore cizilmis agacta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma noktalar1 i¢in
bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0,01 dir.
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Saccharomonospora sp. MC2101 (KC959222)
Saccharomonospora sp. MTC09 (KF803300)

Saccharomonospora sp. MTC03 (KF803298)
Saccharomonospora sp. MC2113 (KF803288)
Saccharomonospora sp. SC124 (KF803290)
Saccharomonospora sp. SBC07 (KF803303)
Saccharomonospora sp. HV122 (KF803286)
Saccharomonospora sp. HV125 (KF803287)
Saccharomonospora sp. SBC10 (KF803304)
Saccharomonospora sp. SM3126A (KF803291)
—Saccharomonospora sp. SM3126B (KF803292)
Saccharomonospora sp. MTCO01 (KF803296)
Saccharomonospora sp. SBC06 (KF803302)
60 | Saccharomonospora sp. SBC18 (KF803305)
Saccharomonospora sp. TS212 (KF803295)
Saccharomonospora sp. MTC02 (KF803297)
Saccharomonospora sp. MTC08 (KF803299)
Saccharomonospora sp. MTC16 (KF803301)
- Saccharomonospora sp. TS205 (KF803294)
- Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007" (AF540959)
Saccharomonospora halophila DSM 444117 (AJ278497)
10 | Micropolyspora internatus JCM 3315T (AB588632)
! Saccharomonospora viridis DSM 430177 (CP001683)
Saccharomonospora glauca K62 (Z38003)
Saccharomonospora azurea SB-58" (238024)
Saccharomonospora cyanea NA-134T (CM001440)
Saccharomonospora xinjiangensis XJ-54" (JH636049)
Saccharomonospora saliphila YIM 90502" (DQ367416)
] — Saccharomonospora oceani YIM M11168" (KC768771)
88 [ Saccharomonospora amisosensis DS3030" (IN989292)
100 L— Saccharomonospora marina XMU15T (CM001439)
ﬂ|7 Prauserella muralis 05-Be-005T (FM956091)
Prauserella marina MS498" (FJ444996)
72 —— Prauserella rugosa DSM 43194 (AF051342)
100 I: Prauserella aidingensis YIM 90636" (F1444994)
100 Prauserella alba YIM90005 (AF435077)
Pseudonocardia autotrophica IMSNU 20050" (AJ252824)
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Sekil 4.8. Sckansi1 yapilan Saccharomonospora izolatlarmin 16S rRNA dizilerine dayali
filogenetik iligkilerini gdsteren dendogram. Neighbour joining algoritmasina
gore cizilmis agacta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma noktalari i¢in
bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0,01 dir.
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Cizelge 4.5. Saccharomonospora cinsine ait izolatlar ve en yakin Saccharomonospora tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve

niikleotit sayisi

: . -
< =) S 5 =3
= = & & & & §§ &z &z & & & & § § & § § § 5338 3%
HV122 -—- 1/1437 4/1471 3/1472 4/1457  2/1472 4/1472 0/1461 5/1472 3/1470 10/1472 0/1463 5/1470 2/1469 4/1472  9/1472  1/1468 5/1472 2/1469 6/1472 10/1472
HV125 99,93  --- 4/1436 3/1442 9/1442  1/1437 6/1439 0/1426 6/1439 3/1435 11/1437 0/1428 6/1440 2/1434 5/1441 10/1437 1/1433 5/1438 2/1434 8/1442 12/1442
SBC06 99,73 99,72 --- 5/1471 4/1456  4/1471 4/1471 1/1461 6/1471 4/1470 7/1471 1/1463 5/1469  2/1469 4/1471 11/1471 1/1468 4/1471 2/1469 3/1471 7/1471
SBC07 99,80 99,79 99,66 --- 11/1463 3/1472 7/1474 0/1461 5/1474 3/1470 11/1472 0/1463 11/1479 2/1469 3/1476 8/1472 1/1468 3/1473 1/1469 9/1481 13/1481
SBC10 99,73 99,38 99,73 99,25 - 6/1457 6/1459 0/1446 9/1459 4/1455 8/1457 0/1448 11/1461 3/1454 11/1461 7/1457 2/1453 8/1458 3/1454 7/1463 17/1463
SBC18 99,86 99,93 99,73 99,80 99,59 -—- 5/1472 0/1461 4/1472 4/1470 11/1472 0/1463 3/1470  2/1469 3/1472 11/1472 1/1468 4/1472 2/1469 7/1472 11/1472
SC124 99,73 99,58 99,73 99,53 99,59 99,66  --- 2/1461 8/1474 5/1470 8/1472 2/1463 9/1472  3/1469 7/1474  12/1472 2/1468 7/1473 3/1469 6/1474 13/1474
SM3126A 100,00 100,00 99,93 100,00 100,00 100,00 99,86  --- 2/1461 1/1461 2/1461 0/1461 0/1459 0/1461 0/1461 0/1461 0/1461 0/1461 0/1461 2/1461 6/1461
SM3126B 99,66 99,58 99,59 99,66 99,38 99,73 99,46 99,86 --- 6/1470 13/1472 2/1463 8/1472  4/1469 7/1474  12/1472 3/1468 7/1473 4/1469 7/1474 15/1474
TS205 99,80 99,79 99,73 99,80 99,73 99,73 99,66 99,93 99,59 - 8/1470  1/1463 3/1468  1/1469 4/1470 9/1470 1/1468 4/1470 2/1469 5/1470 9/1470
TS212 99,32 99,23 99,52 99,25 9945 99,25 99,46 99,86 99,12 99,46 - 2/1463 9/1470  6/1469 10/1472 9/1472  6/1468 9/1472 7/1469 8/1472 12/1472
MC2101 100,00 100,00 99,93 100,00 100,00 100,00 99,86 100,00 99,86 99,93 99,86 - 0/1461  0/1463 0/1463  2/1463 0/1463 0/1463 0/1463 2/1463 6/1463
MC2113 99,66 99,58 99,66 99,26 99,25 99,80 99,39 100,00 99,46 99,80 99,39 100,00 --- 1/1467 5/1474 10/1470 1/1466 3/1471 2/1467 5/1479 14/1479
MTCO01 99,86 99,86 99,86 99,86 99,79 99,86 99,80 100,00 99,73 99,93 99,59 100,00 99,93 - 2/1469  8/1469  0/1468 2/1469 1/1469 3/1469 7/1469
MTC02 99,73 99,65 99,73 99,80 99,25 99,80 99,53 100,00 99,53 99,73 99,32 100,00 99,66 99,86  --- 10/1472 1/1468 1/1473 1/1469 6/1476 10/1476
MTC03 99,39 99,30 99,25 99,46 99,52 99,25 99,18 100,00 99,18 99,39 99,39 99,86 99,32 99,46 99,32 - 7/1468 9/1472 7/1469 5/1472 16/1472
MTCO08 99,93 9993 9993 99,93 99,86 99,93 99,86 100,00 99,80 99,93 99,59 100,00 99,93 100,00 99,93 99,52 - 1/1468 0/1468 3/1468 7/1468
MTC09 99,66 99,65 99,73 99,80 99,45 99,73 99,52 100,00 99,52 99,73 99,39 100,00 99,80 99,86 99,93 99,39 99,93 - 1/1469 3/1473 10/1473
MTC16 99,86 99,86 99,86 99,93 99,79 99,86 99,80 100,00 99,73 99,86 99,52 100,00 99,86 99,93 99,93 99,52 100,00 99,93 - 4/1469 8/1469
S.paurometabolica
YIM 90007" 99,59 9945 99,80 99,39 99,52 99,52 99,59 99,86 99,53 99,66 99,46 99,86 99,66 99,80 99,59 99,66 99,80 99,80 99,73 - 6/1481
%gﬁofﬂllaf 99,32 99,17 99,52 99,12 98,84 99,25 99,12 99,59 98,98 99,39 99,18 99,59 99,05 99,52 99,32 98,91 99,52 9932 9946 99,59 ---
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Nocardiopsis lucentensis DSM 44048" (X97888)
Nocardiopsis aegyptia DSM 444427 (AJ539401)
Nocardiopsis alba DSM 43377" (X97883)
Nocardiopsis dassonvillei subsp. albirubida DSM 40465" (X97882)
Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 431117 (NR074635)
Nocardiopsis halotolerans DSM 444107 (AJ290448)
Nocardiopsis sinuspersici HM6" (EU410476)
Nocardiopsis nikkonensis YU1183-22" (AB491226)
Nocardiopsis fildesensis GW9-2" (FI853144)
Nocardiopsis composta KS9T (AF360734)
Nocardiopsis potens DSM 45234T (FM253114)
Nocardiopsis coralliicola SCSIO 104277 (JN006759)
Nocardiopsis chromatogenes YIM 90109" (AY619715)
Nocardiopsis halophila KCTC 9825 (AF195411)
95- Nocardiopsis baichengensis YIM 90130" (AY619716)
99 Nocardiopsis rosea YIM 90094T (AY619713)

94 Nocardiopsis rhodophaea YIM 90096 (AY619714)
Nocardiopsis gilva YIM 90087" (AY619712)

Streptomonospora nanhaiensis 12A09" (KC768774)
Streptomonospora sediminis YIM M 113357 (KC768773)

1007 Streptomonospora halophila YIM 91355" (EF423989)

51 Streptomonospora arabica S186" (EF095149)
Streptomonospora sp. BN506 (KC959224)
Streptomonospora salina YIM90002" (AF178988)
100 Streptomonospora amylolytica YIM 91353 (EU442551)

93'?( Streptomonospora alba YIM90003" (AF462347)

95- Streptomonospora flavalba YIM 91394 (EU442553)

Nocardiopsis trehalosi VKM Ac-942" (AF105972)

———— Thermobifida halotolerans YIM 90462" (EU250489)
97 _|:Thermobiﬁda cellulosilytica TB100" (AJ298058)

60 Thermobifida fusca ATCC 277307 (AF002264)
Actinomadura madurae DSM 430677 (X97889)
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BN506 izolati
No  lsim Gen Bank % benzerlik Nt. fark
1 Streptomonospora halophila YIM 913557 EF423989 98,14 27/1451
2 Streptomonospora arabica S186" EF095149 97,89 29/1376
3 Streptomonospora nanhaiensis 12A09" KC768774 97,25 41/1490
4 Streptomonospora sediminis YIM M11335" KC768773 97,04 44/1489
5 Nocardiopsis composta KS9" AF360734 96,90 45/1452
6 Nocardiopsis trehalosi VKM Ac-942" AF105972 96,88 46/1474
7 Nocardiopsis halophila KCTC 9825" AF195411 96,87 46/1470
8 Streptomonospora alba YIM 90003" AF462347 96,87 46/1470
9 Streptomonospora flavalba YIM 91394" EU442553 96,78 48/1490
10 Streptomonospora salina YIM 90002" AF178988 96,71 49/1490
11 Nocardiopsis baichengensis YIM 90130" AY619716 96,64 50/1490
12 Streptomonospora amylolytica YIM 913537 EU442551 96,64 50/1489

Sekil 4.9. Sekansi yapilan Streptomonospora sp. BN506 izolatinin 16S rRNA dizilerine
dayali filogenetik iligkilerini gosteren dendogram. Neighbour joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin lizerinde desteklenen dallanma
noktalari i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0,01’dir.
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Streptomyces nigrescens NBRC 12894T (AB184225)
Streptomyces tubercidicus DSM 402617 (AJ621612)

U1 Streptomyces libani subsp. libani NBRC 134527 (AB184414)
Streptomyces angustmycinicus NBRC 39347 (AB184817)

Streptomyces caniferus NBRC 15389 (AB184640)
kolStreptomyces hygroscopicus subsp. glebosus NBRC 137867 (AB184479)
73Streptomyces libani subsp. rufus LMG 20087" (AJ781351)
L—Streptomyces catenulae ISP 5258 (AY999778)

Streptomyces ramulosus NRRL B-2714T (DQ026662)
————Streptomyces daliensis YIM 31724" (AY785161)
72'_—Streptomyces sclerotialus DSM 430327 (AJ621608)

Streptomyces rimosus subsp. rimosus JCM 4667" (AB045883)
AL{Streptomyces monomycini NBRC 100769" (AB249936)

o7L|Streptomyces olivaceiscleroticus DSM 40595" (AJ621606)
o1!Streptomyces niger NBRC 133627 (AB184352)
Streptomyces javensis NBRC 100777" (AB249940)
Streptomyces violaceusniger NBRC 134597 1(AB184420)
Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779 (AB249942)
o7| |Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NRRL 2387" (AB231803)
Streptomyces sporocinereus NBRC 1007667 (AB249933)
9| Streptomyces endus NRRL 2339" (AY999911)
Streptomyces demainii NRRL B-1478" (DQ334782)
Candidatus Streptomyces philanthi triangulum” (DQ375802)
Streptomyces varsoviensis NRRL B-3589" (DQ026653)
Streptomyces coerulescens NBRC 12758 (AB184122)
Streptomyces morookaense LMG 20074 (AJ781349)
Streptomyces abikoensis NBRC 13860" (AB184537)
68 Streptomyces iconiensis BNT558" (K(C959223)
Streptomyces albiaxialis NRRL B-24327" (AY999901)
Streptomyces ferralitis SFOp68T (AY262826)
Streptomyces marinus DSM 419707 (AB473556)
Streptomyces panacagri Gsoil 5197 (AB245388)
Streptomyces ginglanensis 1722057 (HQ660227)
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 127487 (AB184115)
Streptomyces albus NRRL B-2365" (DQ026669)
Streptomyces smyrnaeus SM3501" (KF006349)
9 Streptomyces sp. SM3513 (KJ579706)
Streptomyces wuyuanensis FX61TT (X010725)
Actinomadura glomerata IMSNU 22179" (AJ293704)
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Sekil 4.10.Sckans1 yapilan Streptomyces izolatlarmin 16S rRNA dizilerine dayali
filogenetik iligkilerini gdsteren dendogram. Neighbour joining algoritmasina
gore cizilmis agacta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma noktalari i¢in
bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0,01°dir.

76



Cizelge 4.6. Streptomyces cinsine ait izolatlar ve en yakin Streptomyces tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl benzerlik degerleri ve niikleotit

Sayis1
e = ) S =
£ 4 2 = - E g -
g 2 4 E a 2= z N &) ~ S S o
23 2 g < - g ERz < 35 & 5 188 @
s & 3 S - 3 29 H B o S SS& -
'-—1 I oo 2 % 5= ~ St Z $ R 8. K % z Sr— 232 BS
z o 2 S 3 E¥4 g §9 S5 S % B $5 57 £ £330 3
S g c §§ §§ f¢ I3 §§ 3B §§ SR §z ¥ E 2EIE &
2 2 & < 8 S SR S - G2 g £ G s & a9 G G3% b
sm3501" - 15/1478 45/1471 23/1464 24/1472 33/1472 50/1472 49/1470 49/1461 43/1470 45/1466 53/1465 53/1464 46/1465 42/1464 44/1452
SM3513 98,99 --- 47/1469 20/1466 29/1470 41/1469 50/1469 51/1467 53/1460 46/1467 48/1465 57/1464 57/1463 54/1464 49/1463 48/1451
BNT558" 96,94 96,80 - 35/1463 35/1469 43/1471 16/1471 24/1471 27/1461 28/1471 29/1466 29/1465 29/1464 32/1465 33/1464 31/1454
S.cacaoi subsp. cacaoi
NBRC 12748¥ 98,43 98,64 97,61 - 28/1461 37/1463 33/1463 39/1461 41/1460 33/1461 35/1463 45/1463 45/1463 43/1463 37/1463 35/1451
S.qinglanensis 172205" 98,37 98,03 97,62 98,08 - 27/1484 34/1484 34/1482 35/1461 28/1482 31/1466 39/1465 39/1464 44/1465 40/1464 31/1452
S.albus NRRL B-2365" 97,76 97,21 97,08 97,47 98,18 - 44/1486 39/1484 32/1463 35/1484 46/1468 44/1467 44/1466 49/1467 52/1466 43/1454
S.albiaxialis NRRL B-24327" 96,60 96,60 98,91 97,74 97,71 97,04 - 31/1484 32/1463 29/1484 33/1468 34/1467 34/1466 35/1467 35/1466 34/1454
S.daliensis YIM 31724" 96,67 96,52 98,37 97,33 97,71 97,37 97,91 --- 19/1461 16/1485 23/1466 19/1465 19/1464 20/1465 27/1464 37/1454
S.sclerotialus DSM 43032" 96,65 96,37 98,15 97,19 97,60 97,81 97,81 98,70 --- 9/1461 16/1463 12/1463 12/1463 19/1463 24/1463 37/1454
S.rimosus subsp. rimosus JCM
4667" 97,07 96,86 98,10 97,74 98,11 97,64 98,05 98,92 99,38 - 15/1466 11/1465 11/1464 14/1465 23/1464 33/1454
S.ramulosus NRRL B-2714" 96,93 96,72 98,02 97,61 97,89 96,87 97,75 98,43 98,91 98,98 --- 18/1467 18/1466 23/1467 11/1466 36/1454
S.olivaceiscleroticus DSM 40595" 96,38 96,11 98,02 96,92 97,34 97,00 97,68 98,70 99,18 99,25 98,77 --- 0/1466  9/1467 22/1466 40/1454
S.niger NBRC 13362" 96,38 96,10 98,02 96,92 97,34 97,00 97,68 98,70 99,18 99,25 98,77 100,00 - 9/1466  22/1466 40/1454
S.monomycini NBRC 100769" 96,86 96,31 97,82 97,06 97,00 96,66 97,61 98,63 98,70 99,04 98,43 99,39 99,39 --- 15/1466 43/1454
S.hygroscopicus subsp. glebosus
NBRC 13786" 97,13 96,65 97,75 97,47 97,27 96,45 97,61 98,16 98,36 98,43 99,25 98,50 98,50 98,98 --- 41/1454
S.ferralitis SFOp68" 96,97 96,69 97,87 97,59 97,87 97,04 97,66 97,46 97,46 97,73 97,52 97,25 97,25 97,04 97,18 -—-
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4.1.4 DNA-DNA hibridizasyonu

16S rRNA geni dizi verilerine gore filogenetik pozisyonu belirlenen izolatlarin yeni
tiir olup olmadiginin kesinlestirilebilmesi i¢in yapilan DNA-DNA hibridizasyon
deneylerinde, en yakin akrabalari ile en fazla niikleotit farki bulunan filogenetik
analizler sonucunda 16S rRNA dendogramlarindan elde edilen filogenetik

pozisyonlara gore en yakin akraba tip tiirleri ile aralarindaki niikleotit farki en fazla

olan test izolatlarmin DNA-DNA hibridizasyonu gerceklestirildi (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Bazi izolatlarinin DNA-DNA hibridizasyon yiizdeleri.

o Streptomyces sp. Standart
- o
DNA-DNA Hibridizasyonu (%) SM35017 Sapma
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi KCTC 9758" 32,8 +6,3
Streptomyces ginglanensis DSM 42035" 46,2 +2)7
Streptomyces albus NRRL B-2365" 47,7 +74
Streptomyces sp. SM3513 87,6 +24
o Streptomyces sp. Standart
- o
DNA-DNA Hibridizasyonu (%) strain BNT558" Sapma
Streptomyces albiaxialis DSM 41799" 18,4 +1,2
DNA-DNA Hibridizasyonu (%) Streptomonospora Standart
Y ° sp. BN506 Sapma
Streptomonospora halophila DSM 45075" 52,8 +0,8
Streptomonospora arabica DSM 45083" 62,7 +0,5
" Actinopolyspora Standart
- o
DNA-DNA Hibridizasyonu (%) sp. D31 Sapma
Actinopolyspora alba KCTC 19119" 93,9 +2)7

4.1.5 Kemotaksonomik karakterizasyon

Izolatlar, ait olduklarin cinslerin karakteristik kimyasal &zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla kemotaksonomik analizlere tabi tutuldu. Bu analizler, diaminopimelik asit,

seker, yag asiti profili, polar lipit ve menakinon analizlerini kapsamaktadir (Cizelge

4.12).
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4.1.5.1 DAP analizi

[zolatlarin kendi cinsine ait hiicre duvari kemotipine uygun olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in yapilan DAP analizinde, tek boyutlu ince tabaka kromatografisinde
olusan bantlarin pozisyonu standart A,pm soliisyonu ile kiyaslandiginda ilgili spotlar

belirlendi (Sekil 4.11).

BNT558 SM3501 SM3513

Sekil 4.11. izolatlarin A,pm izomerlerinin tek boyutlu ince tabaka kromatogramu. Standart :
A;pm (Diaminopimelik asit)-Sigma

4.1.5.2 Seker analizi

Hiicre duvar1 kemotipi igerisinde ele alinan tiim hiicre seker profili, tek boyutlu ince
tabaka kromatografisinde aktinomisetler i¢in belirlenen yedi tane standart sekerle

kiyaslanarak belirlendi (Sekil 4.12).

79



Sekil 4.12. Baz izolatlarin seker profillerinin tek boyutlu ince tabaka kromatogrami. Gal;
galaktoz; Ara; arabinoz; Xyl; ksiloz; Glu; glukoz; Man, mannoz; Rib, riboz;
Rham, ramnoz

4.1.5.3 Yag asiti analizi

Gaz kromatografisi verilerine gore bazi test izolatlar1 ve en yakin akraba tip

tlirlerinin yag asiti metil esteri profilleri Cizelge 4.8-4.10°da verildi.
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Cizelge 4.8. BNT52" izolatinin ve tip tlrlerinin yag asiti profilleri. 1, BNT52"; 2,
Amycolatopsis nigrescens DSM 44992"; 3, Amycolatopsis magusensis DSM
45510"; 4, A. minnesotensis DSM 44988"; 5. Amycolatopsis halophila DSM

45216".
Yag Asitleri 1 2 3 4 5
Doymus yag asitleri
Cisg0 3,1 1,5 1,1 3.8 2,5
Ciso 2,5 1,9 3,1 2,1 2,1
Cig0 6,1 6,4 2,1 7,6 6,4
Ci70 2,9 7,3 4.4 11,8 3,4
Cigo 8,2 2,0 1,2 2,3 8,3
Doymams yag asitleri
Cig:1 €is9 5,4 - 3,9 - 5,8
Cy7.1 cis9 5,6 2,3 8,2 - 52
Cig.1 €is9 4,3 - - - 5,5
Cio.1 trans7 - - - - 0,3
Dallanms yag asitleri
iso Cia0 0,6 5,6 13,4 4,5 0,5
iso Cisy 3,2 7,4 13,7 8,1 3,1
iso Cigo 18,6 29,6 17,5 21,8 19,1
iso Cy1,0 30H 0,6 - - - 0,7
iso Cy6,020H 19,3 - 4,6 - 15,1
iso Cis. H 2,4 2,4 2,7 - 2,1
iso Ci7 2,0 2,3 0,8 2,6 2,6
iso Cig. 1,2 - - - 1,5
180-C 7,9 10-metil - 1,3 - - -
180-C 5.9 10-metil - 44 2,1 - -
C 160 10-metil 1,5 - - - 1,8
C 170 10-metil 0,4 1,3 - - 0,6
anteiso Cysy 1,1 1,7 3,5 3,9 1,0
anteiso Cs5920H 0,9 3,6 33 8,0 0,7
anteiso Cg 0,4 1,0 - - 0,6
anteiso Cy7 6,3 5,7 4,2 4.4 8,0
Cys5020H 0,4 - - - -
C 15030H - - 2,5 - -
Cis.B 0,8 - 3,2 - 0,7
C 15030H - - - - 0,3
Summed Feature 4 1,4 12,4 3,9 18,2 -

Summed Feature 4: iso-C 159 20H / C 4, trans-9 yada C 4, trans-9/ iso-C |5 20H olabilir.
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Cizelge 4.9. BNT558", SM3501", SM3513 izolatlar1 ve tip tiirlerinin yag asiti profilleri. 1,
BNT558"; 2, Streptomyces albiaxialis DSM 41799"; 3, Streptomyces ferralitis
DSM 41836"; 4, SM3501"; 5, SM3513; 6, Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi
KCTC 9758"; 7, Streptomyces ginglanensis DSM 42035"; 8, Streptomyces albus
NRRL B-2365".

