T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJI ANA BIiLiM DALI

B ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
I- LISANSUSTU EGITIM
ENSTITUSU

LOKAL STREPTOMYCES SUSLARININ ANTIMIKROBIYAL VE
ANTIKANSEROJEN OZELLIKTE BiYOAKTIiF METABOLIT URETIM
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Gizem TERZI

Danisman
Dog. Dr. Aslihan KURT KIZILDOGAN
II. Danigsman
Prof. Dr. Sevki ARSLAN

SAMSUN
2022



TEZ KABUL VE ONAYI

Gizem TERZI tarafindan, Do¢. Dr. Ashhan KURT KIZILDOGAN
danmismanliginda hazirlanan “Lokal Streptomyces Suslarinin Antimikrobiyal ve
Antikanserojen Ozellikte Biyoaktif Metabolit Uretim Potansiyellerinin
Arastirllmas1” baslikli bu ¢alisma, jlirimiz tarafindan 04.01.2022 tarihinde yapilan
simav sonucunda oy birligi ile basarili bulunarak Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul
edilmistir.

Unvam Adi Soyadi
Universitesi
Ana Bilim/Ana Sanat Dah Imza Sonug¢
Baskan Prof. Dr. XXXX XXXX Ka.bul
d Ondokuz May1s Universitesi 0
.................. Anabilim Dali
Ret
. _
.. Dr. Ogr. Uyesi XXXX XXXX Kabul
Uye Ondokuz May1s Universitesi 0
................. Anabilim Dal1
Ret
) Dog. Dr. XXXX XXXX Kabul
Uye Ondokuz Mayis Universitesi 0
.................. Anabilim Dal1
Ret
Dve Prof. Dr. XXXX XXXX Ka.bul
y Ondokuz May1s Universitesi O
.................... Anabilim Dal1
Ret
Dve Prof. Dr. XXXX XXXX Ka.bul
y Ondokuz May1s Universitesi 5
................... Anabilim Dali Ret

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen ve yukarida adlar1 yazili jiiri
liyeleri tarafindan uygun goriilmiistiir.

ONAY
e
Prof. Dr. Ali BOLAT
Enstiti Mudiri



BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANI

Hazirladigim Yiiksek Lisans tezinin biitlin asamalarinda bilimsel etige ve
akademik kurallara riayet ettigimi, c¢alismada dogrudan veya dolayli olarak
kullandigim her alintrya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim eserlerin Kaynaklar’da
gosterilenlerden olustugunu, her unsurun enstitli yazim kilavuzuna uygun yazildigini
ve TUBITAK Arastirma ve Yayin Etigi Kurulu Yé&netmeligi'nin 3. bolim 9.
maddesinde belirtilen durumlara aykir1 davranilmadigini taahhiit ve beyan ederim.

Etik Kurul Gerekli mi ?
Evet [J (Gerekli ise ekler kismina ekleyiniz)

Hayir

28 /02 /2022
Gizem TERZI

TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI

Tez Bash@i: Lokal Streptomyces Suslarimin  Antimikrobiyal ve
Antikanserojen Ozellikte Biyoaktif Metabolit Uretim Potansiyellerinin

Arastirilmasi

Yukarida baslig1 belirtilen tez galigmasi i¢in sahsim tarafindan 22.12.2021
tarihinde intihal tespit programindan alinmis olan 6zgiinliik raporu sonucunda;
Benzerlik oran t% 13

Tek kaynak orani % 3 cikmustir.

28/02/ 2022
Dog. Dr. Aslihan KURT KIZILDOGAN



OZET

LOKAL STREPTOMYCES SUSLARININ ANTIMIKROBIYAL VE
ANTIKANSEROJEN OZELLIKTE BIYOAKTIF METABOLIT URETIM
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI
Gizem TERZI
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Subat/2022
Danisman: Dog. Dr. Aslthan KURT KIZILDOGAN

Enfeksiyon hastaliklar1 ve kanserin tedavisinde kullanilan ilaglarin etkisiz
kalmas1 yeni ila¢ kesifleri i¢in yeni biyoaktif bilesiklerin tanimlanmasini
gerektirmektedir. Bu anlamda, Aktinomiset grubuna dahil Streptomyces sp.
antimikrobiyal, antifungal ve antitiimér 6zellikli 7600 bilesigi tireten ¢ok nemli bir
cinstir. Cok ¢esitli habitatlarda yasayan bu bakteriler genomlarinda sahip olduklari
farkli biyosentetik gen kiimelerinin varligi nedeni ile su an tanimlanan bilesiklere
kiyasla ¢ok daha fazla sayida bilesigi biyosentez potansiyeline sahiptirler. Bunula
birlikte, Streptomyces genomlarinin ancak %10’u standart laboratuvar kosullarinda
sentezlenebilmektedir.