Yag Asitleri 1 2 3 4 5 6 7 8
Doymus yag asitleri

Cizo - - 0,42 - - - - -
Cizo - - 0,43 - - - - -
Ciap - - 2,17 - - - 0,29 -
Ciso 2,15 - 4,41 0,76 0,94 0,56 0,42 -
Cieo 2,90 2,94 10,51 1,74 2,96 4,39 3,59 2,90
Ci7o - - 0,81 - - - 0,46 -
Cigo - - - - - - 0,24 -
Doymams yag asitleri

Cie:1 Cis9 - - 0,54 - - - - -
Dallanms yag asitleri

is0-Cip.0 - - - - - - 0,32 -
is0-Cizy - - 1,11 - - - 0,41 -
iso Ca0 1,80 3,02 12,34 1,48 1,55 5,62 5,25 4,53
iso Cysy 10,01 10,67 12,79 3,28 3,82 4,98 7,59 7,48
iso Ci0 13,31 18,53 20,20 17,31 17,81 26,69 33,54 22,26
iso Ci61 H - - 1,89 0,55 1,86 - 1,34 1,20
iso Cy7,0 2,34 4,70 2,24 1,76 1,91 2,90 8,56 4,12
iso Cig. - - - - - - 1,95 -
C 16:09-metil - - 0,36 - - - 0,37 -
anteiso Cyz - - 0,42 - 0,47 - 0,82 -
anteiso Cisy 46,52 31,15 23,18 37,27 34,10 26,63 17,28 28,21
anteiso Cy520H 1,50 - - - - - - -
anteiso Cysq A - - - - - 2,33 - -
anteiso Cyz, 18,18 16,33 436 32,28 29,45 12,66 16,60 16,86
anteiso Cy7,,C - 5,02 0,87 1,67 2,21 6,57 0,69 6,56
Ci79 cyclo - 2,61 0,94 0,74 1,68 2,07 0,30 2,92
Summed Feature 7 1,31 1,47 - - - 1,52 - 1,17

Summed Feature 7: Cyg.; trans 9/t6/c11 veya Cg cis 11/t9/t6 ya da Cyg,; trans 6/t9/c11
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Cizelge 4.10.D31, BNS506 izolatlar1 ve tip tiirlerinin yag asiti profilleri. 1, D31; 2,
Actinopolyspora alba KCTC 19119"; 3, Actinopolyspora lacussalsi KCTC
19657%; 4, Actinopolyspora erythraea DSM 45583". 5, BNS506; 6,
Streptomonospora halophila DSM 45075"; 7, Streptomonospora arabica DSM

45083"
Yag Asitleri 1 2 3 4 5 6 7
Doymus yag asitleri
Ciso 2,48 - - 6,30 2,5 1,59 2,22
Ciro - - - - - - 1,01
Cisgo - - - 2,40 5,65 3,71 5,00
Doymamis yag asitleri
Cy7.1 cis9 - - 1,80 2,44 - - -
Cig. cis9 - - 1,87 4,55 - - -
Dallanms yag asitleri
iso Ca0 - 1,90 1,16 2,11 - - -
iso Cysy 5,56 13,53 7,72 18,52 - 1,61 111
iso Cig0 11,30 25,17 21,74 16,75 30,17 35,81 28,96
iso Ci1.0 30H - - - 2,19 - - _
iso Ci6:1 G - 5,80 - 3,20 - - -
iso Cy7,0 5,88 11,68 8,29 4,99 3,81 11,8 8,54
iso Cigo - - - - 3,3 4,51 4,27
180-C 5.9 10-metil 9,15 - - - - - _
C 16:09-metil 6,07 5,08 5,12 7,07 - - -
C 16:0 10-metil - - - - 2,55 3,6 2,84
C 7.0 10-metil - 1,63 - - 3,53 6,7 4,46
C 180 10-metil - - - - 12,3 10,1 15,9
anteiso Cisy 6,76 6,23 7,64 9,68 3,65 2,04 1,77
anteiso Cyz 41,40 25,46 44,66 17,04 32,5 18,48 23,92
C 15030H 11,39 - - - - - -
Ci6:1 20H - 1,50 - - - - -
Summed Feature 6 - - - 2,76 - - _

Summed Feature 6: Cig,cis 9, 12/ Cig anteiso ya da C,gganteiso/ Cigpcis 9, 12

4.1.5.4 Polar lipitlerin belirlenmesi

DSMZ firmasi tarafindan gerceklestirilen bazi izolatlarin polar lipit profilleri Sekil
4.13-4.16°da verildi.
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Sekil 4.13. Amycolatopsis sp. BNT52" izolatlarina ait molibdofosforik asit ile spreylenmis
polar lipit profili. DPG, difosfatidilgliserol; PME, fosfatidilmetiletanolamin; PE,
fosfatidiletanolamin; PI, fosfatidilinositol; PL, fosfolipit; AL, aminolipit

Sekil 4.14. Streptomonospora sp. BN506 izolatina ait molibdofosforik asit ile spreylenmis
polar lipit profili. DPG, difosfatidilgliserol; PG, fosfatidilgliserol; PC,
fosfatidilkolin; PL, fosfolipit; GL, glikolipit
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Sekil 4.15. Streptomyces sp. BNT558" izolatina ait molibdofosforik asit ile spreylenmis
polar lipit profili. DPG, difosfatidilgliserol; PE, fosfatidiletanolamin; PI,
fosfatidilinositol; PN, aminofosfolipit; GL, glikolipit

Sekil 4.16. Streptomyces sp. SM3501" izolatina ait molibdofosforik asit ile spreylenmis
polar lipit profili. DPG, difosfatidilgliserol; PG, fosfatidilgliserol; PE,
fosfatidiletanolamin; PI, fosfatidilinositol; AL, atipik aminolipit; AL,
aminolipit; GL, glikolipit
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4.1.5.5 Menakinonlarmin belirlenmesi

Bazi izolatlarin menakinonlarmin belirlenmesi Almanya’nin Leibniz Institute DSMZ
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) firmasi tarafindan
gergeklestirildi. Collins ve dig. (1977) ve Tamaoka ve dig. (1983)’e gore belirlendi.
Bazi izolatlara ait menakinon profilleri Sekil 4.17-4.19°da verildi (Cizelge 4.11).

Samphe tnfa:
Samgle 1D L 13540 Amount o
Sample : ISTD Amount @ 0
inj. Vome [ml] @ 0 Dilutin x|
[m\} - —_—
- 13-540_08-Aug-2013_023 - Datactor 1
MEK-5(H,) (32%) % aip
- ME-%2 51%
W 1 (Hy) (51%)
15+ a [
. 5o
| = |
| | ‘|
|i |
% 1" I
o | (.
[ |I [ 1
i r||_ II |
| .
e f
"1 lﬁ o Yo Il.”'r“’f** [1 e 2 e
) g% 8 /g8 8 §
i [ - | [ o
1 - il = [ - &
L e A J_ﬁ] AWNPNP . i
T

(=]
B
e
8

Rasuit Tebls {Uncal - 13-540_08-Aug-2013_023 - Dalsctar 1)

Reten, Teme Area Helgnt Area Fleight W5

[min] [miv.5] [mV] [%] [%] [min]
1 7,060 7,041 0524 13 25 023
2 BA0T 10,308 0,602 [ 0,26
kN 10,563 784 404 131 g o8]
] 11,02 11,5063 0,554 i 3 B
5 A Eeg2E|TEEE EFR] a4 0,38
] 14,367 BABE| 0,243 Aa iK1 0,46
T 15,413 309, 848 BETY E'I.EI ___.._..ﬂ‘ij__,___&ﬁ_
] 17.130 17,728 0,454 EX 21 0,64
g 18,897 15,458 [XTH 28 5] 0.56
10 WEET| 72506 0,504 asl X 0.7

Tatal 50,041 31,952 106,51 00,0

Sekil 4.17. Streptomyces sp. SM3501" izolatmimn HPLC Menakinon Kromatogramu.
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Sample Info:

Sample ID 1 13-542 Amount : 0
Sample : ISTD Amount : 0
Inj. Volume [ml] ;0 Dilution 1

—— 13-542_08-Aug-2013_028 - Detector 1

:;F MK-9(HG) (54%)f
o \WK-9(H8) (27%)
|

25—

§20—
>
151 q,,!,*
8
(=]
10- g N
> 4z Aol ol o
g"&gﬂ‘ﬂ vl g o S
b e 338 ] 2 8 3
LM ARV 2 8 8
- EANAS VANV ROV WNDATS . _
0 5 10 115 20 25 30
Time [min.

Result Table (Uncal - 13-542_08-Aug-2013_028 - Detector 1)

Reten, Time Area Height Area Height W05

[min] [mV.s] [mV] [%] [%] [min]
1 5,843 31,081 1,158 13 13 0,32
2 7,067 786,862 3,723 34 [X] 0,30
3 7,420 47,128 1,708 1.8 19 0,37
4 8,410 34,027 1,505 1.5 16 0,37
5 8,843 35,600 1,218 1.5 13 0,60
[ 9,493 14,958 0,815 0,6 0,9 0,33
7 10,563 123,833 5425 53 58 0,32
[} 12,730 268,223 52,226 54,1 §8.0 0,38
] 14,227 16,045 0,603 0,7 0.7 042

10 15,400 637,281 21,788 37,2 237 0,45

11 17,160 31,505 0,841 1,3 0.9 057
2 18,800 13,536 0,368 0,6 0,4 0,68
13 20,813 17,823 0,417 0,8 0.4 0,64

Total 2345,050 1,788 160,0 100,0

Sekil 4.18. Streptomyces sp. BNT558" izolatinn HPLC Menakinon Kromatogrami.
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Sample Info:

Sample 1D : 13-543 Amount : 0
Sample : ISTD Amount  : ©
Inj. Volume [ml] : 0 Dilution 1
[mV]

W—— ______ : :.su_os-Aug-zm 3_029 - Detector 1
| MK-10(HS8) (37%)

o€

Voltage0

28,577

-

El
3

Time

Result Table (Uncal - 13-543_08-Aug-2013_029 - Detactor 1)

Reten, Time Area Height Area Height W05

_min] _ [mV.s] [mV] [%] [%] {min]
1 11,123 15,483 0,644 1.8 3.2 0,36
b4 14,187 13,066 0,543 18 27 0.40
3 15,373 35,657 1,088 X 5.4 0,48
4 16,887 77,636 3,433 8.9 13,0 0,50°
5 20,897 496,543 11,453 56,7 56,6 0,66
[ 24,020 98,226 0,625 3,0 31 0,65
7 35,723 76,167 1412 8,7 7.0 0,78
8 28,577 133632 3,055 5.3 16,1 0,98

Total 875,344 30,264 100,0 00,0

Sekil 4.19. Streptomonospora sp. BN506 izolatinin HPLC Menakinon
Kromatograma.

Cizelge 4.11. Analizi yapilan baz test izolatlarinin menakinon profilleri

Menakinonlar

MK-9(H.) (% 49), MK-10(H,) (% 28), MK-9(Hs) (%
2), MK-10(H,) (% 4), MK-9 (% 5), MK-9(H,) (% 8)

Amycolatopsis cihanbeyliensis | MK-9(H,) (% 85), MK-7(Hy4) (% 5), MK-10(H,) (% 3),
BNT52" MK-10(Hy) (% 3) MK-8(Hy) (% 3)

MK-10(Hs) (% 57), MK-10(Hg) (% 9), MK-9(Hj)
(% 4), MK-10(Hy) (% 2)

MK-9(Hj) (% 54), MK-9(Hy) (% 27), MK-9(H.,) (% 5),
MK-9(H,) (% 2), MK-10(Hy) (% 1), MK-10(H) (% 1),
MK-10(Hy) (% 1)

MK-9(Hg) (% 51), MK-9(Hs) (% 32), MK-10(Hjs)

(% 4), MK-10(Hg) (% 3), MK-10(H;) (% 2), MK-9(H,)
(% 1), MK-10(Hy) (% 1)

MK-9(Hs) (% 46), MK-9(Hs) (% 35), MK-10(Hs)
Streptomyces sp. SM3513 (% 7), MK-10(Hp) (% 5), MK-10(Hy) (% 2), MK-9(H,)
(% 1)

Actinopolyspora sp. D31

Streptomonospora sp. BN506

Streptomyces iconiensis
BNT558"

Streptomyces smyrnaeus
sSM3501"
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Cizelge 4.12. Analizi yapilan baz test izolatlarinin kemotaksonomik 6zellikleri

Major Yag . Baskin
DAP Seker Asitleri Polar Lipitler Menakinonlar
Actinopolyspora sp. meso- arabinoz ve . MK-9(Hs) (% 49),
D31 A galaktoz anteiso Cizo | PC.DPG, GL.PL -\ iy 101, (9% 28)
Amycolatopsis . .
. L meso- arabinoz ve iso Cyy0, DPG, PME, PE, o
”"‘g’lg?’s”zﬁ”s" Azpm galaktoz is0 Ci6020H PL PL, AL MK-9(Hy) (% 85)
Streptomonospora sp. meso- riboz, glukoz ve anteiso Cy7,, iso | DPG, PG, PC, PL, | MK-10(Hs) (% 57),
BN506 Azpm galaktoz Ciso GL MK-10(Hs) (% 9)
riboz, mannoz,
Streptomyces LL-A fukoz, az miktarda anteiso Cs., DPG, PE, PI, PN, MK-9(Hg) (% 54),
iconiensis BNT558" Zpm glukoz ve anteiso Cy7o GL MK-9(Hs) (% 27)
galaktoz
e || e[ i oo 0016 1 P o 5
. T ~£32pm 105 > > _ 0,
smyrnaeus SM3501 miktarda mannoz Creo GL MK-9(Hg) (% 32)
Streptomyces sp. riboz, glukoz, an{ezso Cls;g, DPG, PG, PE, PI, MEK-9(Hs) (% 46),
SM3513 LL-Agpm galaktoz ve az anteiso Cyz,, iso AL (atyp), AL, MK-9(Hs) (% 35)
miktarda mannoz Cie0 GL A

4.1.6 Fenotipik karakterizasyon

4.1.6.1 izolatlarin tuz toleranslarinin belirlenmesi

Test organizmalar1 % 0, % 5, % 8, % 10, %15 ve % 20 konsantrasyonlarinda gelisme

kabiliyetleri iizerine test edildi. Belirlenen tuz konsantrasyonlarinda gelisim sonugclar1

Cizelge 4.13’de verilmistir. Ayrica izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarindaki

gelisimini gosteren grafik Sekil 4.20°de verilmistir.

4.1.6.2 Fenotipik ozelliklerin belirlenmesi

Test izolatlar1 ve 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakini olan tip tiirleri, 68

farkli fenotipik karakter {izerinden degerlendirmeye tabi tutuldu (Sekil 4.21).
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Cizelge 4.13. Test organizmalarinin % 0, % 5, % 8, % 10, % 15 ve % 20’lik tuz
konsantrasyonunda gelisimi

izolatlar % 0 % S % 8 % 10 % 15 % 20

1 B17 - - + +

2 B18 - - +

3 BN506 - +F 4 4

4 BNTS50 + + + + - -
5 | BNTS2' + + + + - -
6 BNTS5310 + + + + - -
7 | BNT558" + + + + - -
8 C22 - - + + + +
9 C23 - - - + + -
10 C243 - - + + + +
11 D31 - - - + + +
12 D32 - - + + + +
13 D37 - - - + + +
14 | E45 - - - + + -
15 | G5109 - - - + + +
16 HV122 - - - + + -
17 HV125 - - - + +

18 MC2101 - - + + +

19 MC2113 - - - 4 + -
20 MC2114 + + + + + +
21 MTCO1 - + + +

22 MTCO02 - - + + + -
23 MTCO03 - - 4 + + -
24 MTCO08 - - - + + -
25 MTCO09 - - - 4 + -
26 MTC16 - - - + + -
27 SBC06 - - - 4 + -
28 SBC07 - - + + + -
29 SBC10 - - - 4 + -
30 SBC18 - - + + + -
31 SC1 - - - + + -
32 SC124 - - - + + -
33 SM3126A - - 4 + -
34 SM3126B - - - + + -
35 | SM3501" + + + -
36 SM3513 + + + + + -
37 TS205 - - + + + +
38 TS212 - - - + + -

+, gelisim iyi
-, gelisim yok
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40 % 10 NaCl; 38
% 15 NaCl; 34

% 8 NaCl; 20

% 20 NaCl ; 14

% 0NaCl; 7 %5 NaCl; 9

35 B B W W B

0% 5% 8% 10% 15% 20%

Sekil 4.20. Test izolatlarmin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimini gosteren stitun
grafik

Tween 80 Nisasta Laktoz

Sukroz (Sakkaroz) D-galaktoz Iniilin

L-arjinin Glisin D-Sellobiyoz

Sekil 4.21. Bazi izolatlara ait karbon, azot kaynagi ve degradasyon testleri
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Cizelge 4.14. Bazi izolatlarin ve tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, baz1 maddeleri degrade edebilme kabiliyetlerini gosteren testler.
izolatlar ve tip tiirleri; 1, B17; 2, B18; 3, C22; 4, C243; 5, D32; 6, Actinopolyspora mortivallis DSM 4426175 7, C23; 8, SC1; 9, E45; 10, 4.
erythraea DSM 45583"; 11, D31; 12, A. alba KCTC 19119"; 13, D37; 14, G5109; 15, A. xinjiangensis KCTC 19656"; 16, A. halophila KCTC
9127%; 17, BNT558"; 18, Streptomyces albiaxialis DSM 41799"; 19, S. ferralitis DSM 41836"; 20, SM3501"; 21, SM3513; 22, S. cacaoi subsp.
cacaoi KCTC 9758"; 23, S. ginglanensis DSM 42035"; 24, S. albus NRRL B-2365"; 25, BNT52"; 26, A. nigrescens DSM 44992"; 27, A.
magusensis KT2025"; 28, A. sacchari DSM 44468"; 29, A. halophila DSM 45216"

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

1 Adonitol + + + + + + + + + + - - 4+ 4+ + - + + - + + + + + + - -+ 4+

3 L-arabinoz + + + 4+ + 4+ - - - - - - -+ 4+ -+ - -+ - -+ -

5  D-fruktoz + + + + + + + + + - - - 4+ 4+ + - + + + + + + + + + + + + -

7  D-galaktoz + + + + + 4+ + 4+ + + - -+ o+ 4+ -+ 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ 4+ o+ 4+t

9  D-mannitol e S S S S A

11  Dextran - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

13 L-sorboz - - - - - - - - - - - - - -+ - - - - - - .. . - .+

15 L-glutamik asit T

17 Sukroz (Sakkaroz) @ + + + + + 4+ + + + + + - + + 4+ - 4+ + - 4+ o+ 4+ o+ 4+ - - -+ o+

19 Ksiloz + + + + + + + + + + - - 4+ 4+ + - + + + + + + + + + + 4+ 4+ -

+;pozitif, -; negatif



Cizelge 4.14. (Devam). Bazi izolatlarin ve tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki geligsimi, bazit maddeleri degrade edebilme kabiliyetlerini
gosteren testler. Izolatlar ve tip tiirleri; 1, B17; 2, B18; 3, C22; 4, C243; 5, D32; 6, Actinopolyspora mortivallis DSM 44261"; 7,
C23; 8, SC1; 9, E45; 10, A. erythraea DSM 45583"; 11, D31; 12, A. alba KCTC 19119%; 13, D37; 14, G5109; 15, A. xinjiangensis
KCTC 19656"; 16, A. halophila KCTC 9127"; 17, BNT558"; 18, Streptomyces albiaxialis DSM 41799"; 19, S. ferralitis DSM
41836"; 20, SM3501"; 21, SM3513; 22, S. cacaoi subsp. cacaoi KCTC 9758"; 23, S. ginglanensis DSM 42035"; 24, S. albus
NRRL B-2365"; 25, BNT52"; 26, A. nigrescens DSM 44992"; 27, A. magusensis KT2025"; 28, A. sacchari DSM 44468"; 29, A.
halophila DSM 45216"

2

1 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

1 Alfa-isoldsin e e

L-Alanin T T S S S S S S S S S S S S

w

L-Sistein e 22 e S A S S S

)]

7 L-Hidroksiprolin - - - - - - - o o . o o . o . . . 4+ 4+ 4+ 4+ - - -+ 4+ o+ - -y

9  L-Fenilalanin - - - - - - - - o o o o o ..o+ ..o+ e

11 L-Serin e S S R S e S S S S S

13 L-Valin e e

1 Adenin(%05) - - - - - - o o oo oo oo+ + -+ - e

w

Nisasta (% 1)  + + + + + + + 4+ + + + 4+ + + + + + + + + + + + - - - - - - -

5  Tweend0 (%) + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + + + 4+ - -+ o+ -+ 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+

+;pozitif, -; negatif



Cizelge 4.15. Baz1 izolatlarin ve tip tiirlerinin biyokimyasal ve fizyolojik testleri. [zolatlar ve tip tirleri; 1, B17; 2, B18; 3, C22; 4, C243; 5, D32; 6,
Actinopolyspora. mortivallis DSM 44261"; 7, C23; 8, SC1; 9, E45; 10, A. erythraea DSM 45583"; 11, D31; 12, A. alba KCTC 19119"; 13, D37;
14, G5109; 15, A. xinjiangensis KCTC 19656"; 16, A. halophila KCTC 9127"; 17, BNT558"; 18, Streptomyces albiaxialis DSM 41799"; 19, S.
ferralitis DSM 41836 20, SM3501"; 21, SM3513; 22, S. cacaoi subsp. cacaoi KCTC 9758"; 23, S. ginglanensis DSM 42035"; 24, S. albus
NRRL B-2365"; 25, BNT52"; 26, A. nigrescens DSM 44992"; 27, A. magusensis KT2025"; 28, A. sacchari DSM 44468"; 29, A. halophila DSM
45216"

Biyokimyasal Testler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

2 Allantoin hidrolizi

+
+
+
+
+
+
+

4 Ure hidrolizi

4

+
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

w
[}
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

wn
S
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

2
]
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

—_
IS

°
(@}

3 28 °C

+
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

n

45°C

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

=

55°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +

wn w —
wn 8] (=}
o+
o+
o+
o+
o+
o+
o+
o+
o+
o+
o+
o+
+++

2
o
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

9 15

+
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

11 30 - + + +

+

+;pozitif, -; negatif
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Cizelge 4.16. Diger yirmidort izolatin ve tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, baz1 maddeleri degrade edebilme kabiliyetlerini gosteren
testler. izolatlar ve tip tiirleri; 1, BNT50; 2, BNT5310; 3, BN506; 4, Streptomonospora halophila DSM 45075"; 5, St. arabica DSM 45083"; 6,
MC2101; 7, MC2113; 8, MTCO1; 9, MTCO02; 10, MTCO03; 11, MTCO08; 12, MTC09; 13, MTC16; 14, SBCO06; 15, SBC07; 16, SBC10; 17,
SBC18; 18, HV122; 19, HV125; 20, SM3126A; 21, SM3126B; 22, TS205; 23, TS212; 24, SC124; 25, Saccharomonospora paurometabolica
DSM 44619"; 26, MC2114

1  Adonitol - - - + + + + - - - - - + - + - - - - - + - - + - +

3 L-arabinoz + + + + + - - - - - - - + - - - - _ _ _ _ R R R R +

wn

D-fruktoz e

7  D-galaktoz + + 4+ + 4+ o+ + o+ o+ 4+ O+ - -+ 4+ o+ -4+ -+ -+ oo

9 D-mannitol + + + - + - - + - - - - + - + - + - + _ _ + . . . 4

11 Dextran - + - - - - - + - - - - - - - - - - + _ + + _ + _ +

13 L-sorboz - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - R _ _ _ _ +

15 L-glutamik asit - - - - - - - - - - - - - - - . . . - - - - - - - +

17 Sukroz (Sakkaroz) + 4+ o+ - + - - + o+ - - + - + - - - - + o+ - +

+
+
+

19 Ksiloz - - + + - - - + - - - - - - - - - - + - - + - - _ 4

+;pozitif, -; negatif



Cizelge 4.16. (Devam). Diger yirmidort izolatin ve tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, baz1 maddeleri degrade edebilme kabiliyetlerini
gosteren testler. izolatlar ve tip tiirleri; 1, BNT50; 2, BNT5310; 3, BN506; 4, Streptomonospora halophila DSM 45075"; 5, St. arabica DSM
45083"; 6, MC2101; 7, MC2113; 8, MTCO01; 9, MTC02; 10, MTC03; 11, MTCO08; 12, MTC09; 13, MTC16; 14, SBC06; 15, SBC07; 16, SBC10;
17, SBC18; 18, HV122; 19, HV125; 20, SM3126A; 21, SM3126B; 22, TS205; 23, TS212; 24, SC124; 25, Saccharomonospora paurometabolica
DSM 44619"; 26, MC2114

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

1 Alfa-isoldsin = - - - = 4oL oo+

3 L-Alanin S oo oo oo o oo oo o oo oo oo oo+

5  L-Sistein S o oo oo oo oo oo a oo e oo oo o+

7  L-Hidroksiprolin

9  L-Fenilalanin - - - -+ - oo ooy

11 L-Serin e

13 L-Valin S oo oo oo o oo oo o oo oo oo oo+

1 Adenin (% 0.5) -t F - == oo oo ool

3  Nisasta (% 1) + + + + + 4+ + + + 4+ + + + + + + + + + 4+ + + o+ 4+ 4+ 4+

5 Tween40(%1) - + - - - + - + + 4+ + - 4+ + + + + - + - + + - + + +

+;pozitif, -; negatif



Cizelge 4.17. Diger yirmidort izolatin ve tip tiirlerinin biyokimyasal ve fizyolojik testleri. Izolatlar ve tip tiirleri; 1, BNT50; 2, BNT5310; 3, BN506; 4,
Streptomonospora halophila DSM 45075"; 5, S. arabica DSM 45083"; 6, MC2101; 7, MC2113; 8, MTCO1; 9, MTC02; 10, MTC03; 11,
MTCO08; 12, MTC09; 13, MTC16; 14, SBC06; 15, SBC07; 16, SBC10; 17, SBC18; 18, HV122; 19, HV125; 20, SM3126A; 21, SM3126B; 22,
TS205; 23, TS212; 24, SC124; 25, Saccharomonospora paurometabolica DSM 44619"; 26, MC2114

Biyokimyasal Testler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
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+;pozitif, -; negatif
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4.1.7 Kiiltiirel ve morfolojik ozellikler

Izolasyon agarlarindan saflastirilan  ve kiiltiire alinan izolatlarin  farkli
besiyerlerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri belirlendi. Farkli cinslere ait bazi

izolatlarin spor morfolojileri taramali elektron mikroskobisi ile goriintiilendi.

4.1.7.1 ISP 2 ve Modifiye Bennett’s agardaki biiyiime ve gelisim morfolojileri

Kiiltiire alinan ve cins iiyesi olduklar1 kesinlesen izolatlarin ISP 2 ve Modifiye
Bennett’s agar yiizeyindeki biiylime gelisim morfolojileri en yakin akraba tip tiirleri

ile birlikte goriintiilendi ve kaydedildi (Sekil 4.22, Sekil 4.23).

4.1.7.2 Farkh besiyerlerindeki biiyiime ve gelisim morfolojileri

Test organizmalarinin ISP 2, ISP 3, ISP 4, ISP 5, ISP 6, ISP 7 ve modifiye Bennett’s
agardaki biiyiime ve gelisim morfolojileri belirlendi (Sekil 4.24, Cizelge 4.18-4.24).

4.1.7.3 Spor morfolojisi

Yakin akraba tip tiirleri ile 16S rRNA dizi benzerligine goére yeni tiir olma
potansiyeli daha fazla olan test izolatlarinin aerial miselyum morfolojileri taramali

elektron mikroskobu ile belirlendi (Sekil 4.25).
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p—

Streptomyces albiaxialis DSM 41799"-ISP 2
-

Streptomyces sp. BNT558"-Modifiye Bennett’s

Streptomyces albiaxialis DSM 41799"-Modifiye Bennett’s

Sekil 4.22. BNT558" izolat1 ve en yakin tip tiiriiniin koloni morfolojileri
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Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi KCTC 9758"- ISP 2-Modifiye Bennett’s

Streptomyces ginglanensis DSM 42035"-ISP 2 Streptomyces albus NRRL B-2365"-ISP 2

Sekil 4.23. SM3501" izolat1 ve en yakin tip tiirlerinin koloni morfolojileri
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ISP 2 Agar ISP 3 Agar ISP 4 Agar

TR

Bh

b

T

ISP 5 Agar

ISP 6 Agar ISP 7 Agar

Mo?liﬁye Bennett’s Agar
ekil 4.24. BNT558" izolatnin yedi farkli besiyerindeki morfolojik goriintiisii
y

101



Cizelge 4.18. B17, B18, BN506, BNT50 ve BNT52" izolatlarimin farkli besiyerlerinde morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri

. Biiviime ve Kiiltiirel Yeast ekstrakt Oatmeal Inorganik Gliserol Pepton-demir | Tirozin Modifiye
Izolat (")zleikler malt agar (ISP 2) Agar (ISP 3) tuz nisasta asparajin Agar (ISP 6) | Agar (ISP 7) Bennett’s
agar (ISP 4) agar (ISP 5) agar
Gelisimi: +H +H +H + + +H +H
Spor rengi: Agik Sari- Yesil Agik Sari- Yesil Agik Sari- Yesil Beyaz Beyaz Agcik Sari- Agcik Sari-
B17 Yesil Yesil
Substrat miselyum rengi: Yesil- Sar1 Yesil- Sar1 Yesil- Sar1 Yesil- Sar1 Agik sart Yesil- Sar1 Koyu Sar1
Coziiniir pigment rengi Yesil- Sart Yesil- Sart Yok Yok Yok Yok Acik Sari
Gelisimi: - - - ++ + - -
Spor rengi: Agik Sari-Yesil Agik Sari-Yesil Beyaz Yok Beyaz Agcik Sari- Beyaz
B18 Yesil
Substrat miselyum rengi: Yesil-Sart Yesil-Sart Acik Yesil- Yesil-Sart Acik sari Yesil-Sart Koyu Sar1
Kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yesil-Sart Yesil-Sart Acik Sari Yesil-Sart Yok Yesil-Sart Acik Sari
Gelisimi: - - - - ++ - -
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
BN506 Substrat miselyum rengi: Agik sart Ag1k kahverengi Krem Krem Agik sart Krem Krem
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: - - - - - - -
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
BNTS0 Substrat miselyum rengi: Koyu Sar1 Yesil-Sart Yesil-Sart Acik Sari Acik kahve Acik Sari Yesil-Sart
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Acik Gri Beyaz
BNT52T Substrat miselyum rengi: Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Agcik Yesil- Yesil-Sart
Kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Koyu Yesil- Yok
Sar1

+++; Gelisimi Cok iyi, ++; Gelisimi Orta diizeyde, +; Gelisimi Zayif
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Cizelge 4.19. BNT5310, BNT558", C22, C23, C243 ve D31 izolatlarinin farkl besiyerlerinde morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri

; . Gliserol
izolat Biiyiime ve Kiiltiirel Yeast ekstrakt Oatmeal tll?;;%a:sltl; asparajin | Pepton-demir Tirozin Modifiye
Ozellikler malt agar (ISP 2) Agar (ISP 3) S agar (ISP | Agar (ISP 6) Agar (ISP 7) Bennett’s agar
agar (ISP 4) 5)
Gelisimi: E— E— E— E— E— - -
BNT5310 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Yok Beyaz Yok Beyaz
Substrat miselyum rengi: Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Acik kahve Yesil-Sart Acik Yesil-Sar
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ + + + +++ + -+
T Spor rengi: Yok Yok Yok Yok Yok Yok Beyaz
BNTSS8 Substrat miselyum rengi: Koyu Yesil-Sar1 Yok Yesil-Sart Yesil-Sart Agik sart Yesil-Sart I?gﬁ;;gig
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yesil-Sart
Gelisimi: ot ot ot + + N N
Spor rengi: Acik Sari-Yesil Beyaz Beyaz Yok Beyaz Acik Sari-Yesil Acik Sari-Yesil
C22 Substrat miselyum rengi: Acik Yesil-Sar Agik Yesil- Yesil-Sart Yesil-Sart Acik kahve Yesil-Sart Yesil-Sart
Sar1
Coziiniir pigment rengi Yok Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Yok Yesil-Sart Yesil-Sart
Gelisimi: ++ ++ ++ + + ++ ++
23 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Yok Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Acik sari Yesil-Sart Yesil-Sart
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Acik Yesil-Sar Yok
Gelisimi: E— E— E— + + - -
. . Acik Sari- . . .
C243 Spor rengi: Acik Sari-Yesil Yesil Acik Sari-Yesil Yok Beyaz Acik Sari-Yesil Acik Sari-Yesil
Substrat miselyum rengi: Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Acik kahve Yesil-Sart Yesil-Sart
Coziiniir pigment rengi Yesil-Sart Yok Yok Yok Yok Yok Yesil-Sart
Gelisimi: +++ ++ ++
Spor rengi: Gelismedi Gelismedi Beyaz . . . . Beyaz Yok
D31 Substrat miselyum rengi: Yesil-Sart Geligmedi Geligmedi Yesil-Sart Yesil-Sart
Coziiniir pigment rengi Yok Yesil-Sart Yok

+++; Gelisimi Cok iyi, ++; Gelisimi Orta diizeyde, +; Gelisimi Zayif
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Cizelge 4.20. D32, D37, E45, G5109, HV122, HV125 ve MC2101 izolatlarmin farkli besiyerlerinde morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri

izolat Biiyiime ve Kiiltiirel Yeast ekstrakt Oatmeal tllilz();%;:lsltl; a?[il;:;joiln Pepton-demir Tirozin Modi’ﬁye
Ozellikler malt agar (ISP 2) Agar (ISP 3) agar (ISP 4) agar (ISP 5) Agar (ISP 6) Agar (ISP 7) Bennett’s agar
Gelisimi: +++ E— E— + + +++ +++
D32 Spor rengi: Acik Sari-Yesil Acik Sari-Yesil Beyaz Beyaz Sarimsi1 beyaz Acik Sari-Yesil Acik Sari-Yesil
Substrat miselyum rengi: Acik Yesil-Sar Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Acik sari Yesil-Sart Yesil-Sart
Coziiniir pigment rengi Yesil-Sart Yok Yok Yok Yok Yok Acik Yesil-Sar1
Gelisimi: ++ ++ +++ + -+ -+
Spor rengi: Yok Beyaz Beyaz Yok . . Beyaz Beyaz
D37 Substrat miselyum rengi: Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Yesil-Sart Geligmedi Yesil-Sart Yesil-Sart
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: ++ +++ +++ + + -+ ++
Spor rengi: Beyaz Agcik Sari-Yesil Agcik Sari-Yesil Yok Beyaz Beyaz Beyaz
E45 Substrat miselyum rengi: Yesil-Sari Acik Yesil-Sart Acik Sari Yesil-Sari Acik sari Koyu Sar1 Yesil-Sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: ++ ++ ++ ++ -+ ++
G5109 Spm: rengi: . Beyaz ' Beyaz ' Beyaz Beyaz Gelismedi Beyaz ' Beyaz '
Substrat miselyum rengi: Acik kahverengi Acik kahverengi A1k sart Krem Acik kahverengi Acik kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
HV122 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Sari Krem Sari Krem Acik sari Yesil sar1 Krem
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Sari Yok
Gelisimi: +++ E— ++ E— ++ +++ +++
HV125 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Acik sari Krem Krem Krem Acik sari Acik sari Acik sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ ++ +++ +++ ++ +++ +++
MC2101 Spor rengi: Beyaz Beyaz Yok Beyaz Beyaz Beyaz Yok
Substrat miselyum rengi: Sari Krem Krem Krem Acik sari Yesil sar1 Krem
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok

+++; Gelisimi Cok iyi, ++;Gelisimi Orta diizeyde, +; Gelisimi Zay1f
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Cizelge 4.21. MC2113, MC2114, MTCO01, MTC02, MTCO03 ve MTCOS izolatlarmin farkli besiyerlerinde morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri

izolat Bﬁyﬁgfe;]]eikiiiltﬁrel m\;;zf;t ekstrakt Oatmeal tllilz();%;:lsltl; aS;::;;L Pepton-demir Tirozin Modi’ﬁye
gar (ISP 2) Agar (ISP 3) agar (ISP 4) agar (ISP 5) Agar (ISP 6) Agar (ISP 7) Bennett’s agar
Geligimi: +++ +++ +++ ot ++ +++ +++
MC2113 Spor rengi: Beyaz Beyaz Yok Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Sar1 Krem Krem Krem Agik kahve Agik sart Krem
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ +++ +++ ot +++ +++ +++
MC2114 Spor rengi: Beyaz Beyaz Yok Beyaz Yok Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Agik sart Krem Yesil-Sart Krem Agik sart Krem Krem
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: ++ ++ +++ ot ++ +++ +++
Spor rengi: Beyaz Beyaz Yok Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Mtcol Substrat miselyum rengi: Acik kahverengi Krem Koyu krem Krem Acik sari Acik turuncu Acik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Agik sart Yok
Gelisimi: +++ +++ +++ ot ++ +++ +++
MTC02 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Agik kahverengi Agik kahverengi Koyu krem Krem Agik sart Sar1 Krem
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Agik sart Yok
Gelisimi: +++ ++ +++ ot + +++ +++
MTC03 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Acik kahverengi Krem Koyu krem Krem Acik sari Acik kahverengi Krem
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Agik sart Yok
Gelisimi: +++ +++ +++ ot ++ +++ +++
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
MTCo8 Substrat miselyum rengi: Acik kahverengi Acik kahverengi Koyu krem Krem Acik sari Sari Acik kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Agik sart Yok

+++; Gelisimi Cok iyi, ++; Geligimi Orta diizeyde, +; Gelisimi Zay1f
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Cizelge 4.22. MTC09, MTC16, SBC06, SBC07, SBC10 ve SBC18 izolatlarmin farkli besiyerlerinde morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri

izolat Biiyiime ve Kiiltiirel eks t:(:l?ts tmal " Oatmeal tllilz();%;:lsltl; a?[ii;:;joiln Pepton-demir Tirozin Modifiye
Ozellikler agar (ISP 2) Agar (ISP 3) agar (ISP 4) agar (ISP 5) Agar (ISP 6) Agar (ISP 7) Bennett’s agar
Gelisimi: +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
MTCo9 Substrat miselyum rengi: Acik sari Krem Koyu krem Krem Acik sari Acik sari Acik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
MTC16 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Yok Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Acik sari Krem Krem Krem Acik sari Acik sari Acik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Geligimi: +++ +++ +++ +++ + +++ +++
SBCO6 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Sari Krem Krem Acik sari Acik kahve Acik turuncu Acik sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
SBCO7 Substrat miselyum rengi: Acik sari Krem Krem Krem Acik sari Acik sari Acik sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Agik sart
Gelisimi: +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
SBC10 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Acik sari Krem Krem Krem Acik sari Acik sari Acik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ +++ ++ +++ ++ +++ +++
SBC18 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Agik sart Krem Krem Krem Agik sart Agik sart Krem
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok

+++; Gelisimi Cok iyi, ++; Gelisimi Orta diizeyde, + ;Gelisimi Zayif
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Cizelge 4.23. SC1, SC124, SM3126A ve SM3126B izolatlarmin farkli besiyerlerinde morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri

izolat Biiyiime ve Kiiltiirel Yeast ekstrakt Oatmeal tllilz();%;:lsltl; aS;::;;L Pdeepl::;:_ Tirozin Modi’ﬁye
Ozellikler malt agar (ISP 2) Agar (ISP 3) agar (ISP 4) agar (ISP 5) Agar (ISP 6) Agar (ISP 7) Bennett’s agar
Gelisimi: +++ +++ + -+ -+
Spor rengi: Beyaz Sari-Beyaz Sari-Beyaz Beyaz Beyaz Yok
SC1 Substrat miselyum rengi: Yesil-Sart Kahg:rrj:ngi- Acik-Sart Yesil-Sart Gelismed: Yesil-Sart Yesil-Sart
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
SC124 Substrat miselyum rengi: Sar1 Yesil-Sart Yesil-Sart Krem Agik sart Krem Yesil sar1
Coziiniir pigment rengi Sar1 Yok Yok Yok Yok Yok Sar1
Gelisimi: ++ ++ ++ +++ ++ +++ +++
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
SM3126A Substrat miselyum rengi: Acik turuncu Krem Krem Krem Acik sari Acik sari Acik Turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Agik sart Yok
Gelisimi: +++ ++ +++ +++ ++ +++ +++
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
SM3126B Substrat miselyum rengi: Sari Krem Krem Krem Acik sari Acik sari Acik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Agik sart Yok

+++; Gelisimi Cok iyi, ++; Geligimi Orta diizeyde, +; Gelisimi Zay1f
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Cizelge 4.24. SM3501", SM3513, TS205 ve TS212 izolatlarmimn farkli besiyerlerinde morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri

izolat Biiyiime ve Kiiltiirel eks t:(:l?ts tmal " Oatmeal tllilz();%;:lsltl; aS;::;;L Pepton-demir Tirozin Modifiye
Ozellikler agar (ISP 2) Agar (ISP 3) agar (ISP 4) agar (ISP 5) Agar (ISP 6) Agar (ISP 7) Bennett’s agar
Gelisimi: +++ -+ +++ -+ -+ -+ -+
Spor rengi: Beyaz Pembe beyaz Beyaz Beyaz Gri Beyaz Beyaz
SM3501" ) ) Acik .
Substrat miselyum rengi: Sari Pembe Koyu krem Krem Acik sari kahverengi Acik kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ -+ +++ -+ -+ -+ -+
Spor rengi: Beyaz Pembe beyaz Beyaz Yok Beyaz Beyaz Yok
SM3513 Substrat miselyum rengi: Acik sari Pembe Koyu krem Krem Acik kahve Koyu krem Acik kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ -+ +++ ++ -+ -+ -+
Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
TS205 . . Agik Acik
Substrat miselyum rengi: kahverengi Krem kahverengi Krem Acik sari Krem Acik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi: +++ ++ +++ -+ ++ ++ -+
TS212 Spor rengi: Beyaz Yok Yok Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum rengi: Acik sari Krem Krem Krem Acik sari Acik turuncu Acik sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok Sar1 Yok

+++; Gelisimi Cok iyi, ++; Geligimi Orta diizeyde, +; Gelisimi Zay1f
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GUREF GUFEF
Actinopolyspora sp. D31 Amycolatopsis cihanbeyliensis BNT52"
Yiizeyi diiz gubuk sekilli Yiizeyi diiz gubuk sekilli

Y T ‘;. N alFEr
Streptomyces sp. SM3501" Streptomyces sp. SM3513
Yiizeyi diiz spiral sekilli Yiizeyi diiz oval zincir sekilli

GUFEF
Streptomonospora sp. BN506 Streptomyces sp. BNT558"
Yiizeyi diiz gubuk sekilli Yiizeyi sigilli zincir sekilli

Sekil 4.25. Farkli cinslere ait izolatlarin misel yapilar1 ve spor morfolojilerinin belirlendigi
taramali elektron mikroskop goriintiileri
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4.1.8 Antimikrobiyal aktivite testi

Test izolatlarinm, Gram (+), Gram (-) bakteriler ve fungus olmak {izere 14 farkli
mikroorganizmaya kars1 gosterdikleri antimikrobiyal aktivitelerin varligr Sekil

4.26°da ve 0ol¢iilen inhibisyon zon caplar1 Cizelge 4.25°de verildi.

Sekil 4.26. Kuyu agar diflizyon metodu ile gerceklestirilen antimikrobiyal aktivite
y

testi. (a) Bacillus cereus NRRL B-3711 (b) Candida utilis NRRL Y-900

(c) Escherichia coli MC4100 ve (d) Bacillus pumilus NRRL-BD 142.
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Cizelge 4.25. Test organizmalarnin farkli mikroorganizmalara kars1 olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

AN HEHEHEEHEREEE:
AHHAHEHBHHEHEHBEIHEHEE

AL s|121=]=]|=2]= A B

1 | Aspergillus niger - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Fungus 2 | Aspergillus parasiticus NRRL-465 - - - - 13p11y - - - 11 - - - - - - - - | 11] 14
3 | Candida utilis NRRL Y-900 (Maya) 271 - - - J12f21g20 1711121 g14})18] - - - - 11 f-1197]20

4 | Citrobacter freundii NRRL B-2643 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

5 | Escherichia coli MC 4100 - -1y -p11e] - - 1147113 - 1nmpi2] - - - - 114 - - -

Gram (-) 6 | Enterobacter aerogenes NRRL B-427 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
7 | Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

8 | Bacillus subtilis NRRL B-209 - - - - J1n 1512419181 10 g12j2079] - - - -114) -112110

9 | Bacillus cereus NRRL B-3711 - - - - - 11 g - 1207]20 - 14121] - - - - 115 - 12115

10 | Bacillus licheniformis NRRL B-1001 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Gram (+) | 11 | Bacillus pumilus NRRL-BD 142 15) - - -119f| 81271 - - j1utsj20p18j20p1821119§f - p18p12]11
12 | Listeria monocytogenes ATCC 19117 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

13 | Staphylococcus aureus ATCC 33862 2114121115123 - - - - - - - - - - - - - - -

14 | Micrococcus luteus NRRL B-1018 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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4.1.9 NRPS, PKS-I ve PKS-II gen boélgelerinin PZR amplifikasyonu

Test izolatlarnda NRPS, PKS-I ve PKS-II gen bolgelerinin varligi, PZR
amplifikasyonu sonucunda belirlendi. Elde edilen PZR fdriinlerine ait jel
goriintiilerine gore, farkli cins liyesi izolatlarin NRPS veya PKS gen kiimelerinden en
az birini i¢erdigi tespit edildi (Sekil 4.27-4.29). Test izolatlarinda NRPS, PKS-I ve
PKS-II gen bolgelerinin varligi Cizelge 4.26’da bu gen bdlgelerinin dagilimim
gosteren grafik ise Sekil 4.30°da verildi.

01

)

i [—]
i BN R R
EZNNNMMMH’

HEFAUOVUVARAR
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800 be g s T
600 be

100 be

Sekil 4.26.Baz1 izolatlarin NRPS gen bolgesi PZR amplifikasyon triinlerinin % 1,5’lik
agaroz jeldeki goriintiisii. Marker, Invitrogen 100 b¢ DNA Ladder.
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1500 be

600 be

Sekil 4.27.Baz1 izolatlarmm PKS-I gen bolgesi PZR amplifikasyon triinlerinin % 1,5’lik
agaroz jeldeki goriintiisii. Marker, Invitrogen 100 b¢ DNA Ladder.

Iiarker BM306 BNTS3310 BN

1000 bg

~600 bg
500 bg

Sekil 4.28. Bazi izolatlarin PKS-II gen bolgesi PZR amplifikasyon tiriinlerinin % 1,5’lik
agaroz jeldeki goriintiisii. Marker, Biolabs 1 kb DNA Ladder.
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Cizelge 4.26.Test izolatlarmm NRPS, PKS-I ve PKS-II gen boélgelerinin PZR amplifikasyon

sonuglari

izolatlar NRPS PKS-I PKS-II
1 B17 4+ - -
2 B18 + - -
3 BN506 - + +
4 BNT50 + + -
5 Amycolatopsis N : :

cihanbeyliensis BNT52"
6 BNTS5310 + + +

Stre, iconiensi
- o le;(;ig%/ces iconiensis N ) N
8 C22 + - -
9 C23 + + -
10 | C243 + - -
11 | D31 + + -
12 | D32 + - -
13 | D37 + + -
14 | E45 + + -
15 | G5109 4 = =
16 | HV122 + - -
17 | HV125 4 = =
18 | MC2101 + + -
19 | MC2113 4 + =
20 | MC2114 + - -
21 | MTCO1 4 = =
22 | MTCO2 + - -
23 | MTCO03 4 = =
24 | MTCO8 + - -
25 | MTCO09 4 = =
26 | MTC16 + - -
27 | SBCO06 4 = =
28 | SBCO07 + - -
29 ([ SBCI10 4 = =
30 | SBCI8 + - -
31 | SCI + + +
32 | SC124 + - -
33 | SM3126A 4 + =
34 | SM3126B + + -
35 ggfdegstgiift%/ces smyrnaeus i i )
36 | SM3513 + + +
37 | TS205 4 - -
38 | TS212 + - -
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PKS-I; 14

PKS-I
PKS-IT

Sekil 4.30.Test izolatlarinda NRPS, PKS-I ve PKS-II gen bélgelerinin dagilimini gosteren
stitun grafik.

4.1.10 Rekombinant plazmidin secimi

Petriler 37 °C’de bir gece inkiibe edilerek inkiibasyon sonrasinda rekombinant
plazmitler mavi/beyaz koloni morfolojisine gore ayirim yapilarak beyaz kolonilerden
secildi (Sekil 4.31). BNT52", SM35017, SM3513 izolatlarina ait NRPS, SM3501",

SM3513 izolatlarina ait PKS-I gen bolgesinin incelenmesi i¢in 5’er koloni segildi.

Rekombinant -
plazmit

Sekil 4.29. BNT52" izolatinin NRPS gen bolgesi i¢in mavi/beyaz koloni ayrimini gosteren
ampisilinli LB agar petrileri.
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4.1.11 Baz1 rekombinant plazmitlerin EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile

Kesimi

3000 bp

~700 bp
NRPS

Sekil 4.30. Bazi rekombinant plazmitlerin EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesimi. 1, SM3501-1 (NRPS); 2, SM3513-1 (NRPS); 3, BNT52-1 (NRPS); 4,
BNT52-2 (NRPS); 5, pGEM-T Easy vektorii; 6, NRPS genini tasiyan
rekombinant plazmit; 7, NRPS genini igermeyen pGEM-T Easy vektorii (Mavi
koloni). Marker, Biolabs 1 kb DNA Ladder

Cizelge 4.27.BNT52", SM3501" ve SM3513 izolatlarina ait NRPS gen bolgesinin Blastx
sonuglarina gore benzerlikleri

parvus| gb|AFM80023.1|

izolatlar Organizma/Genbank no % Klon
Benzerlik | Sayisi
Adenilasyon Domain Proteini
1 | BNT52-1 (227 aa) [Streptomyces griseus XylebKG-1] % 75 2
gb|[EGE42852.1]
Ribozomal olmayan peptit sentetaz
2 | BNT52-2 (227 aa) [Amycolatopsis mediterranei U32] % 73 3
[YP 003765298.1]
Ribozomal olmayan peptit sentetaz
3 | SM3501-1 (234 aa) [Streptomyces acidiscabies] WP _010360324.1] 70 64 >
4 | SM3513-1 231 aa) Ribozomal olmayan peptit sentetaz [Streptomyces 9% 99 5

Amycolatopsis sp. BNT52" izolatimn NRPS genlerinin 2 farkli, Streptomyces sp.
SM3501" ve SM3513 izolatlarmmn NRPS genlerinin 1’er farkl adenilasyon domaini

icerdigi tespit edildi.
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Cizelge 4.28. SM3501" ve SM3513 izolatlarina ait PKS-I gen bolgesinin Blastx sonuglarma
gore benzerlikleri

% Klon

Izolatlar Organizma/Genbank no Benzerlik | Sayisi

Beta-ketoagil sentaz

1 | SM3501-1 (461 aa) [Streptomyces acidiscabies) % 45 5
[WP 010359168|

Ketosentaz/metil-malonil-CoA transferaz

2 | SM3513-1 (418 aa) (pks-I) [Streptomyces hygroscopicus] % 100 5
gbl]AAQ20784.1]

Analiz edilen klon sayisina gére SM3 501" ve SM3513 izolatlarmin PKS-I genlerinin
I’er farkli ketosentaz domaini igerdigi tespit edildi.

100 | Streptomyces griseus peptit sentetaz (WP 003967386|: 611-842)
Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 NRPS (YP_001824777]: 611-842)

Streptomyces sp. W007 peptit sentetaz (WP_007450273|:607-836)
Amycolatopsis cihanbeyliensis BNT52-2 NRPS (KJ196377)
Amycolatopsis cihanbeyliensis BNT52-1 NRPS (KJ196376)
Amycolatopsis mediterranei U32 ribozomal olmayan peptit sentetaz (YP_003765298:5755-5985)
Amycolatopsis balhimycina peptit sentetaz (WP_020645389|:5487-5717)
Amycolatopsis balhimycina peptit sentetaz (WP_020645389|:167-395)
Streptomyces sp. W007 peptit sentetaz (WP_007450273|:3200-3429)
Streptomyces griseus peptit sentetaz (WP_003967386[:3199-3430)
100" Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 NRPS (YP_001824777|:3199-3430)
Streptomyces sp. SM3513-1 NRPS (KJ372716)

treptomyces parvus ribozomal olmayan peptit sentetaz (AFM80023]:3614-3845)
Streptomyces filamentosus amino asit adenilasyon domain proteini (WP 010072425|:3664-3895)
100 |Streptomyces parvus ribozomal olmayan peptit sentetaz (AFM80023|:1088-1324)
Streptomyces filamentosus amino asit adenilasyon domain proteini (WP 010072425[:1088-1324)
-Amycolatopsis mediterranei U32 ribozomal olmayan peptit sentetaz ( YP_003765298[:4691-4927)
Amycolatopsis balhimycina peptit sentetaz (WP 020645389/:4052-4290)
Amycolatopsis balhimycina peptit sentetaz (WP 020645389[:2607-2845)

100

99

100

99

91
4|: Amycolatopsis mediterranei U32 ribozomal olmayan peptit sentetaz (YP 003765298|:647-884)
100 Amycolatopsis mediterranei U32 ribozomal olmayan peptit sentetaz (YP 003765298:3210-3443)
100 |Streptomyces parvus ribozomal olmayan peptit sentetaz (gb|]AFM80023|:14-250)
70| ‘Streptomyces filamentosus amino asit adenilasyon domain proteini (WP 010072425|:14-250)
83 Streptomyces sp. W007 peptit sentetaz (WP 007450273|:2135-2369)
100 Streptomyces griseus peptit sentetaz (WP_003967386[:2135-2368)
100 'Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 NRPS (YP 001824777[:2135-2368)
Amycolatopsis balhimycina peptit sentetaz (WP 020645389[:1187-1420)

100 Streptomyces parvus ribozomal olmayan peptit sentetaz (gb/AFM80023|:2556-2786)
100" Streptomyces filamentosus amino asit adenilasyon domain proteini (WP 010072425/:2606-2836)

&|: Amycolatopsis mediterranei U32 ribozomal olmayan peptit sentetaz (YP 003765298[:2161-2407 )
Burkholderia pseudomallei ribozomal olmayan peptit sentetaz DhbF (WP 009940515/:20-263)

96 Streptomyces sp. SM3501-1 NRPS (KJ489009)
100 Streptomyces acidiscabies NRPS (WP 010360324[:135-372)
Escherichia coli CFT073 Hipotetik protein c2454 (gb/AAN80913|AE016762_166)
I —
0.1

Sekil 4.31. BNT52", SM3501" ve SM3513 izolatlarmin NRPS gen bolgesine ait Adenilasyon
domainlerinin amino asit dizisine dayali filogenetik iliskilerini gosteren
dendogram. Neighbour joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin
iizerinde desteklenen dallanma noktalari i¢in bootstrap degerleri verildi.
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Nocardia asteroides modiiler poliketit sentaz ((WP_022566314.1|:371-652)

5
92 Amycolatopsis decaplanina tip 1 poliketit sentaz ((WP_007034512.1/:336-614)

Streptomyces mobaraensis beta-ketoagil sentaz (WP_004942414.1|:349-633)

59 Streptomyces sp. SM3501-1 ketosentaz/metil-malonil-CoA transferaz (pks-I) (KJ196378)
72

Streptomyces acidiscabies beta-ketoagil sentaz (WP_010359168.1[:350-632)
76

Streptomyces diastatochromogenes PokM1 (gb|/ACN64831.1]:346-630)

Amycolatopsis benzoatilytica poliketit sentaz ((WP_020663221.1|:354-634 )

Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491 hipotetik protein M271 50065 (YP_008796335.1]:2029-2124)

Streptomyces sp. SM3513-1 ketosentaz/metil-malonil-CoA transferaz (pks-I) (KJ372715)

100 Streptomyces hygroscopicus ketosentaz/metil-malonil-CoA transferaz (gb|AAQ20784.1:1-413)

100 | Streptomyces hygroscopicus PKS modiil 4 (gb|AAC38064.1|:373-790)

Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491 hipotetik protein M271 50065 (YP_008796335.1[:373-790)

Escherichia coli CFT073 poliketit sentetaz protein (gb/AAN80886.1|AE016762_139)
0.05
Sekil 4.32. SM3501", SM3513 izolatlarmm PKS-I gen bolgesine ait Metil/Malonil CoA
Transferaz domainlerinin amino asit dizisine dayali filogenetik iliskilerini

gosteren dendogram.Neighbour joining algoritmasina gore ¢izilmis agacta, %
50’nin iizerinde desteklenen dallanma noktalari i¢in bootstrap degerleri verildi.
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4.2 Tartisma

Halofillerin bulundugu cogu habitat deniz suyunun buharlasmasi ile meydana gelen
thalassohalin ortamlardir. Neredeyse notre yakimn hafif alkali pH’ya sahip olan bu
ortamlar deniz suyunun iyonik kompozisyonunu yansitmaktadir (Yanhe ve dig.,
2010).

Son yapilan ¢aligmalar Gram pozitif mikroorganizmalarin tuzlu topraklarda
yogun olarak bulundugunu gdstermistir. Ventosa ve dig. (1983) Alicante (Ispanya)
kiyisindaki tuzlu topraktan bir grup Gram pozitif halofilik kok izole etmistir. Iliml1
halofillerin tiimii % 2-5 ve % 25-30 arasinda toplam tuzda ve optimum olarak % 10-
15 tuz orami igeren besiyerlerinde gelismistir. Tresner ve dig., (1968) ve Gottlieb
(1973) tuzlu ortamlarda aktinomisetlerin varligini1 ve yiiksek tuz konsantrasyonuna
olan toleranslarmai ilk olarak belirlemislerdir.

Tuz Golii ve Camalt1 Tuzlasi’nda bulunan mikroorganizmalarin izolasyonu ve
karakterizasyonlari ile ilgili yapilmis bazi1 ¢alismalar bulunmaktadir. Yal¢in (2000)
Tuz Golii’nden izole ettigi 12 adet aerobik halotolerant ve halofilik izolat ile calismis
ve izolatlarindan bazilarin1 Bacillus circulans ve Bacillus licheniformis olarak
tanimlamistir.

Kall1 (2000) yaptig1 calismada Tuz Goliinden izole ettigi 18 adet asir1 halofilik
bakterinin ¢esitli biyokimyasal ve antibiyotiklere duyarlilik testlerini gergeklestirmis
ve bu izolatlarin Halobacterium cinsine ait olabileceklerini ifade etmistir.

Birbir ve Sesal (2003) yaptiklar1 ¢alismada Tuz Golii’'nden izole ettikleri 82
izolattan 32 tanesinin optimum gelisim gosterdikleri tuz, pH ve sicaklik derecelerini
belirleyip bu izolatlarin ¢esitli biyokimyasal testlerini yapmislardir.

Mutlu (2006) ¢alismasinda Tuz Goliiniin 5 farkli noktasindan Agustos 2003-
Ekim 2005 tarihleri arasinda 6rnekleme yapmus, farkli besiyerleri kullanilarak 122
adet aerobik halofilik bakterinin izolasyonunu gergeklestirmis, bazi biyokimyasal ve
antibiyotiklere karsi hassasiyetlerini belirlemistir. Bazi1 izolatlarin toplam hiicre
protein profilleri SDS-PAGE ile ¢ikarilmis ve bu sonuglara gore olusturulan
benzerlik dendogramlari, referans halofillerle ve kendi aralarindaki iliskinin ortaya
konmasini saglamistir.

Giiven ve dig., (2010) Camalt1 Tuzlasinda tuzluluk derecesi farkli 6 havuzdan

alman su orneklerinden izolasyon gerceklestirmis, rastgele segilen 12 izolatin farkl
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karbon kaynaklarmi kullanom durumu, indol, oksidaz, katalaz, jelatinaz, seliilaz,
proteaz, ksilanaz tretimi, Tween 80, amilaz, DNaz aktivitesi gibi fenotipik
ozelliklerini incelemisler, izolatlarin biiytlik olasilikla Bacteria veya Arkea domainine
ait farkl cins ve tiirlerin temsilcileri olabilecegini ifade etmislerdir.

Kushner’e (1985) gore % 1-3 arasinda NaCl konsantrasyonunda gelisenler az
halofiller, % 3-15 aras1 NaCl konsantrasyonunda gelisenler orta derecede halofiller,
% 15’den daha fazla NaCl konsantrasyonunda gelisenler asir1 halofiller olarak
gruplandirilmistir. Bu kritere gore az, orta derecede (1liml1) ve asir1 halofilik olan
aktinomisetleri belirlemek icin farkli tuz konsantrasyonuna sahip izolasyon ortamlar1
kullanilmaktadir.

Daha once yapilan calismalarda halofilik aktinomisetlerin elde edilmesinde
izolasyon besiyerileri olarak farkli tuz konsantrasyonlarina sahip Humik asit vitamin,
Nisasta kazein, GW3, Marin agar kullanilmistir (Meklat ve dig., 2013; Li ve dig.,
2003b; Guan ve dig., 2010; Chen ve dig., 2010). Medium B, C, D, E besiyerleri
halofilik arkelerin elde edilmesinde izolasyon ortami olarak tercih edilmistir (Oren
ve Litchfield, 1999). Farkli ¢alismalarda da nadir aktinomisetlerin elde edilmesinde
izolasyon ortami olarak Humik asit vitamin, Modifiye Bennett’s, Soy-bean meal agar
kullanilmistir (Seong ve dig., 2001; Bredholdt ve dig., 2007). Ayrica SM3 izolasyon
ortam1 Amycolatopsis cinsi izolatlarin izolasyonunda 6zellikle tercih edilmistir (Tan
ve dig., 2006).

Bu caligmada farkli aktinomiset gruplarmin izolasyonu i¢in % 5 ile % 20,6
arasinda degisen oranlarda NaCl ilaveli Humik asit vitamin, Nisasta kazein, SM3,
GW3, Modifiye Bennett’s, Marin, Soy-bean meal agar ve Medium B, C, D, E
besiyerleri kullamlmustir. izolasyon besiyerlerinde gelisen farkli cinslere ait toplam
50 aktinomiset izolaty, izole edildikleri kiiltiir ortamlarinda saflastirilip,
numaralandirilmis ve stoklanmistir (Cizelge 4.1).

Farkli tuz konsantrasyonlarinda (% 0, % 5, % 10, % 15 ve % 20) gelisme
kabiliyetleri  belirlenen izolatlardan Amycolatopsis  cihanbeyliensis  olarak
isimlendirilen BNT52", Streptomyces iconiensis olarak isimlendirilen BNT558",
Streptomyces smyrnaeus olarak isimlendirilen SM3501", Nocardiopsis sp BNT50 ve
BNT5310, Prauserella sp. MC2114 ve Streptomyce sp SM3513, diger izolatlarin
aksine tuzsuz ortamda da biiyiime gosterdikleri tespit edilmistir (Cizelge 4.13).
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Genomik DNA izolasyonu yapilarak 16S rRNA gen bolgesi dizi analizleri
gerceklestirilen 50 izolattan 38 tanesinin Actinobacteria smifinin, diger 12 izolatin
ise Bacilli smifinin iiyesi oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2, Cizelge 4.3).

16S rRNA gen bolgesi dizi verilerinin filogenetik analizleri sonucunda,
Actinopolyspora cinsi tiyesi 11, Amycolatopsis, Prauserella ve Streptomonospora
cinsi iiyesi 1’er, Nocardiopsis cinsi iiyesi 2, Saccharomonospora cinsi liyesi 19,
Streptomyces cinsi iiyesi ise 3 izolat elde edilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3).

Geleneksel mikrobiyolojik  metotlara dayanarak  mikroorganizmalarin
smiflandirilmas1  (morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal) mikroorganizmalarin
taksonomik pozisyonlarmin net bir sekilde belirlenmesini saglayamamaktadir. Bu
nedenle, giinimiizde polifazik taksonomi olarak adlandirilan, molekiiler teknikler
araciligiyla elde edilen bilgilerle morfolojik ve biyokimyasal verilerin bir arada
degerlendirildigi ileri bir yaklasim kullanilmaya baslanmistir (Prakash ve dig., 2007).

Molekiiler bakteri sistematigi ¢aligmalarinda, prokaryotik tiir tanimima gore, bir
izolatin yeni bir tiir olmasi i¢in en yiiksek benzerlik gosterdigi tanimlanmis tiirden %
3 ve lizeri bir oranda 16S rRNA dizi farkliligina sahip olmasi yeterlidir. Sayet,
benzerlik % 3 den daha diisik diizeyde ise % 70’in altinda bir DNA-DNA
hibridizasyon degerine sahip olmasi gerekmektedir (Van damme ve dig., 1996).

16S rRNA dizi analizi tamamlanan test izolatlarmin filogenetik analizlerine
gore en yakin akrabalar1 ile en fazla niikleotit farki gdsteren izolatlara Oncelik
verilerek molekiiler, kemotaksonomik ve fenotipik analizlerin tamamlanmasi ve
literatiire kazandirilmas1 amaglanmuistir.

16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizlerine dayali filogenetik
dendograma gore Actinopolyspora cinsi iiyesi 11 izolatin dort farkli gruba ayrildig:
goriilmektedir. Bunlardan bes iiyeli bir grup olan ve kendi aralarinda % 100 16S
rRNA gen bolgesi niikleotit dizi benzerligi gosteren B17, B18, C22, C243 ve D32
Actinopolyspora izolatlar1 % 99,86 16S rRNA gen bolgesi benzerligi (1422/2 nt
farklilig1) ile Actinopolyspora dayingensis TRM 4064" ile, ikinci dort tiyeli bir grup
olan Actinopolyspora sp. C23, D37, E45 ve SCI1 izolatlar1 ise Actinopolyspora
erythraea YIM 90600" ile birlikte kiimelenmislerdir. Actinopolyspora sp. G5109
izolat1 % 99,22 (1411/11 nt) 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi gosterdigi
Actinopolyspora xinjiangensis TRM 4013" ile Actinopolyspora sp. D31 izolat1 ise
Actinopolyspora alba YIM 90480", Actinopolyspora lacussalsi TRM 40139" ve
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Actinopolyspora righensis H23" ile birlikte kiimelenmislerdir (Sekil 4.4; Cizelge
4.4).

Filogenetik akrabalari ile 16S rRNA gen bolgesi niikleotit farkliligi en ytiksek
izolat olan ve Medium D (% 20,6 NaCl) secici besiyerinden izole edilen
Actinopolyspora sp. D31 izolati, en yakin akrabalar1 4. alba YIM 90480 ile % 98,72
(1485/19 nt), A. lacussalsi TRM 40139" ile % 98,43 (1400/22 nt), A. xinjiangensis
TRM 40136" ile % 98,37 (1410/23 nt), A. righensis H23" ile % 98,32 (1365/23 nt),
A. erythraea YIM 90600" ile % 97,75 (1465/33 nt), A. mzabensis H55" ile % 97,45
(1488/38 nt) 16S rRNA dizi benzerligi bulunmaktadir.

D31 izolati filogenetik dendogramda Actinopolyspora lacussalsi TRM 40139,
Actinopolyspora righensis H23" ve Actinopolyspora alba KCTC 19119" ile birlikte
ayr1 bir kiime olusturmakta ve bu ¢ tip tiirii ile % 3’ten daha diisiik degerde 16S
rRNA gen bolgesi niikleotit farkliligi gosterdiginden, taksonomik durumunun
belirlenmesi i¢in gergeklestirilen DNA-DNA homoloji testi sonucunda % 93,9 gibi
yiliksek oranda DNA-DNA hibridizasyon 6zdesligine sahip oldugu Actinopolyspora
alba’nin genotipik olarak bir iiyesi oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Tiir taniminda “altin standartlar” olarak kabul edilen 16S rRNA gen bolgesi
niikleotit dizi ve DNA-DNA hibridizasyonu verilerine gére Actinopolyspora alba
olarak tanimlanan D31 izolati, kemotaksonomik ve fenotipik 6zellikler bakimindan
da Actinopolyspora alba tip tiirlinlin karakteristik 6zellikleri ile biiyiik bir uyumluluk
icinde oldugu belirlenmistir. Tiirtin 6zelliklerinde oldugu gibi D31 izolatinin hiicre
duvarinda mezo-diaminopimelik asit ve karakteristik olarak arabinoz ve galaktoz
sekeri de icermektedir (Tang ve dig., 2011). Benzer sekilde major yag asiti anteiso
Ci7.0, baskin menakinonu MK-9 (Hy) diir. Actinopolyspora sp. D31 izolatina ait
molibdofosforik asit ile spreylenmis polar lipit profili fosfatidilkolin (PC),
difosfatidilgliserol (DPG), dort glikolipit (GL) ve ii¢ fosfolipitten (PL)
olusmaktadir (Cizelge 4.12). Actinopolyspora alba YIM 90480" tiiriine ait
molibdofosforik asit ile spreylenmis polar lipit profili difosfatidilgliserol (DPQ),
fosfatidilkolin (PC), bilinmeyen fosfolipit (PL), bilinmeyen fosfoglikolipid (PGL),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositolmannositten (PIM) olusmaktadir (Tang ve
dig., 2011). Actinopolyspora sp. D31 izolat1 diiz ylizeye sahip ¢ubuk sekilli sporlar
ihtiva etmektedir (Sekil 4.25). Actinopolyspora alba YIM 90480" tiiriiniin sporlar1
diiz yiizeyli oval ya da ¢ubuk sekillidir (Tang ve dig., 2011). Actinopolyspora sp.

D31 izolat1 karbon kaynagi olarak dekstrin, sukroz, ksilitolii kullanirken
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Actinopolyspora alba KCTC 19119 tiirii ise sadece D-mannoz, D-mannitol, Laktoz,
Maltozu kullanabilir. Actinopolyspora sp. D31 izolat1 45 °C sicaklikta gelisim
gdsteremezken en yakin tip akrabasi olan Actinopolyspora alba KCTC 19119 tiirii
45 °C sicaklikta gelisebilmektedir (Cizelge 4.14-4.15).

Actinopolyspora cinsi iiyesi izolatlar ve en yakin tip tiirlerinin ¢ogu karbon
kaynag1 olarak adonitol, D-arabinoz, D-sellobiyoz, D-fruktoz, D-galaktoz, D-
mannoz, dekstrin, iniilin, laktoz, maltoz, sukroz, ksilozu kullanirken D-sorbitol, D-
mannitol, dekstran, L-sorboz, L-glutamik asit ve siiksinik asiti g¢ogunlukla
kullanamazlar. Izolatlarm ¢ogu arbutini, allantoini hidroliz ve nitrat1 rediikte
edebilirken c¢ogu iireyi hidroliz edemezler. Cins {yelelerinin timi azot
kaynaklarindan L-arjinini kullanirken alfa iso-16sin, L-alanin, L-hidroksiprolin, L-
metiyonin, L-fenilalanin, L-prolin, L-serin, L-valini kullanamazlar. Degredasyon
testlerinde ise cogunun nisasta, Tween 40 ve Tween 80’1t degrade edebildigi
saptanmistir. Fizyolojik testlere gore cins iiyelerinin timii pH 8’de, 28-37 °C
sicaklikta ve % 10-15 tuz konsantrasyonunda gelisim gosterdigi belirlendi (Cizelge
4.14-4.15).

Cihanbeyli tuzlasindan alinan toprak orneginden, modifiye Bennett’s agarda
(% 5 NaCl) izole edilen Amycolatopsis sp. BNT52" izolati, en yakin akrabalari
Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90" ile % 96,65 (1405/47 nt), Amycolatopsis
magusensis KT2025" ile % 96,64 (1458/49 nt), Amycolatopsis sulpurea DSM
46092" ile % 96,61(1444/49 nt), Amycolatopsis dongchuanensis YIM 75904" ile %
96,49 (1455/51 nt), Amycolatopsis ultiminotia RP-AC36" ile % 96,43 (1401/50 nt),
Amycolatopsis sacchari K24" ile % 96,41 (1448/52 nt) 16S rRNA dizi benzerligi
bulunmaktadir. En yakin filogenetik akrabasindan % 3’ten daha yiiksek diizeyde 16S
rRNA gen bolgesi niikleotit farkliligi gostermesi ile yeni bir Amycolatopsis tirii
oldugu  kesinlesen ~BNT52"  izolatmmn  fenotipik ve kemotaksonomik
karakterizasyonu, ilgili akraba tip tiirler1 ile birlikte karsilastrmali olarak
tamamlanmis ve Amycolatopsis cihanbeyliensis BNT52" olarak isimlendirilip
literatiire kazandirilmistir (Tatar ve dig., 2013).

Amycolatopsis cihanbeyliensis BNT52" izolatmmn hiicre duvarida mezo-
diaminopimelik asit bulunmakta olup karakteristik olarak arabinoz ve galaktoz
icermektedir. Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90" hiicre duvarinda mezo-
diaminopimelik asit ve karakteristik seker olarak arabinoz, galaktoz, az miktarda

glukoz, mannoz, ramnoz ve riboz bulunmaktadir (Groth ve dig., 2007). En yakin
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ikinci tip tiirii olan Amycolatopsis magusensis KT2025" tiirii hiicre duvarinda mezo-
diaminopimelik asit bulundurmakta olup karakteristik olarak arabinoz ve galaktoz
sekerlerine de sahiptir (Camas ve dig., 2013).

BNT52" izolatmm major yag asitleri sirastyla % 19,3 ve % 18,6 ile iso Cig
20H ve iso Cie0 oldugu belirlenmistir. En yakin tip tiirleri Amycolatopsis nigrescens
DSM 44992", Amycolatopsis magusensis KT2025" tiirlerinin major yag asitleri
srrasiyla, % 29,6, % 17,5 iso Cjgo olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8). A.
cihanbeyliensis BNT52" izolatinin baskin menakinonu MK-9(H,) (% 85) tipindedir
(Cizelge 4.12). En yakin akrabalari Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90" ve
Amycolatopsis magusensis KT2025" tiirlerinin baskin menakinonu sirasiyla MK-
11(Hy) (63 %) ve MK-9(H4) (63 %) tipindedir (Groth ve dig., 2007; Camas ve dig.,
2013).

A.cihanbeyliensis BNT52" izolatina ait molibdofosforik asit ile spreylenmis
polar lipit profili difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidilmetiletanolamin (PME),
fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilinositol (PI), fosfolipit (PL), aminolipit (AL)
olarak belirlenmistir (Sekil 4.13). Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90" tiiriiniin
polar lipit profili difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidiletanolamin (PE),
hidroksifosfatidiletanolamin (OH-PE), fosfatidilgliserol (PG), fosfotidilinositol (PI),
fosfatidilserin (PS), glikolipitten (GL) olusmaktadir (Groth ve dig., 2007).
Amycolatopsis magusensis KT2025" tiiriiniin polar lipit profili fosfatidiletanolamin
(PE), fosfatidilgliserol (PG), fosfotidilinositol (PI), hidroksifosfatidiletanolaminden
(OH-PE) olusmaktadir (Camas ve dig., 2013). BNT52" izolat1 yiizeyi diiz ¢ubuk
sekilli sporlara sahiptir (Sekil 4.25). Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90" ve
Amycolatopsis magusensis KT2025" tiirleri de cubuk sekilli sporlara sahiptir (Groth
ve dig., 2007; Camas ve dig., 2013).

Amycolatopsis cinsi tiyesi A. cihanbeyliensis BNT52" izolat1 ve tip tiirlerinin
hepsi D-sellobiyoz, D-fruktoz, D-galaktoz, D-mannoz, D-mannitol, ksilitol, ksilozu
kullanirken dekstrani kullanamazlar. Cins iiyelerinin ¢ogu iireyi hidroliz edebilirler
ve azot kaynaklarindan glisin, L-alanin, L-arjinin, L-histidin, L-prolin, L-serini
kullanirlar. Ayrica A. cihanbeyliensis BNT52" izolat1 ve tip tiirleri Tween 40’1
degrade edebilir. Fizyolojik testlere gore cins liyelerinin timii pH 6-8’de, 28-37 °C
sicaklikta ve % 1-5 tuz konsantrasyonunda gelisim gosterdigi belirlendi (Cizelge

4.14-4.15).
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Kendi aralarinda % 95,79 (1473/62 nt) 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi
benzerligi gosteren Nocardiopsis cinsi iiyesi BNT50 ve BNT5310, en yakin akraba
tiirleri olan Nocardiopsis halophila KCTC 9825" ve Nocardiopsis dassonvillei subsp.
dassonvillei DSM 431117 ile sirasiyla % 99,46 (1474/8 nt) ve % 99,80 (1478/3 nt)
16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi benzerligi gostermektedir.

Nocardiopsis cinsi liyesi BNT50 ve BNT5310 izolatlarinin her ikisi de L-
arabinoz, D-sellobiyoz, D-galaktoz, D-mannitol, laktoz, maltoz, sukrozu karbon
kaynag1 olarak kullanirken adonitol, D-fruktoz, D-sorbitol, D-mannoz, L-sorboz, L-
glutamik asit, ksilitol, ksiloz, siiksinik asiti kullanamazlar. [zolatlarm her ikisi de
arbutini, allantoini hidroliz ve nitrat1 rediikte edebilirken g¢ogu iireyi hidroliz
edemezler. Cins iiyelelerinin tiimii azot kaynaklarindan L-arjinini kullanirken, alfa
1s0-10sin, glisin, L-alanin, L-sistein, L-hidroksiprolin, L-metiyonin, L-fenilalanin, L-
prolin, L-serin, L-treonin, L-valini kullanamazlar. Degredasyon testlerinde ise kazein
ve nisastayr degrade edebildikleri gozlenmistir Fizyolojik testlere gore cins
iiyelerinin tiimii pH 5-11°de, 28-37 °C sicaklikta ve % 0-10 tuz konsantrasyonunda
gelisim gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.16-4.17).

Prauserella cinsi MC2114 izolatinin en yakm tip tiiri olan Prauserella
aidingensis YIM 90636 ile arasinda % 99,52’lik (1451/7 nt) 16S rRNA gen bolgesi
dizi benzerligine rastlanmigtir.

Prauserella cinsi liyesi MC2114 izolat1 test i¢in kullanilan tiim karbon ve azot
kaynaklarini kullanmaktadir. Allantoini hidroliz ve nitrat1 rediikte edebilirken arbutin
ve lire hidrolizi negatiftir. Nisasta ve Tween 40’1 degrade eden MC2114 izolat1 4-12
pH da, 28-45 °C sicaklikta ve % 0-20 tuz konsantrasyonunda gelisim géstermektedir
(Cizelge 4.16-4.17).

Saccharomonospora  cinst  liyesi 19  izolatimn  Saccharomonospora
paurometabolica YIM 90007 tip tiirii ile arasmda % 99,39-99,86 (2-9 nt) arasinda
degisiklik gosteren 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligine rastlanmistir.

Saccharomonospora cinsi iiyesi izolatlar ve en yakm tip tiirii cogunlukla D-
galaktoz ve laktozu kullanabilirken D-fruktoz, D-mannoz, L-sorboz, L-glutamik asit,
ksilitol, siiksinik asiti kullanamazlar. Izolatlarin ¢ogu arbutini hidroliz ve nitrati
rediikte edebilirken ¢ogu allantoini ve lireyi hidroliz edemezler. Cins iiyelelerinin
timii azot kaynaklarindan L-arjinini kullanirken, alfa iso-16sin, glisin, L-alanin, L-
sistein, L-histidin, L-hidroksiprolin, L-metiyonin, L-fenilalanin, L-prolin, L-serin, L-

valini kullanamazlar. Degredasyon testlerinde ise ¢ogu nisasta, Tween 40’1 degrade
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edebilir. Fizyolojik testlere gore cins liyelerinin tiimii pH 8’de, 28-37 °C sicaklikta ve
% 10-15 tuz konsantrasyonunda gelisim gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.16-4.17).

Tuz golii toprak 6rneginden ve modifiye Bennett’s agardan (% 15 NaCl) izole
edilen Streptomonospora sp. BN506 izolati, en yakin akrabalar1 Streptomonospora
halophila YIM 91355" ile % 98,14 (1451/27 nt farklilik) ve Streptomonospora
arabica S186" ile % 97,89 (1376/29 nt farkhilik) 16S rRNA dizi benzerligi
bulunmaktadir.

Streptomonospora sp. BN506 izolat1 Sekil 4.9°da dendogramda sirasiyla
aralarinda % 98,14 (1451/27 nt) ve % 97,89 (1376/29 nt) 16S rRNA dizi benzerligi
bulunan Streptomonospora halophila YIM 91355" ve Streptomonospora arabica
DSM S186" ile kiimelenmis olup Streptomonospora arabica DSM 45083" ve
Streptomonospora halophila YIM 91355" ile DNA-DNA hibridizasyonu yapilmustir.
BN506 izolatimin Streptomonospora arabica DSM 45083" ile % 62,7 ve
Streptomonospora halophila DSM 45075" ile de % 52.8’lik bir DNA-DNA
hibridizasyon degeri elde edilmistir (Cizelge 4.7). Streptomonospora sp. BN506
izolat, cinsin karakteristik Ozelliklerine uygun olarak hiicre duvarinda mezo-
diaminopimelik asit igermekte olup tiim hiicre hidrolizatlarinda galaktoz, glukoz ve
riboz sekerleri yer almaktadir (Cai ve dig., 2008; Zhang ve dig., 2013b). Major yag
asitleri swrasiyla anteiso Ci7.9 ve iso Cie.0, baskin menakinon tipi MK-10(Hg) (% 57)
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12). Streptomonospora sp. BN506 izolatma ait
molibdofosforik asit ile spreylenmis polar lipit profili difosfatidilgliserol (DPG),
fosfatidilgliserol (PG), fosfatidilkolin (PC), fosfolipit (PL), ii¢ adet glikolipitten(GL)
olusmaktadir (Sekil 4.14). Streptomonospora halophila YIM 91355" tiiriiniin polar
lipit profili difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidilgliserol (PG), fosfatidilkolin (PC),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositolmannositten (PIM) ve bir fosfolipitten
olusurken, Streptomonospora arabica S186" ise difosfatidilgliserol (DPG),
fosfatidilgliserol ~ (PG), fosfatidilkolin  (PC), fosfatidilinositol  (PI),
fosfatidilinositolmannositten (PIM), fosfatidilmetiletanolamin (PME), iki glikolipit
ve iki fosfolipit icermektedir (Cai ve dig., 2008; Zhang ve dig., 2013Db).
Streptomonospora sp. BN506 izolati ise diiz ylizeyi bulunan ¢ubuk seklinde sporlara
sahiptir (Sekil 4.25). Streptomonospora halophila YIM 91355" tiiriiniin spor
morfolojisinde ise aerial ve substrat miselyumlar1 iyi gelismis olup fragment
olusturmazlar, diizden kivrimliya kadar degisiklik gosteren spor zincirlerine sahiptir.

Aerial miselyumlar stliinde tekli sporlar oval-silindirik  seklinde olup
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Streptomonospora arabica S186" tirinde ise fragmentli dallanmus bir substrat
meydana gelmis olup, aerial miselyumlar kirisik yiizeyli cubuk sekilli sporlar
olusturmaktadir (Cai ve dig., 2008; Zhang ve dig., 2013b).

Streptomonospora cinsi iiyesi BN506 izolat1 ve tip tiirlerinin hepsi D-arabinoz,
L-arabinoz, D-sellobiyoz, D-fruktoz, D-galaktoz, D-mannoz, D-mannitol, dekstrin,
iniilin, laktoz, maltoz, sukroz, ksilozu kullanma kabiliyetleri gézlenirken, D-sorbitol,
dekstran, L-glutamik asit ksilitolu kullanamazlar. Streptomonospora cinsi iiyesi
BN506 izolat1 ve en yakin tip tiirleri arbutini hidroliz edebilirken ¢ogu allantoin, iire
hidrolizinde ve nitrat indirgemede negatiftir. Cins iiyelelerinin tiimii azot
kaynaklarindan L-arjinini kullanirken, alfa iso-16sin, glisin, L-alanin, L-sistein, L-
metiyonin, L-prolin, L-serin, L-treonin, L-valini kullanamazlar. Degredasyon
testlerinde ise hepsi nisastayr degrade edebilmistir. Fizyolojik testlere gore cins
iiyelerinin timii pH 4-8’de, 28-37 °C sicaklikta ve % 4-20 tuz konsantrasyonunda
gelisim gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.16-4.17).

Tuz goli yakinindan alman bir toprak Orneginden ve Modifiye Bennett’s
agardan (% 5 NaCl) izole edilen Streptomyces sp. BNT558" izolaty, en yakin
akrabalar1 Streptomyces albiaxialis NRRL B-24327" ile % 98,91 (1471/16 nt),
Streptomyces daliensis YIM 31724 ile % 98,37 (1471/24 nt), Streptomyces
sclerotialus DSM 430327 ile % 98,15 (1461/27 nt), Streptomyces rimosus subsp.
rimosus ATCC 10970" ile % 98,10 (1471/28 nt), Streptomyces ramulosus NRRL B-
27147 ile % 98,02 (1466/29 nt), Streptomyces olivaceiscleroticus DSM 40595" ile %
98,02 (1465/29 nt) ve Streptomyces niger NBRC 13362" ile % 98,02 (1464/29 nt)
16S rRNA dizi benzerligi bulunmaktadir.

Streptomyces sp. BNT558" izolat1 Sekil 4.10°daki dendogramda aralarinda %
98,91 16S rRNA dizi benzerligi bulunan Streptomyces albiaxialis NRRL B-24327"
ile birlikte ayr1 bir kiime olusturmustur. BNT558" izolatinin Streptomyces albiaxialis
DSM 41799" ile % 18,4 gibi ¢ok diisiik bir DNA-DNA hibridizasyon degeri elde
edilmistir (Cizelge 4.7).

Streptomyces sp. BNT558" izolatinin hiicre duvarinda LL-diaminopimelik asit
bulunmakta olup tiim hiicre hidrolizatlarinda riboz, mannoz, fukoz ile az miktarda
glukoz ve galaktoz bulunmaktadir (Cizelge 4.12). Streptomyces sp. BNT558" izolati
ve en yakin akraba tip tiirleri Streptomyces albiaxialis DSM 41799 ve Streptomyces
ferralitis DSM 41836" ile yapilan yag asiti analizlerinde major yag asiti sirastyla %

46,52, % 31,15 ve % 23,18 anteiso Cis, olarak tespit edilmistir. Sekil 4.18’deki
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HPLC kromatogramlarina gore BNT558" izolatlarinin baskin menakinon tipi MK-
9(He) (% 54) olarak belirlenmistir. BNT558" izolatina ait molibdofosforik asit ile
spreylenmis polar lipit profili difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidiletanolamin (PE),
fosfatidilinositol (PI), aminofosfolipit (PN), glikolipitlerden (GL) olusmaktadir
(Sekil 4.15). Streptomyces sp. BNT558" izolat1 zincir seklinde sigilli ylizeyi olan
sporlara sahiptir.

Camalt1 tuzlas1 birinci havuzu sedimentinden ve SM3 (% 15 NaCl) segici
besiyerinden izole edilen Streptomyces sp. SM3501" izolaty, en yakin akrabalari
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748" ile % 98,43 (1464/23 nt),
Streptomyces ginglanensis 172205" ile % 98,37 (1472/24 nt), Streptomyces albus
NRRL B-2365" % 97,76 (1472/33 nt), Streptomyces hygroscopicus subsp.
hygroscopicus NRRL 2387" % 97,54 (1463/36 nt) ve Streptomyces sporocinerus
NBRC 100766" % 97,54 (1463/ 36 nt) 16S rRNA dizi benzerligi bulunmaktadir.
Camalt1 tuzlasi birinci havuzdan alinan sediment 6rneginden ve SM3 (% 15 NaCl)
secici besiyerinden izole edilen Streptomyces sp. SM3513 izolati, en yakin akrabalar1
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748" ile % 98,64 (1466/20 nt),
Streptomyces qinglanensis 172205" ile % 98,03 (1470/29 nt) 16S rRNA dizi
benzerligi bulunmaktadir.

SM3501" izolat1 Sekil 4.10°da dendogramda sirasiyla aralarinda % 98,43
(1464/23 nt), % 98,37 (1472/24 nt) ve % 97,76 (1472/33 nt) 16S rRNA dizi
benzerligi bulunan Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748", Streptomyces
ginglanensis 172205" ve Streptomyces albus NRRL B-2365" ile dendogramda
birlikte yer almaktadir. SM3501" izolatnin bu tammlanmus tiirler ile DNA-DNA
homoloji sonuglar1 sirasiyla % 32,8, % 46,2, % 47,7 olarak elde edilmistir (Cizelge
4.7). Filogenetik dendogramda birlikte kiimelenen SM3501" ve SM3513 izolatlar
arasinda % 98,99 (1478/15 nt) 16S rRNA dizi benzerligi bulunmakta ve % 87,6
DNA-DNA hibridizasyonu gostermelerinden dolayr aym tiirtin lyeleri olarak
degerlendirilmektedir.

Streptomyces sp. SM3501", Streptomyces sp. SM3513 izolatlarinin hiicre
duvarinda LL-diaminopimelik asit bulunmakta olup Streptomyces sp. SM3501",
Streptomyces sp. SM3513 izolatlarinin hiicre duvarinda glukoz, galaktoz, riboz ve az
miktarda mannoz goriilmektedir. Streptomyces sp. SM3501°, Streptomyces sp.
SM3513 izolatlarmin en yakin tip tiirleri olan Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi

NBRC 12748" ve Streptomyces albus NRRL B-2365' hiicre duvarmnda LL-
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diaminopimelik asit bulundururken Streptomyces ginglanensis 172205" ise hem LL-
diaminopimelik asit hem de mezo-diaminopimelik asite sahiptir (Lanoot ve dig.,
2002; Hu ve dig., 2012; Labeda ve dig., 2014). Streptomyces sp. SM3501", SM3513
izolatlarinin major yag asitleri ise swrastyla % 37,27 ve % 34,10 anteiso C;s. olarak
tespit edilmistir (Cizelge 4.12). Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi KCTC 9758 tiirii
% 26,69 iso Cieo ve % 26,63 anteiso Ciso major yag asitlerine sahipken,
Streptomyces ginglanensis DSM 42035 tiirii % 33,54 iso Cig0 ve % 17,28 anteiso
Cis.0 ve Streptomyces albus NRRL B-2365" ise sirasiyla % 28,21 anteiso Cis.o ve %
22,26 iso Cie:0 major yag asitlerine sahiptir (Cizelge 4.9). Sekil 4.17°deki HPLC
kromatogramlarma gére SM3501" izolatlarmm baskin menakinon tipi sirastyla MK-
9(Hg) (% 51) olarak belirlenmistir. Ayrica SM3513 izolatinin baskin menakinonu da
MK-9(Hs) (% 46) tipindedir (Cizelge 4.12). Streptomyces sp. SM3501" ve
Streptomyces sp. SM3513 izolatlarinin yakin akrabalar1 olan Strepfomyces
ginglanensis 172205 ve Streptomyces albus NRRL B-2365" tiirlerinin her ikisi de
MK-9(Hg) ve MK-9(Hg) baskin menakinonlarina sahiptir (Hu ve dig., 2012).
SM3501" izolatina ait molibdofosforik asit ile spreylenmis polar lipit profili
difosfatidilgliserol (DPG),  fosfatidilgliserol (PG), fosfatidiletanolamin (PE),
fosfatidilinositol (PI), atipik aminolipit (AL, atyp) aminolipit (AL), iki glikolipit
(GL) olarak belirlenmistir (Sekil 4.16). Ayrica SM3513 izolatina ait molibdofosforik
asit ile spreylenmis polar lipit profili difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidilgliserol
(PG), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilinositol (PI), atipik aminolipit (AL, atyp),
aminolipit (AL), iki glikolipit (GL) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12).
Streptomyces sp. SM3501" ve Streptomyces sp. SM3513 izolatlarinin yakin akrabasi
olan  Streptomyces  ginglanensis  172205"  tiriniin  polar lipit  profili
fosfatidiletanolamin (PE), aminolipit (AL), fosfolipit (PL) iken, Streptomyces albus
NRRL B-2365" tiiriiniin fosfatidiletanolamin (PE), difosfatidilgliserol (DPG),
aminolipit (AL), fosfolipitten (PL) olugmaktadir (Hu ve dig., 2012). Streptomyces sp.
SM3501" izolat1 yiizeyi diiz spiral sekilli sporlara sahipken, Streptomyces sp.
SM3513 izolat1 diiz yiizeyi bulunan oval zincir sekilli sporlara sahiptir (Sekil 4.25).
Streptomyces sp. SM3501" ve Streptomyces sp. SM3513 izolatlarmin en yakin
akraba tiirleri olan Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748" vyiizeyi diiz
spiral sekilli sporlara sahip, Streptomyces ginglanensis 172205 yiizeyi diiz eliptik ya
da kisa gubuk sekilli ve Streptomyces albus NRRL B-2365" ise diiz yiizeyli oval
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sekilli bir spor morfolojisine sahiptir (Lanoot ve dig., 2002; Hu ve dig., 2012;
Pridham ve Lyons, 1961).

Streptomyces cinsi iiyesi izolatlar ve en yakin tip tiirlerinin hepsi karbon
kaynag1 olarak D-fruktoz, D-galaktoz, D-mannoz, D-mannitol, dekstrin, laktoz,
maltoz, ksilozu kullanabilirken dekstran, L-sorboz ve L-glutamik asiti
kullanamamaktadir. Streptomyces cinsi iiyesi izolatlar ve en yakin akraba tiirleri
arbutini hidroliz edebilirken ¢ogu {iireyi hidroliz ve nitrat1 rediikte edemezler. Cins
iiyelerinin hepsi L-alanin, L-arjinin azot kaynaklarini, ¢ogu alfa izoldsin, glisin, L-
prolin, L-serin, L-treonin, L-valin azot kaynaklarin1 kullandig1 belirlendi.
Degredasyon testlerinde ise ¢ogunun adenin, nisasta, Tween 40 ve Tween 80’1
degrade edebildigi gozlenmistir. Fizyolojik testlere gore cins iiyelerinin tiimii pH 6-
10°da, 28-45 °C sicaklikta ve % 0-5 tuz konsantrasyonunda gelisim gosterdigi
belirlendi (Cizelge 4.14-4.15).

Tiim izolatlarmn kiiltiirel ve morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla ISP
2, ISP 3, ISP 4, ISP 5, ISP 6, ISP 7 ve Modifiye Bennett’s agar yiizeyine inokiile
edilmistir (Cizelge 4.18-4.24). Tiim izolatlar Modifiye Bennett’s agarda 1yi gelisim
gosterirken, izolatlarin ¢ogu ISP 6 besiyerinde pek iy1 gelisim gosterememistir.

Bakteriler tarafindan sentezlenen antimikrobiyal maddelerin tarama
calismalarinda klasik yaklasimlar yerine giiniimiizde alternatif molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. Klasik yOntemde, fermentérde kiiltiire edilen organizma
antimikrobiyal aktivite bakimimdan test edilir. Alternatif metotta ise biyoaktif
bilesiklerin sentezini kontrol eden biyosentetik genlerin taramasi yapilmaktadir.
Modiiler PKS-I, PKS-II ve nonribozomal peptid sentetaz (NRPS) gen kiimeleri,
aktinomisetlerde ¢ok sayida yapisal olarak birbirinden farkli sekonder metabolitlerin
sentezinden sorumlu gen kiimeleridir. PKS-I, PKS-II ve NRPS gen bdlgeleri i¢in
ozel dizayn edilmis primerlerle biyosentetik enzimlerin hizli ve dogru bir sekilde
belirlenmesi saglanacaktir.

Antimikrobiyal aktivite testi sonucunda 20 izolatin en az bir mikroorganizmaya
kars1 aktivite gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.25). Test izolatlarn 37 tanesinin
NRPS gen bdlgesine sahip oldugu ancak bu izolatlardan sadece 20’sinde
antimikrobiyal aktivitenin varlig1 tespit edilerek her ikisi arasinda dogrudan bir iliski
olmadig1 sonucuna varilmistir (Cizelge 4.26).

Gonzalez ve dig. (2005), likenlerden izole ettikleri 337 aktinomiset izolatinin

PKS-I, PKS-II ve NRPS genlerinin varhigint dejenere PZR primerleriyle
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arastrmislardir. izolatlarmm; % 62,6’sinda PKS-I, % 64,7’sinde PKS-II ve %
58,5’inde NRPS biyosentetik genlerinin varligini tespit etmigler. Buna ragmen,
izolatlarm % 27’si antibakteriyel ve antifungal aktivite gostermistir.

Yapilan ¢aligmada 38 izolatin 37’sinde NRPS gen bolgesi, 14’iinde PKS-I gen
bolgesi ve sadece 5 izolatta PKS-II gen bdlgesi bulunmaktadir. Izolatlarm 3
tanesinde ise lic gen bdlgesi bir arada bulunmaktadir (Sekil 4.30, Cizelge 4.26).

BNT52", SM3501" ve SM3513 izolatlarmmn NRPS, SM3501", SM3513
izolatlarinin PKS-I gen bolgeleri klonlanarak sekans analizi gergeklestirildi. Analiz
edilen klonlara gére Amycolatopsis sp. BNT52" izolatinin NRPS genlerinin 2 farkl,
Streptomyces sp. SM35017 ve SM3513 izolatlarinn NRPS genlerinin 1’er farkh
adenilasyon domaini igerdigi belirlenirken, SM3501" ve SM3513 izolatlarmm PKS-I
genlerinin 1’er farkli ketosentaz domaini igerdigi tespit edildi (Cizelge 4.27-4.28).

BLASTx programi kullanilarak elde edilen sonuglara gére NRPS gen bolgesi
iceren BNT52" izolatinda iki farkli grup Adenilasyon domaini tespit edilmistir. Buna
gore birinci grup olan BNTS52-1 Adenilasyon domaini Streptomyces griseus
XylebKG-1" tiiriiniin adenilasyon domain proteinine % 75 benzerlik gosterirken,
ikinci grup BNT52-2 Adenilasyon domaini Amycolatopsis mediterranei U32" tiiriine
ait olan ribozomal olmayan peptit sentetaza % 72 benzerlik gdstermektedir.
SM3501" izolatindaki adenilasyon domaini Streptomyces acidiscabies tiiriine ait
ribozomal olmayan peptit sentetaza % 64 benzerlik gosterirken, SM3513 izolatinin
adenilasyon domaini ise Streptomyces parvus’a ait ribozomal olmayan peptit
sentetaza % 99’luk benzerlik gostermistir.

PKS-I gen bolgesine sahip olan SM3501" izolatmmn ketosentaz domaini
Streptomyces diastatochromogenes tiiriine ait PokM1 proteinine % 43 benzerlik
gostermekte olup alinan sonu¢ bu dizinin yeni bir proteini kodlayan gene ait
olabilecegini disiindiirmektedir. SM3513 izolatina ait ketosentaz domaini
Streptomyces hygroscopicus’un Ketosentaz/metil-malonil-CoA transferazina % 100
benzerlik gostermistir.

Biyosentetik gen kiimelerine ait domainlerde % 70’in altinda olan BLASTx
homolojilerinde, arastirilan amino asit dizisinin yeni bir gene ait oldugu bazi
arastirmacilar tarafindan ileri striilmistiir (Zhang ve dig., 2009, Komaki ve dig.,

2009).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda Tirkiye’de Tuz Goliinlin (Sereflikochisar/Ankara) farkl
bolgelerinden alman toprak ve sediment drnekleri ile Camalti Tuzlas1 (Izmir) ve
Sirvan (Siirt) tuzlu topragindan alman 6rneklerden % 5 ile % 20,6 arasinda degisen
oranlarda NaCl ilaveli Humik asit vitamin, Nisasta kazein, SM3, GW3, Modifiye
Bennett’s, Marin, Soy-bean meal agar ve Medium B, C, D, E besiyerleri kullanilarak
farkli aktinomiset gruplarmin izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen toplam 38
izolat kiiltiirii yapilip, saflastirildiktan sonra da stoklandi. 38 izolatin 16S rRNA gen
bolgesi dizi analiz sonuglarina gore 11°1 Actinopolyspora cinsi liyesi, 1 tanesi
Amycolatopsis, 2’si  Nocardiopsis cinsi lyesi, 1’1 Prauserella ve 19°u
Saccharomonospora cinsi Uiyesi, 1’1 Streptomonospora cinsi iyesi, 3 tane izolatinda
Streptomyces cinsi iiyesi oldugu tespit edilmistir.

Polifazik karakterizasyon yaklasimma gore 16S rRNA gen bolgesi filogenetik
analizlerine ek olarak tiir bazinda tanimlama yapmak i¢in DNA-DNA hibridizasyon
calismalarinin yapilmasi, fenotipik ve kemotaksonomik analizlerin gerceklestirilmesi

gerekmektedir.

5.1 Sonuclar

Yapilan ¢caligmalar sonucunda en yakin filogenetik akrabasi ile 47 niikleotit farkliliga
(% 96,65) sahip olan BNT52" izolatmm tiim genotipik, kemotaksonomik ve
fenotipik analizleri tamamlanmis ve Amycolatopsis cihanbeyliensis ismiyle
yayimlanarak literatiire kazandirilmistir.

D31 izolat1 ile en yakin tip tirii olan Actinopolyspora alba YIM 90480"
arasinda % 98,72 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi bulunmaktadir. Yapilan
DNA-DNA hibridizasyon sonuglarina goére % 93,9’luk bir deger ortaya ¢ikmis ve
D31 izolatmin yent tiir olmadigina karar verilmistir.

Kendi aralarinda % 100 16S rRNA gen bodlgesi niikleotit dizi benzerligi
gosteren B17, B18, C22, C243 ve D32 Actinopolyspora izolatlar1 Actinopolyspora
dayingensis TRM 4064" ile % 99,86 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi
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gostermistir. Dendogramda ise birlikte kiimelenmislerdir. Actinopolyspora cinsi
iiyesi olan diger 5 izolatlar ile en yakin filogenetik akraba tiirler arasinda 1-14 nt
farklilik bulunmaktadir.

Kendi aralarinda % 95,79 (1473/62 nt) 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi
benzerligi gosteren Nocardiopsis cinsi liyesi BNT50 ve BNT5310 izolatlar1 en yakin
akraba tiirleri olan Nocardiopsis halophila KCTC 9825" ve Nocardiopsis
dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111" ile aralarinda sirastyla % 99,46 ve %
99,80’lik 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi sergilemektedir.

Prauserella sp. MC2114 izolatinin en yakin tip tiirii Prauserella aidingensis
YIM 90636" ile arasmda % 99,52°lik bir 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi
(1451/7 nt farklilik) bulunmaktadir.

16S rRNA gen bolgesi dizi analizine gore Saccharomonospora cinsi iyesi 19
izolatin Saccharomonospora paurometabolica YIM 90007 tip tiirii ile aralarinda 2-9
nt farklilik tespit edilmistir.

BN506 izolat1 dendogramda sirasiyla aralarmda % 98,14 ve % 97,89 16S
rRNA dizi benzerligi bulunan Streptomonospora halophila YIM 91355" ve
Streptomonospora arabica DSM 45083" ile kiimelenmis olup Streptomonospora
arabica S186" ile % 62,7 ve Streptomonospora halophila YIM 91355 ile de %
52,8’lik bir DNA-DNA hibridizasyon degeri ile bu izolatm tiir statiisiinde yeni bir
takson oldugu belirlenmistir. Streptomonospora sp. BN506 izolatmin fenotipik ve
kemotaksonomik karakterizasyonu calismalar1 devam etmekte olup yakin bir
gelecekte literatiire kazandirilacaktir.

En yakin filogenetik akrabasi ile 16 niikleotit farkliliga (% 98,91) sahip olan
BNT558" izolati, 23 niikleotit farkliliga (% 98.,43) sahip olan SM3501" izolatinin
tiim genotipik, kemotaksonomik ve fenotipik analizleri tamamlanmis olup BNT558"
izolat1 Streptomyces iconiensis ve SM3501" izolat1 da Streptomyces smyrnaeus
olarak isimlendirilmis ve International Journal of Systematics and Evolutionary

Microbiology dergisinde literatiire kazandirilmistir (Tatar ve dig., 2014).

5.2 Oneriler

BN506 izolat1 en yakin filogenetik akrabasina 16S rRNA dizi benzerligi bulunan
Streptomonospora halophila YIM 91355" ve Streptomonospora arabica DSM
45083" ile kiimelenmis olup DNA-DNA hibridizasyon caligmalar1 sonucu izolatin
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yeni tiir oldugu belirlenmistir. Streptomonospora sp. BN506 izolatinin fenotipik ve
kemotaksonomik karakterizasyon ¢aligmalar1 tamamlanmis olup en kisa zamanda
literatiire kazandirilacaktir.

NRPS gen bélgesine sahip olan SM3501" izolatindaki adenilasyon domaini
Streptomyces acidiscabies tiiriiniin ribozomal olmayan peptit sentetazina % 64
benzerlik gosterirken PKS-I gen bélgesine sahip olan SM3501" izolatmim ketosentaz
domaini Streptomyces diastatochromogenes tiirline ait PokM1 proteinine % 45
benzerlik gostermektedir. Bundan sonraki klonlama calismalarinda yeni tiir olan
izolatlarin sahip oldugu farkli NRPS, PKS-I ve PKS-II gen bdlgelerinin tespiti i¢cin
daha fazla sayida klon alinarak, dizi analizleri gerceklestirilecektir. Boylece bu
izolatlardaki NRPS, PKS-I ve PKS-II gen boélgelerinin c¢esitliligi belirlenmis
olacaktir. Bu gen bolgelerinin aydinlatilmasi yeni sekonder metabolitlerin kesfi i¢cin

onemli bir basamak olusturmaktadir.
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EK A

SECICi iZOLASYON BESIiYERLERI

Humik Asit Vitamin Agar (Hayakawa ve Nonomura, 1987)-% 15 NaCl

Humik asit
NaCl

KCl
Na;HPOg4
MgSO4.7H20
CaCoO;
FGSO4.7H20

B vitaminleri (tiamin, riboflavin, niasin,

pridoksin,  kalsiyum

D-pantotenat,

inositol, p-aminobenzoik asit)

Biotin
Agar

Distile su
pH

lg
150 g
1,7¢
0,5¢
0,5¢
0,02 ¢
0,01 g
0,5 mg

0,25 mg
I5¢

1000 ml
7,2

GW3 Medium (Guan ve dig., 2010)- %15 NaCl

Nisasta

Kazein hidrolizat asit
KNO;

CaCoO;

NaCl

KCl

MgClz

Agar

Distile su

pH

50¢g
0,5¢
0,5¢g
0,1g
150 g
20g
2g

18 g
1000 ml
7,0-7,5
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Difco™ Marin Agar 2216 (ZoBell, 1941)-% 15 NaCl

Pepton

Yeast ekstrakt
Demir sitrat
Sodyum klortir
Magnezyum klortir
Sodyum siilfat
Kalsiyum klortir
Potasyum kloriir
Sodyum bikarbonat
Potasyum bromit
Stronyum kloriir
Borik asit

Sodyum silikat
Sodyum floriir
Amonyum nitrat
Disodyum fosfat
Agar

Distile su

pH

50¢g
1,0g
0,1g
150 g
8,8¢g
324 ¢
1,8 ¢
0,55¢g
0,16 g
0,08 g
34,0 mg
22,0 mg
4,0 mg
2,4 mg
1,6 mg
8,0 mg
150¢g
1000 ml
7,6

Nisasta-Kazein Agar (Kiister ve Williams, 1964)- % 15 NaCl

Nisasta (Soluble Starch)

Kazein (Casein)
KNO;

NaCl

MgS0O,. 7H,0
CaCOs

FGSO4. 7H20
% 20’lik K,HPO4

Agar (Difco)
Distile su

pH

10g
03¢g
2g
150 g
0,05¢g
0,02 ¢
0,01 g
10 ml
12¢g
1000 ml
7,0-7,2
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% 20’lik K;HPOy, nisasta ve agar hari¢ diger ortam igerikleri 900 ml saf su igcerisinde
¢oziildi. 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCl ile pH 7,0-7,2’ye ayarlandi. Karigim 1sitilirken
agar eklendi. Olgiilii miktardaki nisasta 100 ml soguk saf su igerisinde ayr1 olarak
¢oziildii ve hazirlanmis sicak besiyerine karistirarak ilave edildi. Hazirlanan besiyeri
500 ml’lik otoklav siselerine 400 ml’ler halinde konularak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilizasyonu saglandi. % 20’lik K,HPO, soliisyonu, besiyerlerinden
ayr1 olarak baska bir sisede otoklavlanarak sterilizasyonu saglandi. Otoklav sonrasi
45-50°C’ye kadar su banyosunda sogutulan besiyerlerine aseptik kosullarda % 20°lik
K,;HPO4’tan 10 ml /L olacak sekilde ilave edildi.

Medyum B (Oren ve Litchfield, 1999)- % 20 NaCl

NacCl 200 g
KCl lg
MgS04.7H,0 20g
FeS04.7H,0 0,02 g
Tri-Na-Sitrat 3g
Kasamino asit 75¢g
Yeast Ekstrakt 0,5¢g
Distile Su 1000 ml

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Medyum C (Oren ve Litchfield, 1999)- % 17,5 NaCl

NaCl 175 g
MgCl,.6H,0 20g
K>SO4 5¢g
CaCL.2H,0 0,1 ¢g
Yeast Ekstrakt S5¢g
Distile Su 1000 ml

pH 7,4’e ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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Medyum D (Oren ve Litchfield, 1999)- % 20,6 NaCl

NacCl

KClI
MgS0,4.7H,0
CaCl,.2H,0
MnCl,

Yeast Ekstrakt
Distile Su

206 g
0,37 g
36¢g
0,5¢g
0,013 g
5¢g
1000 ml

pH 7,4’e ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Medyum E (Oren ve Litchfield, 1999)- % 12,5 NaCl

NaCl
MgCl,.6H,0
K2S04
CaCL.2H,0
Yeast Ekstrakt
Kasamino asit
Nisasta
Distile Su

125 g
160 g
5¢g
0,1g
lg

lg

2g
1000 ml

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

SM3 Agar-Gauze’s Agar (Tan ve dig., 2006)- % 15 NaCl

Glukoz
Pepton
Tripton
NaCl
Agar
Distile su
pH

10g
5¢g

3g
150 g
I5¢g
1000 ml
7,2

Tim ortam igerikleri 900 ml distile su icerisinde ¢6ziildii. Daha sonra son hacim

1000 mlI’ye tamamlandi. 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI ile pH 7,0-7,2’ye ayarlandi.

Karigim 1sitilirken agar eklendi. Hazirlanan besiyeri 500 ml’lik otoklavlanabilir

siselere 400 ml’ler halinde konularak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilizasyonu saglandu.
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Soy-bean Meal Agar (Bredholdt ve dig., 2007)-% 15 NaCl

NaCl
Soy-bean meal
KNO;
K;HPO,
MgSOy4

Agar

Distile su

pH

150 g
3g
02¢g
0,5¢g
0,4¢g
20g
1000 ml
7,0-7,5

Modifiye Bennet’s Agar (Jones, 1949) - % 5-10-15 NaCl

NaCl

Yeast Ekstrakt
Lab-lemco
Bacto-casitone
Gliserol

Agar

Distile su

pH

50-100-150 g
lg

0,8 g

2g

10 ml

I5¢

1000 ml
7,2-7,3
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KULTUR ORTAMLARI

Gliserol-asparajin Agar (ISP 5; Shirling ve Gottlieb, 1966) -% 10 NaCl

L-asparajin lg
Gliserol 10g
K,HPO, lg
NaCl 100 g
Trace salts solution 1 ml
Agar 20g
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Agar hari¢ diger ortam igerikleri distile su icerisinde ¢oziildii. pH’s1 7,2°e ayarland1
ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi. Otoklavlanabilir siselere
dokiilerek 121°C’de 15 dakika otoklav edilen besiyeri, su banyosunda 45-50°C’ye
kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.

Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP4; Shirling ve Gottlieb, 1966) -% 10 NaCl

Coziliniir Nisasta (Soluble Starch) 10g
KZHPO4 1 g
MgSO4 7TH,0 1 g
NaCl 100 g
mH4)2SO4 2 g
CaCO; 3g
Trace Salts Solution (Shirling ve Gotlieb, 1966) 1 ml
Agar (Difco) 20g
Distile su 1000 ml
pH 7,0-7,4

Pepton-Yeast Ekstrakt Demir Agar (ISP6; Shirling ve Gottlieb, 1966) -% 10
NaCl

Pepton-Demir Agar 36¢g
Yeast Ekstrakt lg
NaCl 100 g
Distile su 1000 ml

Uygun oranlarda hazirlanan besiyeri karigimi isitilarak eritildi ve 500 ml’lik
otoklavlanabilir siselere 400 ml’ler halinde transfer edilerek 121°C’de 15 dk.
otoklavlandi. Otoklav sonrasi su banyosunda 45-50°C’ye kadar sogutulan besiyeri

aseptik kosullarda petrilere dokiildii.
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Oatmeal Agar (ISP3; Shirling ve Gottlieb, 1966)-% 10 NaCl

Oatmeal 20 g
NaCl 100 g
Agar 18 ¢
Trace salts solution (Shirling ve Gottlieb,1966) 1 ml
Distile su 1000 ml
pH 7,2

Oatmeal (Ticari organik iirtin), 1000 ml saf su icerisinde 20 dakika kaynatilarak
¢oOziildii ve siizgec vasitasiyla siiziildii. Daha sonra, oda 1sisinda sogumaya birakildi
ve soguduktan sonra eksilen su miktar1 tamamlanarak icerisine NaCl ilave edildi.
pH’s1 7,2’ye ayarlandiktan sonra agar ilave edilerek kaynatildi. Hazirlanan besiyeri
500 ml’lik siselerde 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Otoklavdan sonra su
banyosunda 45-50°C’ye kadar sogutulan besiyerlerine aseptik kosullarda Trace Salt

Solution’dan 1 ml /L olacak sekilde ilave edildi ve besiyeri petrilere dokiildii.

Tirozin agar (ISP 7; Shirling ve Gottlieb, 1966) -% 10 NaCl

Gliserol 15¢g
L-Tirosin (Difco) 0,50 g
L-Asparajin (Difco) 1,00 g
KZHPO4 0,50 g
MgSO4 ‘TH,0 0,50 g
NaCl 100 g
FeSO, - 7TH,0 0,01 ¢g
Distile su 1000 ml
Trace salts solution 1,0 ml
Agar 20,0 g
pH 7,2-7,4

Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Agar (ISP 2; Shirling ve Gottlieb, 1966) -% 10

NaCl
Yeast Ektrakt (Difco) 4¢g
Malt Ekstrakt (Difco) 10g
Glukoz 4¢g
NaCl 100 g
Agar 20g
Distile su 1000 ml
pH 7,3
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Agar hari¢ diger ortam igerikleri distile su icerisinde ¢oziildii. pH’s1 7,3’e ayarlandi
ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi. Otoklavlanabilir siselere
dokiilerek 121°C’de 15 dk otoklav edilen besiyeri, su banyosunda 45-50°C’ye kadar
sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.

Karbon Kaynagi Kullanim Ortam (ISP 9; Shirling ve Gottlieb, 1966)

ISP 9-% 10 NaCl ISP 9

(NH4),SO4 2,64 ¢ 2,64 ¢
KH,PO, 2,38 g 2,38 g
K,HPO, 5,65¢g 5,65¢
MgS0O,. 7TH,O lg lg
NaCl 100 g -

Trace Salts Solution ( Pridham ve Gottlieb, 1 ml 1 ml
1948)

Distile su 1000 ml 1000 ml
Agar I5¢g I5¢g
pH: 6,8-7,0 6,8-7,0

Agar ve Trace Salts Soliisyonu hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml distile su
icerisinde c¢oziildi. pH’s1 6,8-7’ye ayarlandi ve karisgima agar ilave edilerek
kaynamaya birakildi. Otoklavlanabilir siselere dokiilerek 121°C’de 15 dk otoklav
edilen besiyeri, su banyosunda 45-50°C’ye kadar sogutuldu ve sogutulan besiyerine,
tindalizasyonla sterilizasyonu saglanmis her bir karbon kaynagi ayr1 olacak sekilde
ilave edildi. Daha sonra besiyerine 1 ml/L konsantrasyonunda Trace Salts

Soliisyonundan ilave edildi ve besiyeri aseptik olarak petrilere dokiildi.

Azot Kaynagi Kullanim Ortam (Williams ve dig., 1983 )

Azot Kaynag1 Kullamm Azot Kaynag1 Kullamm

Ortami-% 10 NaCl Ortam
Glukoz 10g 10g
MgSO4. 7TH,0 0,5¢ 0,5¢
NaCl 100 g 0,5¢g
FeSO,. 7H,O 0,01 g 0,01 g
K>HPO,4 lg lg
Distile su 1000 ml 1000 ml
Agar 10g 10g
pH: 7,4 7,4
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Agar hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml distile su igerisinde ¢oziildi. pH’s1 7,4°e
ayarland1 ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi. Otoklavlanabilir
siselere dokiilerek 121°C’de 15 dk otoklav edilen besiyeri, su banyosunda 45-
50°C’ye kadar sogutuldu ve sogutulan besiyerine tindalizasyonla sterilizasyonu
saglanmis her bir azot kaynagi ayri olacak sekilde aseptik olarak ilave edildi ve

aseptik olarak petrilere dokiildii.

Triptikaz Soy Broth Agar-TSBA (Hawkey ve dig.,1986)

Triptikaz soy broth 30g
Agar I5¢g
Distile su 1000 ml

Uygun oranlarda hazirlanan besiyeri karigimi 1sitmali manyetik karistiric tizerinde

agar eriyinceye kadar karistirildiktan sonra 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.

Luria Bertani Agar-LBA (Bertani, 1951)

Tripton 10g
Yeast Ekstrakt 5¢g
NaCl 10g
Agar I5¢g
Distile su 1000 ml

Agar hari¢ diger ortam igerikleri distile su icerisinde ¢oziildii. pH’s1 7’ye ayarlandi
ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi. Otoklavlanabilir siselere
dokiilerek 121°C’de 15 dakika otoklav edilen besiyeri, su banyosunda 45-50°C’ye
kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.

COZELTILER
0,5M EDTA, pH 8
EDTA(Merck) 186,1 g
ddH,0 1000 ml

800 ml ddH,O igerisine 186,1 g EDTA ve ~ 20 g NaOH pelleti ilave edilerek
manyetik karistirict iizerinde berraklasincaya kadar ¢oziildii. Son hacim ddH,O ile
1000 mI’ye tamamlandi. 100 ml’lik agz1 kapakli cam siselere boliinerek 121 °C’de
15 dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda saklandi.
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1M Tris, pH 8

Tris (Merck) 121,1 g
ddH,O 1000 ml

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

sicakliginda saklandi.

TE tamponu, pH 8
0,5M EDTA, pH 8 (Merck) 2 ml
IM Tris, pH 8 10 ml
ddH,O 1000 ml

Tampon 1000 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapildi. 100 mI’lik agzi
kapakli cam siselere boliinerek 121 °C’de 15 dk otoklavlandi ve oda sicakliginda

sakland..

Lizozim (50 mg/ml)

Lizozim (Sigma) 500 mg
TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) 10 ml

500 mg lizozim 10 ml TE tampon igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. 1,5 ml’lik steril

eppendorf tiiplere 1’er ml boliinerek -20 °C’de kullanim zamanina kadar sakland1.

Proteinaz K (2 mg/ml)
Proteinaz K (AppliChem) 2 mg
TE tamponu 10 ml

2 mg proteinaz K 10 ml TE tamponu igerisinde ¢oziildii. 1,5 ml’lik steril eppendorf

tiiplere 1’er ml boliinerek -20 °C’de kullanim zamanma kadar saklandu.
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7,5 M Amonyum asetat

Amonyum asetat (AppliChem) 57,81 ¢g
ddH,O 100 ml

57,81 g amonyum asetat 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye konularak iizerine
yaklagik 40 ml ddH,O ilave edildi. Son hacim ddH,O ile 100 ml’ye tamamland:.
Manyetik karistirict tizerinde 50 °C sicaklik muamelesi ile berraklasincaya kadar

¢oziildii. Soliisyon 121 °C’de 15 dk otoklav edilerek +4 °C’de saklandi.

%10’luk Sarkosil
N-laurilsarkozin (Sigma) lg
ddH,O 10 ml

1 g N-laurilsarkozin 8 ml ddH,O iceren 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye konularak
manyetik karistirict tizerinde 50 °C sicaklik muamelesi ile berraklagincaya kadar
¢oziildii ve son hacim ddH,O ile 10 mlI’ye tamamlandi. Soliisyon otoklavlanarak

steril edildi ve sisenin etrafi aliiminyum folyo kapatilarak oda sicakliginda saklandu.

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

Guanidin tiyosiyanat (AppliChem) 60 g
ddH,O (otoklav edilmis) 20 ml
0,5 M EDTA, pH 8 20 ml

60 g guanidin tiyosiyanat steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye konuldu ve
iizerine steril 20 ml ddH,O ve 0,5 M EDTA (pH 8) ilave edildi. Soliisyon manyetik
karistiricida 65 °C sicaklik muamelesi ile berraklasincaya kadar ¢oziildii ve oda
sicakliginda soguduktan sonra, N-laurilsarkozinden (% 10 v/v- otoklav edilmis) 5 ml
eklenir. Son hacim steril ddH,O ile 100 ml’ye tamamlanarak 0,45 pm capindaki
membran filtreden gecirildi. Sisenin etrafi aliminyum folyo ile kapatilarak oda

sicakliginda sakland:.

Kloroform-izoamil alkol (24:1 v/v)

Kloroform (Merck) 24 ml
[zoamil alkol (Merck) I ml
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Steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam sise icerisinde steril cam pipetler kullanilarak

soliisyon hazirlandi. Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak +4 °C’de

saklandu.

RNAaz (10 mg/ml)
RNAaz (AppliChem) 10 mg
TE tamponu 10 ml

10 mg RNA az 10 ml TE tamponu igerisinde ¢oziildii. 1,5 ml’lik steril eppendorf

tiiplere 1’er ml boliinerek —20 °C’de saklandi.

8M LiCl,
LiCl, (Merck) 33912 ¢
ddH,O 100 ml

33,912 g LiCl, tartilarak bir beher icerisine konuldu ve iizerine 60 ml ddH,O ilave
edildi. Manyetik karistirict lizerinde 50 °C sicaklik muamelesi ile berraklasincaya
kadar ¢oziildii ve son hacim 100 ml’ye tamamlanarak 100 ml’lik agz1 kapakli cam

siseye konuldu. Soliisyon 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak oda sicakliginda saklandi.

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

Tris 121,10 g
Borik asit (Merck) 61,83 g
EDTA (susuz) 584 g
ddH,O 1000 ml

Soliisyon igerikleri tartildi ve 1000 ml’lik beher icerisine kondu. Igerisine 500 ml
ddH,O ilave edilerek soliisyon manyetik karistirici iizerinde berraklasincaya kadar
tutuldu. Son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. pH 8’e ayarlanarak +4 °C’de saklandi.
1XTBE, pH

10XTBE tamponu 50 ml
ddH,O 450 ml

Agz1 kapakli 400 ml’lik cam sise i¢cine konularak oda sicakliginda tutuldu.
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Brom fenol mavisi (Yiikleme Tamponu)

Brom fenol mavisi 40 mg
(AppliChem)

Gliserol 5 ml
0,5 M EDTA 1,5 ml
ddH,O 3,5 ml

Toplam hacim 10 ml hazirlandiktan sonra eppendorf tiiplere 500 pl seklinde dagitildi

ve +4 °C’de saklanda.

Pridham ve Gottlieb’s Trace Salts Solution ( Pridham ve Gottlieb, 1948)

Bu ¢ozelti, karbon kaynagi kullanim testi ortamlarinin hazirlanmasinda kullanildi.

CuS0Oq4. SH,O 0,64 g
FGSO4. 7H20 0,11 g
Ml’lC12. 4H20 0,79 g
ZnSO;,. 7TH,0 0,15¢
Distile su 100 ml

Ortam igerikleri 100 ml distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dk

otoklavlanarak steril edildi. Otoklav sonras1 +4°C’de saklandi.

Trace Salts Solution (Shirling ve Gottlieb, 1966)
Bu ¢ozelti, Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) ve Oatmeal Agar (ISP 3)

ortamlarmin hazirlanmasinda kullanildi.

FeSO4. 7TH,O 0,1¢g
MnClL. 4H,0 0,1g
ZnS0O4. 7TH,O 0,1g
Distile su 100 ml

Ortam igerikleri 100 ml Distile su igerisinde ¢ozildiikten sonra 121 °C’de 15 dk

otoklav edilerek steril edildi. Otoklav sonrasi +4 °C’de saklandi.
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SOC sivi ortanm (100 ml)

Tripton 20¢g
Yeast Ekstrakt 0,5¢g

1 M NaCl 1 ml

1 M KCI 0,25 ml
2 M Magnezyum stok (filtre ile steril 1 ml
edilmis)

2 M glukoz (filtre ile steril edilmis) I ml
Distile su 100 ml
pH: 7,0

Tripton, Yeast Ekstrakt, NaCl ve KCI, 97 ml distile suya ilave edilerek karistirild1.
pH: 7’ye ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi. Otoklav
sonras1 oda sicakligina gelinceye kadar sogutulduktan sonra filtre ile steril edilmis

Magnezyum stok ve glukoz ilave edildi. Distile suyla 100 ml’ye tamamlanda.

2 M Magnezyum Stok Soliisyonu (100 ml)

MgCl. 6H,0 20,33 ¢
MgSO4 7H20 24,65 g

Ortam icerikleri 100 ml distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra filtre ile steril edildi.

50 mg/ml Konsantrasyonunda Sikloheksimid Stok Soliisyonu:
Sikloheksimid (50 mg/ml) funguslarin besiyeri igerisinde iiremesini engellemek i¢in
katilmistir.

Oncelikle 100 ml’lik otoklava dayanikli bos bir sise 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edildi. Daha sonra ayr1 olarak 100 ml distile su igerisinde 5 g
sikloheksimid ¢oziildii. Sikloheksimid ¢6zeltisi steril bir enjektore ¢ekildi ve 6nceden
otoklav edilmis bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden gegirilerek aktarildi.

Sisenin kapagi sikica kapatilip ve gerekirse parafinlenip +4 °C’de saklandi.
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EK B

Actinopolyspora sp. B17 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF996490.1

TTTATACTGCTCAGGACGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAACGCTCGCACCCCGTGTGCTTT
CCCCTTTCGGGGGGTTGGTGGGGTGTGGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCGT
GGGGATAACCCTGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGCTCGCATCTCTCGCATGGGGGGTGTGGGAAAGGTTC
TCTCCTGTGAGGGGGGGTTCCGGCCTGGGAGGGGCTCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTACC
AAGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCCT
TCGGGTTGTAAACCCCTTTCGGCCCTGACGAATGTGACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGT
CGCGTCGGTCGTGGAAATGTGCGGCTTAACCGGGCACGTGCGGCCGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGGG
CAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCTG
GGCCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTAA
ACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCGGGTGATGGTGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATACACCGGATCGCTCCAGAGATGGGGTTTCCTTTCGGGG
CTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCA
ACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCGGTGCGGCCGGGGACTCGCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGCG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTCATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGG
CGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCGGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGA
AGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCTAAGCCCATGGTCCAACCCGGTTGGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGAC
TGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Actinopolyspora sp. B18 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF996491.1

TTATACTGCTCAGGACGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAACGCTCGCACCCCGTGTGCTTTC
CCCTTTCGGGGGGTTGGTGGGGTGTGGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCGTG
GGGATAACCCTGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGCTCGCATCTCTCGCATGGGGGGTGTGGGAAAGGTTCT
CTCCTGTGAGGGGGGGTTCCGGCCTGGGAGGGGCTCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTACCA
AGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCCTT
CGGGTTGTAAACCCCTTTCGGCCCTGACGAATGTGACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGTC
GCGTCGGTCGTGGAAATGTGCGGCTTAACCGGGCACGTGCGGCCGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGGGC
AAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCTGG
GCCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTAAA
CGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCGGGTGATGGTGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATACACCGGATCGCTCCAGAGATGGGGTTTCCTTTCGGGGC
TGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAA
CCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCGGTGCGGCCGGGGACTCGCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGCGG
GGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTCATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGC
GAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCGGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAA
GTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCTAAGCCCATGGTCCAACCCGGTTGGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGACT
GGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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Actinopolyspora sp. C22 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF803293.1

TTTTTATACTGCTCAGGACGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAACGCTCGCACCCCGTGTGCT
TTCCCCTTTCGGGGGGTTGGTGGGGTGTGGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGC
GTGGGGATAACCCTGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGCTCGCATCTCTCGCATGGGGGGTGTGGGAAAGGT
TCTCTCCTGTGAGGGGGGGTTCCGGCCTGGGAGGGGCTCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTA
CCAAGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCGGCCCTGACGAATGTGACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTT
GTCGCGTCGGTCGTGGAAATGTGCGGCTTAACCGGGCACGTGCGGCCGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGG
GGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGC
TGGGCCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGT
AAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCGGGTGATGGTGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATACACCGGATCGCTCCAGAGATGGGGTTTCCTTTCGG
GGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCG
CAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCGGTGCGGCCGGGGACTCGCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGG
CGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTCATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGT
GGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCGGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGT
GAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCTAAGCCCATGGTCCAACCCGGTTGGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGG
ACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Actinopolyspora sp. C23 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF959825.1

AACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAGCGATGGCGCCGGTTTTCGGATCGGTGTGCAGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCGTGGGGATAACCCTGGGAAACTGGGGCTAATACCGGATG
GCCCTGCCTATTCGCATGGATGGGTGGGGAAAGGTTCATCTTCGTAAGGGGGTGTTCCGGCTTGGGAGGGGCTC
GCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTACCAAGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGGAA
GCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGGCCCTGACGAATGTGA
CGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCC
GGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGTCGTGGAAATGTCTGGCTTAACTGGGCAC
GTGCGGCTGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGA
TATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCTGGGCCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCATTCTTGGTGTC
CGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATAC
ACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGGACTC
GCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTGATGTCCAGGGC
TTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCTCAAAGCCGGTCT
CAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCTGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAGTGCTGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCTAAGCTCATGGTC
CAACCACACTTGGTGTGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGG
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Actinopolyspora sp. C243 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF996492.1

TATACTGCTCAGGACGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAACGCTCGCACCCCGTGTGCTTTCC
CCTTTCGGGGGGTTGGTGGGGTGTGGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCGTGG
GGATAACCCTGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGCTCGCATCTCTCGCATGGGGGGTGTGGGAAAGGTTCTC
TCCTGTGAGGGGGGGTTCCGGCCTGGGAGGGGCTCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTACCAA
GGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCCTTC
GGGTTGTAAACCCCTTTCGGCCCTGACGAATGTGACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGTCG
CGTCGGTCGTGGAAATGTGCGGCTTAACCGGGCACGTGCGGCCGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGGGCA
AGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCTGGG
CCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTAAAC
GTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCGGGTGATGGTGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCG
ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATACACCGGATCGCTCCAGAGATGGGGTTTCCTTTCGGGGCT
GGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAAC
CCTTGTCCCGTGTTGCCAGCGGTGCGGCCGGGGACTCGCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGCGGG
GACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTCATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCG
AGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCGGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAG
TCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCTAAGCCCATGGTCCAACCCGGTTGGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGACTG
GCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Actinopolyspora sp. D31 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: K(C959220.1

TGGCTCAGGACGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAGCGATGGCGCCGGTTTTCGGATCGGTGT
GCAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCGTGGGGATAACCCTGGGAAACTGGGGC
TAATACCGGATGTCCCTACTGTCTCGCATGGGATGGTGGGGAAAGGTGCATCTCTGTGAGGGGGTGTTCCGGCT
TGGGAGGGGCTCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTACCAAGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCG
CAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGGCCC
TGACGAATGTGACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCG
CGAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGTCGTGGAAATGTCTGGC
TTAACTGGGCACGTGCGGCTGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGT
GAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCTGGGCCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGA
AAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACC
GTTCACGGTGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTG
GGTTTGACATACACCGGACGGCCGTGGAGACATGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCAGTTC
GGCTGGGGACTCGCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCT
TATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCG
GAAAGCTGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCTGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATC
AGCAGTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCT
AAGCTCATGGTCCAACCACACCTGGTGTGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTA
ACAAGGTA
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Actinopolyspora sp. D32 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KJ001785.1

TTTTATACTGCTCAGGACGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAACGCTCGCACCCCGTGTGCTT
TCCCCTTTCGGGGGGTTGGTGGGGTGTGGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCG
TGGGGATAACCCTGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGCTCGCATCTCTCGCATGGGGGGTGTGGGAAAGGTT
CTCTCCTGTGAGGGGGGGTTCCGGCCTGGGAGGGGCTCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTAC
CAAGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCC
TTCGGGTTGTAAACCCCTTTCGGCCCTGACGAATGTGACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTG
TCGCGTCGGTCGTGGAAATGTGCGGCTTAACCGGGCACGTGCGGCCGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGG
GCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCT
GGGCCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTA
AACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCGGGTGATGGTGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAAT
TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATACACCGGATCGCTCCAGAGATGGGGTTTCCTTTCGGG
GCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGC
AACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCGGTGCGGCCGGGGACTCGCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGC
GGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTCATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTG
GCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCGGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTG
AAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCTAAGCCCATGGTCCAACCCGGTTGGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGA
CTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Actinopolyspora sp. D37 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KJ001786.1

GACGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAGCGATGGCGCCGGTTTTCGGATCGGTGTGCAGAGCG
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCGTGGGGATAACCCTGGGAAACTGGGGCTAATACCG
GATGGCCCTGCCTATTCGCATGGATGGGTGGGGAAAGGTTCATCTTCGTAAGGGGGTGTTCCGGCTTGGGAGGG
GCTCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTACCAAGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGC
GGAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGGCCCTGACGAAT
GTGACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTT
GTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGTCGTGGAAATGTCTGGCTTAACTGG
GCACGTGCGGCTGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCG
CAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCTGGGCCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG
GTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCATTCTTGG
TGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGAC
ATACACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGG
ACTCGCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTGATGTCCA
GGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCTCAAAGCCG
GTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCTGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAGTGC
TGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCTAAGCTCAT
GGTCCAACCACACTTGGTGTGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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ACGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAGCGATGGCGCCGGTTTTCGGATCGGTGTGCAGAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCGTGGGGATAACCCTGGGAAACTGGGGCTAATACCGG
ATGGCCCTGCCTATTCGCATGGATGGGTGGGGAAAGGTTCATCTTCGTAAGGGGGTGTTCCGGCTTGGGAGGGG
CTCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTACCAAGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGA
TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGCG
GAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGGCCCTGACGAATG
TGACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTG
TCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGTCGTGGAAATGTCTGGCTTAACTGGG
CACGTGCGGCTGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGC
AGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCTGGGCCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCATTCTTGGT
GTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACA
TACACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGGA
CTCGCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTGATGTCCAG
GGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCTCAAAGCCGG
TCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCTGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAGTGCT
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCTAAGCTCATG
GTCCAACCACACTTGGTGTGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Actinopolyspora sp. G5109 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KC959221.1

GGATCATGCTCAGGACGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAGCGATGGCGCCGGTTTTCGGATC
GGTGTGCAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCGTGGGGATAACCCTGGGAAACT
GGGGCTAATACCGGATGGCCCTTCCTGCTCGCATGAGTGGGTGGGGAAAGGGGCACCTTCGTGAGGGGGTGTTC
CGGCTTGGGAGGGGCTCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTACCAAGGCGATGACGGGTAGCCG
GCCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATT
TTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTC
GGCCCTGACGAATGTGACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGTCGTGGAAATGT
CTGGCTTAACTGGGCACGTGCGGCCGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTA
GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCTGGGCCGTTCCTGACGCTGAGG
AGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGG
GGACCGTTCACGGTGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTGGGTTTGACATACACCGGATCGCCTCGGAGATGGGGTTTCCCTTTGTGGCTGGTGTACAGGTGGTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAG
CGGTTCGGCCGGGGACTCGCGGGAAACTGCCGGGGTCAACTCCGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCAT
GCCCCTGATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAACGA
ATCTCTCAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCCACCCTGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
CAGATCAGCAGTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAA
CACCCTAAGCTCATGGTCCAACCACACCTGGTGTGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAA
ATCCTAACAAGGTA
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CGAACGCTGACGGCGCGCTTCACACATGCAAGTCGAGCGATGGCGCCGGTTTTCGGATCGGTGTGCAGAGCGGC
GGACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGGCGTGGGGATAACCCTGGGAAACTGGGGCTAATACCGGA
TGGCCCTGCCTATTCGCATGGATGGGTGGGGAAAGGTTCATCTTCGTAAGGGGGTGTTCCGGCTTGGGAGGGGC
TCGCGGCCCATCAGCTTGTTGGTGCGGTGAGGGCGTACCAAGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGCGCAATGGGCGG
AAGCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGGGGGAGGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGGCCCTGACGAATGT
GACGGTAGGGGCTAAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGT
CCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGTCGTGGAAATGTCTGGCTTAACTGGGC
ACGTGCGGCTGATACGGGCAGACTCGAGGGCGGTAGGGGCAAGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCA
GATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTTGCTGGGCCGTTCCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGT
AGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACCATTCTTGGTG
TCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACAT
ACACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGGAC
TCGCGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTGATGTCCAGG
GCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCTCAAAGCCGGT
CTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCTGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAGTGCTG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCTAAGCTCATGG
TCCAACCACACTTGGTGTGGGGGGCGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Amycolatopsis cihanbeyliensis BNT52" izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: JN989302.1

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTTCGGGGTGGATTAGTGGC
GAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTGCCCTGTACTTTGGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTCTAATACCGGA
TAGGACTTCCTGCCGCATGGTGGGGGGTGGAAAACTTCGGTGGTATGGGATGAACCCGCGGCCTATCAGCTTGT
TGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGC
CGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCAGGGACGAAGGGTGACTGACGGTACCTGGAG
AAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGCCGTGAAAACTGGAGGCTTAACCTTCAGCTTGCGGTCGATA
CGGGCAGACTTGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGCGACTTCCACGTTGTCCGTGCCGTAGCT
AACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGCGCCAGACAGCCT
CAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGTTGGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTGTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGCGGGAGACTG
CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGC
TACAATGGCTGGTACAGAGGGTGGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATC
GCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCATGGCCCAACCCTTTGG
GGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGC
GAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCTGACACCGGGATAAGCCGTGGAAACGCGGTCTAATACCGGA
TACGACGCGCCCCCGCATGGGGTGCGCGTGGAAAGGTTCACTCCGGTCGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCT
TGTTGGTGGGGTGAAGGCCTACCAAGGCGATTACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTGCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAGCGA
CGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTACCACTCACGCAGGCCCCGGGTTCTCCCGGG
GTTGACGGTAGGTGGGGAATAAGGACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCGTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGACCGGGGCTTAACCC
CGGTTTTGCAGTGGATACGGGCATGCTAGAGGTAGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGC
GCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCTTACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGCTTTCCACG
GTTCCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGA
CATCACCGGTAATCCATCAGAGATGGTGGGTCCTTCGGGGATCGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGTGATGGTGG
GGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTC
TTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGCCGGTACAGTGGGCGTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAG
CCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGGTGGAGTCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAA
TGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGCAACACCCGAAACT
TGCGGCCCAACCCCTTGCGGGAGGGAGTGAGTGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Nocardiopsis sp. BNT5310 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF803285.1

TGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCG
GCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGGTGGAAACGCCGTCTAATACCG
GATACGACCCGCCACCTCATGGTGGAGGGTGGAAAGTTTTTCGGTCAGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTG
TTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATTACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTGCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACG
CCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTACCACCAACGCAGGCTTCCAGTTCTCTGGGGGT
TGACGGTAGGTGGGGAATAAGGACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTG
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCGTGTCACGTCTGCTGTGAAAGACCGGGGCTTAACTCCG
GTTCTGCAGTGGATACGGGCATGCTAGAGGTAGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGC
AGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCTTACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACTTTCCACGGT
TTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACA
TCACCCGTGGACTCGCAGAGATGTGAGGTCATTTAGTTGGCGGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
GACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCT
TGGGCTGCAAACATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGCGTGCGATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGC
CGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGGTGGAGTCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAAC
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGCAACACCCGAAACTT
GCGGCCTAACCCCTTGTGGGAGGGAGTGAGTGAAGGGTGGGGCTGGCGATTGGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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TCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGTACGCTGAAGCGGTGCTTGCACCGTGGATGA
GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTGCCTTGTACTCTGGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTCTAATA
CCGGATAGGACCATTCCTCGCATGGGGGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTATGAGTTGAGCCCGCGGCCTATCAG
CTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGGTGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCAGGGACGAAGGGTGATACTGACGGTA
CCTGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCGCGTCTGCCGTGGAAACCTACAGCTTAACTGTGGGCGTGCG
GTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATC
AGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGTGCTGTCCACGTACTCCGT
GCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCACC
GGATCACCTCAGAGATGGGGTTTTCTTCGGACTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGCGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTG
GGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAGGKKGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTC
ACACATGCTACAATGGCTGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCTGGTCTCAG
TTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCATGGCCAAA
CTCTTCGGAGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Saccharomonospora sp. HV122 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
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TATCAGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGA
TGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTA
ATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGC
AGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGACG
GTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGT
GCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGAT
ATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC
GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCC
CGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGC
ACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACT
CGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGG
CTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTC
TCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGC
CCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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TTTTAAATCAGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTG
GTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGG
GTCTAATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGG
CCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCT
GATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAG
TGACGGTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTG
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTG
GGCGTGCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCG
CAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG
GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACG
TGCTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTG
ACATGCACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCG
GGGACTCGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGT
CCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAG
CCGGTCTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAA
CGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCC
CACGGCCCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGT

Saccharomonospora sp. MC2101 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
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AGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGATGAGTGGCG
AACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAATACCGGAT
AGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTT
GGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCC
GCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGACGGTACCGGGA
GAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGTGCGGTGGAT
ACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGG
AACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCCCGTGCCGTA
GCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCCGC
ACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCACCGGATCG
CCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCGTGGGAGA
CTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACA
TGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGG
ATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGCCCAACCGTT
CGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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AGAGTTTGGAATATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTT
CGGTGGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAA
ACGGGGTCTAATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCC
CGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGA
AGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGT
AACAGTGACGGTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCCGTCTGCCGTGAAACCTGCGGCTTAACC
GTGGGCGTGCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAAT
GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTC
ACGTGTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCT
TGACATGCACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGC
CGGGGACTCGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTAT
GTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAA
AGCCGGTCTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGC
AACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAG
CCCACGGCCCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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TCGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGATGA
GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAATA
CCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAG
CTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGACGGTA
CCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGTGCG
GTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATC
AGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCCCGT
GCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCACC
GGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCGT
GGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTT
CACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCA
GTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGCCCA
ACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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TTGGAACAGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGG
TGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGG
TCTAATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTG
ATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGT
GACGGTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGT
CCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGG
GCGTGCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGC
AGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGT
GTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGAC
ATGCACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGG
GACTCGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCC
AGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCC
GGTCTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACG
CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCA
CGGCCCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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TTTATCTGTCAGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGA
TGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTA
ATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGC
AGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGACG
GTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGT
GCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGAT
ATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC
GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCC
CGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGC
ACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACT
CGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGG
CTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTC
TCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGC
CCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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CGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGATGAG
TGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAATAC
CGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGC
TTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCG
ACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGACGGTAC
CGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATT
ATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGTGCGG
TGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCA
GGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCCCGTG
CCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCACCG
GATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCGTG
GGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTC
ACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAG
TTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGCCCAA
CCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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GATCAGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGG
ATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCT
AATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTA
TCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATG
CAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGAC
GGTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCG
TGCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGA
TATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTC
CCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATG
CACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGAC
TCGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGG
GCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGT
CTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGG
CCCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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ACGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGATGA
GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAATA
CCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAG
CTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGACGGTA
CCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGTGCG
GTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATC
AGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCCCGT
GCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCACC
GGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCGT
GGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTT
CACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCA
GTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGLCCCA
ACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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CCCCGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGAT
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAA
TACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTATC
AGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCA
GCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTCACAGTGACGG
TACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGTG
CGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATA
TCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCG
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCCC
GTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCA
CCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTC
GTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGC
TTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCT
CAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGCC
CAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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AGAGTTTTGAATATGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTC
GGTGGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCC
GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAA
GCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTA
ACAGTGACGGTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAAC
CGTGGGCGTGCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAA
TGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTT
CACGTGTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGC
TTGACATGCACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATG
CCGGGGACTCGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTA
TGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTA
AAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAG
CAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAA
GCCCACGGCCCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGT
A
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TGAGTTTCTCCCCGCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGT
GGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGG
GGTCTAATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCG
GCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCC
TGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACA
GTGACGGTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGT
GGGCGTGCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGC
GCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCAC
GTGTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTG
ACATGCACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCG
GGGACTCGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGT
CCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAG
CCGGTCTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAA
CGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCC
CACGGCCCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGA
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AAACAGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGA
TGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTA
ATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGC
AGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGACG
GTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGT
GCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGAT
ATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC
GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCC
CGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGC
ACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACT
CGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGG
CTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTC
TCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGC
CCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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TTTACCCGCTCAGGACGAACGGCGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTG
GATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTC
TAATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCT
ATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGAT
GCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGA
CGGTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGC
GTGCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAG
ATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGT
CCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACAT
GCACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGA
CTCGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAG
GGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGG
TCTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCT
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACG
GCCCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGATGAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAG
GACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG
TGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGC
GTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGACGGTACCGGGAGA
AGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGTGCGGTGGATAC
GGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCCCGTGCCGTAGC
TAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCACCGGATCGCC
TCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCGTGGGAGACT
GCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATG
CTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAT
CGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGCCCAACCGTTCG
CGGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Saccharomonospora sp. SM3126B izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF803292.1

TGGAACTGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTG
GATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTC
TAATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCT
ATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGAT
GCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGA
CGGTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGC
GTGCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAG
ATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGT
CCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCCTGACAT
GCACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGA
CTCGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAG
GGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGG
TCTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCT
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACG
GCCCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCAAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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TTCGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGATG
AGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAAT
ACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTATCA
GCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAG
CGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTAACAGTGACGGT
ACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGTGC
GGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATAT
CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCCCG
TGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCAC
CGGATTGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCG
TGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCT
TCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTC
AGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGCCC
AACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Saccharomonospora sp. TS212 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF803295.1

TTCTCTAGTAGGACGAACGGTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGAAGCCGCTTCGGTGGTGGA
TGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTA
ATACCGGATAGGACACTGTCTCGCATGGGGTGGTGTGGAAAGCTTCGGCGGTACGGGATGAGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGC
AGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCCCGGGACGAAGCGTCACAGTGACG
GTACCGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTCTGCCGTGAAAACCTGCGGCTTAACCGTGGGCGT
GCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGAT
ATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC
GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGACGCTGTTCACGTGTCC
CGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGC
ACCGGATCGCCTCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGCTGGTGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACT
CGTGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGG
CTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTGGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTC
TCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCACGGC
CCAACCGTTCGCGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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AGAGTTTGGATCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGCCCTTCGG
GGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCTGACTTCGGGTAAGCCGGGGAAACCCG
GTCTAATACCGGATACGACGTCGTGCCGCATGGCGGGGCGTGGAAAGTTTCGGTCAGGGAGGGGCTCGCGGCCT
ATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGATTACAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGG
ACGGAGACACGGCCCAGACTCCTGCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGGAAGCCTGACGCAG
CGACGCGGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTACCACTGACGCAGGCCCCGGTTTCTGCC
GGGGTTGACGGTAGGTGGGGAATAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCGTGTCGCGTCTGCTGTGCAAGTCCGGGGCTTAA
CTCCGGTTTTGCAGTGGATACGGGCATGCTAGAGGTAGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCTTACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACTTTCC
ACGGTTTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTT
TGACATCGCCGGTAATCCCGCAGAGATGCGGGGTCCTTTTGGGATCGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGTGGTGG
TGGGGACTCATGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGT
CTTGGGCTGCAAACATGCTACAATGGCCGGTACAGTGGGCGTGCGATGCCGTGAGGCGGAGCGAATCCCTAAAA
GCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGGTGGAGTCGCTAGTAATGCGGATCAGCAA
TGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGCAACACCCGAAACT
TGCGGCCTAACCCTTCGGGGAGGGAGTGAGTGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Streptomyces sp. BNT558" izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: K(C959223.1

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGG
CGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGG
ATACGACATTCTCCCGCATGGGAAGGGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTT
GTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGAC
GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGC
AGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGA
TACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG
AACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCA
GCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCCGC
ACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACGCCGGAAAC
GTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTTGGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTGTGTTGCCAGCGTGCCCTTCGGGGTGACGGGGACTCA
CGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCT
GCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTC
AGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGLCLCGGTGGCCC
AACCCCCTTGTGGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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CCGTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCTCTTTCGGGAGGGGATTAG
TGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATAC
CGGATATGACCACCGGCCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAG
CTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACC
TGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATT
CGATACGGGCAGGCTGGAGTTCGGCAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGG
AGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGCGGCATTCCACGTCGTCCGTGCC
GCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGA
AACCGCTAGAGATGGTGCCCCCCTTTGGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCAACTCTTCGGAGGTTGGGGACTC
ACGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGC
TGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCT
CAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGLLGGETGGLC
CAACCCCCTTTGTGGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT
ACCGGAAGGTGCGG
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GTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCAATTTCGGCCGGGGATTAGTG
GCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCG
GATATGACCACCGGCCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCT
TGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGA
CGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCCAGTGACGGTACCTG
CAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCATGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCG
ATACGGGCAGGCTGGAGTTCGGCAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAG
GAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGCGGCATTCCACGTCGTCCGTGCCGC
AGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAA
TCACTAGAGAGTGAACCCCCCTTTGGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTCTCCTGTGTTGCCAGCAACTCTTCCGAGGTGATGGGGACTC
ACGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGC
TGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCT
CAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGLLGGETGGLC
CAACCCCCTGTGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACC
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Amycolatopsis sp. BNT52"-1 izolatimin kismi NRPS geni
GenBank: KJ196376.1

GCCTACGTGATGTACACGTCGGGCTCCTCGGGGGCGCCCAAGGGCGTGGTCGTGCCGCACGCGGGGCTGG
CGAGCTTCGCGGCCGCCGAGATCGAACAGTTCGCCGTCACCGCCGACAGCAGGGTGCTGCGGTTCTCCTC
ACCGAGCTTCGACGCCTCGGTGCTGGAGCTGTGCATGGCGCTGCTCTCGGGCGCCGCGGTCGTGGTGCCG
GGGCCGGAGGTGCTCGCCGGCGAGGTGCTCGCCGGGGTACTCGCCGACCGCGCGGTGACCCATGCACTGA
TCCCGCCCGCGGCGCTGGCCAGCATGCCCGCCGAGCCCCTGCCCGCCTTCGACGGCCTGATCGTCGGTGG
GGACGCGTGCTCGGCCGAGCTGGTACGGCGGTGGGCGCCGGGAAGGCGGATGGTCAACGCCTACGGTCCG
ACCGAGTCGACGGTCGCCGCCACGATCAGCGAGCCGCTGCTGCCGGGCGGCGGCGTCCCGATCGGAAGGC
CGGTGCGGGACACCCGAGTGTTCGTGCTGGACGGTGCGTCGTGTGAGGTTCCGGTCGGCATGCCGGGCGA
GCTGTACGTGTCCGGGGCAGGACTGGCGCGCGGGTACCTGAAGCGGACGTCGCTGACCGCCGAGCGGTTC
GTGGCGCACCCGTTCGGCGCGCCGGGGGAGCGGATGTACCGCACCGGCGAC

Amycolatopsis sp. BNT52"-1 izolatina ait kismi Adenilasyon Domaini
Protein GenBank: AHW98307.1

AYVMYTSGSSGAPKGVVVPHAGLASFAAAETEQFAVTADSRVLRFSSPSFDASVLELCMALLSGAAVVVP
GPEVLAGEVLAGVLADRAVTHALIPPAALASMPAEPLPAFDGLIVGGDACSAELVRRWAPGRRMVNAYGP
TESTVAATISEPLLPGGGVPIGRPVRDTRVFVLDGASCEVPVGMPGELYVSGAGLARGYLKRTSLTAERF
VAHPFGAPGERMYRTGD

Amycolatopsis sp. BNT52"-2 izolatinin kismi NRPS geni (BNT52-2 nolu klon)
GenBank: KJ196377.1

GCCTACGTGATGTACACGTCGGGCTCCACGGGCCGTCCCAAGGGCGTGGTCGTGACCCACGCCGGGLTGG
CCTCCTTCGCGGCCGCCGAAGCCGACCACCTCCCGGTCACCGCCGACAGCAGGGTGCTGCGGTTCTCCTC
ACCGAGCTTCGACGCCTCGGTGCTGGAGCTGTGCATGGCGCTGCTCTCGGGCGCCGCGGTCGTGGTGCCG
GGGCCGGAGGTGCTCGCCGGCGAGGTGCTCGCCGGGGTACTCGCCGACCGCGCGGTGACCCATGCACTGA
TCCCGCCCGCGGCGCTGGCCAGCATGCCCGCCGAGCCCCTGCCCGCCTTCGACGGCCTGATCGTCGGTGG
GGACGCGTGCTCGGCCGAGCTGGTACGGCGGTGGGCGCCGGGAAGGCGGATGGTCAACGCCTACGGTCCG
ACCGAGTCGACGGTCGCCGCCACGTGGAGCGAGCCGCTGCTGCCGGGCGCGGCGTCCCGCATCGGGCGTC
CGATGCGGAACACCCGAGTGTTCGTGCTGGACGGTGCGTCGTGTGAGGTTCCGGTCGGCATGCCGGGCGA
GCTGTACGTGTCCGGGGCAGGACTGGCGCGCGGGTACCTGAAGCGGACGTCGCTGACCGCCGAGCGGTTC
GTGGCGCACCCGTTCGGCGCGCCGGGGGAGCGGATGTACCGCACCGGCGAC

Amycolatopsis sp. BNT52-2" izolatina ait kismi Adenilasyon Domaini
Protein GenBank: AHW98308.1

AYVMYTSGSTGRPKGVVVTHAGLASFAAAEADHLPVTADSRVLRFSSPSFDASVLELCMALLSGAAVVVP
GPEVLAGEVLAGVLADRAVTHALIPPAALASMPAEPLPAFDGLIVGGDACSAELVRRWAPGRRMVNAYGP
TESTVAATWSEPLLPGAASRIGRPMRNTRVFVLDGASCEVPVGMPGELYVSGAGLARGYLKRTSLTAERF
VAHPFGAPGERMYRTGD
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GCGTACGTGATCTACACCTCCGGGTCCACCGGCAGGCCCAAGGGCTGTGTCGTCACGCACGCCAACGTCG
TGGCGCTGCTGGAAGCGGCCCTGCCGCTCTTCGGGTTCGGGCCGCGTGAGCGGTGGACGCTCTTCCACTC
GCTGAGCTTCGACTTCTCCGTGTGGGAGATGTGGGGTGCGTTCGTCACCGGCGGGACGCTCGTCGTCGTG
CCGGACGAGGTGCCGACCCGGTGCCGCCGGCTCACCGATCCGGACGTGTCGGAAGGGATCACTGCATGCG
ACCAGGTGCCGCCTTCGGCACTGGCCGCGGTGGACGAAACACAGGCCTCCGGGAGCACCCTCGTGGTCGC
GGGAGAGGCATGTCCGGCGAGCCTGGTGGAACGCTGGTCCGAGAATCACCGGATGGGGAACGCGTACGGA
CCGACCGAGGCCACGGTGTGCGTCACGTACAAGGAGCTGGACGACGCCGCGCTCGCCGGGTCGCCGATCG
GGCGGGCGTTGCCGCATCTGTCGGTGCGGGTGCTGGACGCGGATCGGCGGCCCGTGGCGGTGGGTTCCGT
CGGAGAGATGTGGGTCACGGGGGTGGGGCTGGCGCGGGGTTACCCGAGGCGACCGGGAAGGACCGCCGAA
CGCTTTGTGGCCACTCCGTCGTGCACTACCGGACCGGGGATCTGGCGCACGGGCAGACGGGCGGGGAGCT
GG

Streptomyces sp. SM3501" izolatina ait kismi Adenilasyon Domaini
Protein GenBank: AHY 84686.1

AYVIYTSGSTGRPKGCVVTHANVVALLEAALPLFGFGPRERWTLFHSLSFDFSVWEMWGAFVTGGTLVVV
PDEVPTRCRRLTDPDVSEGITACDQVPPSALAAVDETQASGSTLVVAGEACPASLVERWSENHRMGNAYG
PTEATVCVTYKELDDAALAGSPIGRALPHLSVRVLDADRRPVAVGSVGEMWVTGVGLARGYPRRPGRTAE
RFVATPSCTTGPGIWRTGRRAGSW

Streptomyces sp. SM3513 izolatinin kismi NRPS geni (SM3513-1 nolu klon)
GenBank: KJ372716.1

CCCGGCCTACCTGATCTTCACCTCCGGATCCACCGGCCGGCCCAACGGCGTGGTCGTGACCCACACCGGC
ACCGCCAACCTGGCCGCCCGCCAGATCGAACGGTTCCGGGTGGGAGAAGGGGACCGGATGCTCCAGTTCG
CGTCCCCGAGCTTCGACGCGGCCTTCTCCGAGGTCTGCACGGCGCTGCTCCCGGGCGCGGAACTGGTCCT
CGCCGACAAGGACGAACTGACCCCCGGCCGCCCGCTGGCCGAGCTGCTCATCCGGCACCGGATCACCCAC
GTGACCCTGCCGCCCGCAGCCCTGCCGCTGCTCCCCCCGGAGGCGCTCGCCTCCGTCACCACCCTGGTCA
CCGCGGGCGACGCCCTGCCGCGCGCGGTCCGCCGCTGGGGACCGGGCCGCCGGCTCGTCAACGCGTACGG
GCCGACCGAGGCCACCGTGTGCGCCACCATGAGCGAGCCGCTGACCGGCGACGACGAGCCGACGATCGGC
GGCCCCCTGGGCGGGGCCCGCGTCCACGTCCTCGACGACCGGCTGCGCCCCGTGCCCCCCGGTGTCACCG
GCGAGCTGTACATCGGCGGGCCGGGCCTGGCCCGCGGCTACGCCGGCCGCCCGGGACCGACCGLGGLGLaG
GTTCGTGGCCGATCCGTACGGCCCGCCCGGGGGACGCCTGTACCGCACGGGAGACCTGGTGCGCCA

Streptomyces sp. SM3513 izolatina ait kismi Adenilasyon Domaini (SM3513-1
nolu klon)
Protein GenBank: AHW98309.1

PAYLIFTSGSTGRPNGVVVTHTGTANLAARQIERFRVGEGDRMLQFASPSFDAAFSEVCTALLPGAELVL
ADKDELTPGRPLAELLIRHRITHVTLPPAALPLLPPEALASVTTLVTAGDALPRAVRRWGPGRRLVNAYG
PTEATVCATMSEPLTGDDEPTIGGPLGGARVHVLDDRLRPVPPGVTGELYIGGPGLARGYAGRPGPTAAR
FVADPYGPPGGRLYRTGDLVR
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Streptomyces sp. SM3501" izolatinin ketosentaz/metil-malonil-CoA transferaz
(pks I) geni (SM3501-1 nolu klon)
GenBank: KJ196378.1

GATTTCAAGTCGAACATCGGGCACCTGGAGGCGGGAGCGGGCGTCGCCGGGATCATCAAGACGGTGCTCG
CGCTCCAGCATGAGCTGATCCCCGCCTCGCGGCTGTCCACCGCCCCCGACCCGCGCATCCCGTGGGGGGA
GAACGGCCTGCGCCTCGCCACAGCGAACACCCCATGGCCCGCCGGACCLCLCGGLLGLGLLGEGGLLGEaEETaA
GCCAGCTACGGATACGGCGGGACAATCGCTCACACCGTCCTGGAGGAAGCCCCGCGACCGCACCGGGACC
CCGTCGCAGCCGCCCCTCCAGCCGCGGCGGACAACCGCCACGGCGAGTTCCCGTTGCTTATCAGCGGCGG
CACCGCCGCCGGGATGCGCGCGTACGCAGAGGAGCTCGCCGTGCACCTGGCGCAGCATCCGGGGGCGGAC
GTTACCGCGCTGGGCGCGGCCCTCTCCTGCAGGCGCAGCCATCTCAGCGAGCGGGCGGCCGTGCTGGTCG
CTGACGCAGCGGAAGCCGTACCGGCGCTACAGGATCTGGCGAGGGAGGAAGAGCCCCCAAAGCCGTCACC
GGAAGGGTGCCGAGGGCGCAGGCGCCCGCGAATCCGGTGTGGGTCTTCTCCGGCATGGCTCCAATGGGCG
GGATGGGCAGGGACCTGCTGGAGGAGGAGCGCCCTTCTTGCGACGATCGAGGAGCTGGAGCCGGTCTATC
GCAAGGAGGCTGGATATTCGCTGCTCTCGCTGCTCGCCGACGGTGTCCCGGACGACACCGTTCGCATCCA
GGCGGCTCTCTATTGCGTGCAGACTGGGCTGCATGCTGTATGGCGCAGTTTGGGGGGGTGCAACCCTGCG
GCCGTCATCGGGCACTCGGTCCGGGATCGCCGCATCTGTGGCGGCCGGTGTCCTCGATGCCCTGGACGTG
CACGGCTTGGGGTGCCGGGCTCCCGCCTGCTGAAGCAGTCGTCGGCCGGGCGCGATGGCATTGTGAGCTT
GCGTTCGAAGAGTGGCTCGCGTCTGAAGGGCAGCGGACTCCTAACGGCGTGGCGGCTCGAAAACCTCAGG
TCATCTCGGACGACGCCCTGTTCCCCTGTCCGGATTGCGGAAACAACTCAGTGGGGCGCGATCCATGTCC
TCCAACCCCATGAACTTTGCCCCCTTCCGAGTCCCACTTACCCCCGCCATTGCGTTAAACCCTTGACCCG
TAAAGCGGGGTGGGGTTGGCCACCGAAATTGATCGCCCCGTGCCTTGAGCCACCGGGAGTTGTTTTGCAA
TTGGATGGTTGTTGTATTCCACCCACCGACAAAGGGGGGGTTTTGCTCCTCCCCCCCCCCCGTTTTTTTA
GCGCCGCGGGGGGGGGGCGGGAAAGGACCGCCCCAGGCAAACGGCCAAAGTTTT

Streptomyces sp. SM3501" izolatina ait kismi ketosentaz/metil-malonil-CoA
transferaz (SM3501-1 nolu klon)
Protein GenBank: AHX22878.1

DFKSNIGHLEAGAGVAGIIKTVLALQHELIPASRLSTAPDPRIPWGENGLRLATANTPWPAGPRPRRAGV
ASYGYGGTIAHTVLEEAPRPHRDPVAAAPPAAADNRHGEFPLLISGGTAAGMRAYAEELAVHLAQHPGAD
VTALGAALSCRRSHLSERAAVLVADAAEAVPALQDLAREEEPPKPSPEGCRGRRRPRIRCGSSPAWLQWA
GWAGTCWRRSALLATIEELEPVYRKEAGYSLLSLLADGVPDDTVRIQAALYCVQTGLHAVWRSLGGCNPA
AVIGHSVRDRRICGGRCPRCPGRARLGVPGSRLLKQSSAGRDGIVSLRSKSGSRLKGSGLLTAWRLENLR
SSRTTPCSPVRIAETTQWGATIHVLQPHELCPLPSPTYPRHCVKPLTRKAGWGWPPKLIAPCLEPPGVVLQ
LDGCCIPPTDKGGVLLLPPPRFFSAAGGGRERTAPGKRPKF
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Streptomyces sp. SM3513 izolatinin ketosentaz/metil-malonil-CoA transferaz
(pks I) geni (SM3513-1 nolu klon)
GenBank: KJ372715.1

AAGTCGAACATCGGGCACGCCCAAGCCGCGGCCGGAGTGGCCGGCATCATCAAAACCGTCATGGCCATGC
GCCACGGCATCATGCCCAGGACCCTGCACATCGACGAGCCGACCCCCGAAGTCGACTGGACCACCGGCAC
CGTGGAACTCCTCACGGAATCCCGTGACTGGCCCACCACCGACCAGCACCCCCGACGLGLGGLLETCTCG
TCCTTCGGGGTCAGCGGCACCAACGCCCACGTCATCCTCGAACAGGCCCCCACCACACCAGAACCCCACG
CCTCGGAGGCACCCCCGGCAGGACCGGTGCCCTGGATACTCTCCGCGCACACCGAACCCGCCCTCCGGGA
GCTGGCGCGGCGGTTGGTGACGCGGCACGAGGAATCCGTAACGGACGTGGCCTACTCGCTGCTGCACGGT
CGCGCGGCGCTGCCCTGCCGGGCGGTCATGATCGGCTCGACACGGGAGGACTTCGCCGCCGAACTCGAAG
CGTTGACGTGCGGGTCCGGTCGGGCGTCGAAGGTGGTCTTCGTCTTCCCCGGCCAGGGTTCGCAGTGGAT
CGGTATGGGCCGCGGGCTGTGGGAGAGCTCCGCCGTCTTCCGCGACAGCGTGCTGCGCACCGACCGCGCA
CTGGCCGAGTTCGTGGACTGGTCGGCCGCGGCCGTACTGGCCGGCGAGCCGGGGACGCCGGACCTGGACC
GGGTGGACGTGGTCCAGCCGGTGCTGTTCACGGTGATGGTGGCGCTGGCCAACGTGTGGCGGTCCTACGG
CGTGGAGCCCGCGGCCGTGGTGGGGCACTCACAGGGCGAGATCGCCGCCGCGCACGTGGCGGGCGGGLTG
TCGTTACGGGACGCGGCCCGGGTGGTCGCGCTGCGCAGCAGGGCGCTGACCGCGCTGGCCGGTGAGGGLCG
GCATGGTCGCCGTCCAGCGGTCGGTGGCATACGTGGAGAACCTGCTGCGCCAGTGGGAGGGCCGGCTGTC
GGTCGCGGTGGTGAACGGGCCGGAGGCAGTGGTGGTGTCCGGTCAGGTCGCCGCGCTGGAGGAACTGCTG
GCCACCGAGGACCGCGCCCGGCGAGTCGCGGTGGACTACGCGTCCCACTCGGCACAGGTGGAGCGGATCG
AGGAGAAGCTGACCAGAACGCTGACCGACGTCCAGCCGATGACGTCGCGGGTGCCGCTGTTCTCCACCGT
GGTGCGGGACTGGATCGACACCGCGTCGATGGACACCGGCTATTGGTACCGGAACCTGCG

Streptomyces sp. SM3513 izolatina ait kismi ketosentaz/metil-malonil-CoA
transferaz (SM3513-1 nolu klon)
Protein GenBank: AHW98310.1

KSNIGHAQAAAGVAGIIKTVMAMRHGIMPRTLHIDEPTPEVDWTTGTVELLTESRDWPTTDQHPRRAAVS
SFGVSGTNAHVILEQAPTTPEPHASEAPPAGPVPWILSAHTEPALRELARRLVTRHEESVTDVAYSLLHG
RAALPCRAVMIGSTREDFAAELEALTCGSGRASKVVFVFPGQGSQWIGMGRGLWESSAVFRDSVLRTDRA
LAEFVDWSAAAVLAGEPGTPDLDRVDVVQPVLFTVMVALANVWRSYGVEPAAVVGHSQGETAAAHVAGGL
SLRDAARVVALRSRALTALAGEGGMVAVQRSVAYVENLLRQWEGRLSVAVVNGPEAVVVSGQVAALEELL
ATEDRARRVAVDYASHSAQVERIEEKLTRTLTDVQPMTSRVPLFSTVVRDWIDTASMDTGYWYRNLR
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