Bu tez kapsaminda, Amasya elma bahgesi topragindan dokuz adet Streptomyces
sp. susu izole edilmistir. 16S rRNA dizi analizleri sonucunda BLAST veritabaninda
yer alan antimikrobiyal ve antitimor bilesik treticisi Streptomyces sp. suslarina %99
oraninda dizi 6zdesligi gosterdikleri belirlenmistir. Izole edilen lokal Streptomyces sp.
suslar1 ISP4 besiyeri kullanilarak kati ve s1v1 fermantasyonlarinda kiiltiire alinmistir.
120 saatlik sivi fermantasyona ait siipernatantlar ve metanol ile ekstrakte edilen
pelletleri biyoaktivite calismalarinda kullanilmigtir. Ayrica, ISP4 agarda kati
fermantasyondan elde edilen miseller metanol ile ekstrakte edilmistir. Her bir 6ziitiin
antimikrobiyal aktiviteleri sekiz indikator sus kullanilarak agar disk difiizyon yontemi
ve broth mikrodiliisyon yontemleri ile belirlenmistir. Ayni1 zamanda, ekstraktlarin
sitotoksik etkileri MTT deneyleri ile tespit edilmistir. Farkli fermantasyon
kosullarinda suslara ait oOziitlerin antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri
degerlendirildiginde .en iyi antibakteriyel etki 256pug/ml MIC degerleri ile 6zellikle
gram pozitif olanlara karsi siv1 kiiltiirlerin hiicrelerine ait metanol 6ziitleri ile kati
kiiltiirlerin metanol oziitlerinden elde edilmistir. Sitotoksisite ise en iyi siv1 kiiltiirlerin
hiicrelerine ait metanol Oziitleri ile 6zellikle CaCO2 kanserli hiicre hattina kars1 elde
edilmistir (GA3 igin ECso: 64.02pg/ml, GA2 igin ECs0:77.2 pg/ml).

Anahtar Sozciikler: Streptomyces sp., Ekstraksiyon, Fermantasyon, Antimikrobiyal
aktivite, Sitotoksisite.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTICARCINOGENIC
BIOACTIVE METABOLITE PRODUCTION POTENTIALS OF LOCAL
STREPTOMYCES STRAINS
Gizem TERZI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department Of Agricultural Biotechnology
Master, February/2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aslithan KURT KIZILDOGAN

The ineffectiveness of drugs used in the treatment of infectious diseases and
cancer necessiates identification of novel bioactive compounds for new drug
discoveries. In this sense, Streptomyces sp. is a very important genus producing 7600
compounds with antimicrobial, antifungal, and antitumor activity. Due to the presence
of many different biosynthetic gene clusters in their genomes, these bacteria, living in
a wide range of habitats, have a greater number of bioactive metabolite production
potential compared to the currently identified ones. However, only 10% of
Streptomyces genomes can be synthesized under standard laboratory conditions.

In this thesis, eight Streptomyces sp. strains were isolated from Amasya apple
orchard soil. As a result of 16S rRNA sequence analysis, they showed 99% sequence
identity to the antimicrobial and antitumor compound producer Streptomyces sp.
strains deposited in the BLAST database. Local Streptomyces sp. strains were cultured
in solid and liquid fermentations using ISP4 medium. The supernatants of 120 hours
of liquid fermentation and their pellets extracted with methanol were used in
bioactivity studies. In addition, micelles obtained from solid fermentation on ISP4 agar
were extracted with methanol. Antimicrobial activities of each extract were
determined by agar disc diffusion method and broth microdilution methods using nine
indicator strains. Also, the cytotoxic effects of the extracts were determined by MTT
assays. When the antimicrobial and cytotoxic activities of the extracts of the strains
were evaluated it was determined that the best antibacterial effect was obtained from
the methanol extracts of the cells of the liquid cultures and the methanol extracts of
the solid cultures, especially against the gram positive ones, with MIC values of 256
ug/ml. The best cytotoxic value was obtained using methanol extracts of the cells of
liquid cultures, especially against the CaCO2 cancer cell lines (ECso: 64.02 pug/ml for
GA3, ECso: 77.2 ug/ml for GA2).

Keywords: Streptomyces sp., Extraction, Fermentation, Antimicrobial activity,
Cytotoxicity.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

be¢ Baz Cifti

BLAST  Temel Yerel Hizalama Arama Araci (Basic Local Alignment Search Tool)

CLSI Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory
Standards Institute)

dk Dakika

EDTA Etilen Diamin Tetraasetik Asit

g Gram

ISP4 Inorganic Salt Starch Medium

mg Mili Gram

ng Mikro Gram

L Litre

mi Mili Litre

ul Mikro Litre

mM Mili Molar

M Metre

% Yiizde

°C Santigrat Derece

PZR Polimeraz zincir reaksiyonu

rpm Dakikada Devir Sayisi

SDS Sodyum Dodesil Siilfat

sn Saniye

TAE Tris-Asetik Asit-EDTA
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1. GIRIS

Dogal iirtinler, yeni terap6tik ajanlarin gelistirilmesinde baskin bir role sahiptir
(Newman ve Cragg, 2016). Dogal friinler olarak da adlandirilan sekonder
metabolitler, farkli organizmalar tarafindan {retilen kii¢iik organik bilesiklerdir.
Sekonder metabolitler genel olarak dort sinifa ayrilir; diizenleyici islemler, antagonist
ajanlar, agrobiyolojikler (bdcek ilaglari), herbisit, farmakolojik ajanlar, bunlara

norolojik ajanlar, immiinomodiilatorler, antitiimorler ve enzim inhibitorleri dahildir

(Harir, 2018).

Mikroorganizmalarca antibiyotik tiretimi ile iliskili genler lizerindeki ¢aligmalar
1980’11 yillarin baslarinda baglamistir. Bu calismalar sirasinda biiylik miktarda
antibiyotik iliretme yetenegine sahip olan toprak bakterileri izole edilmistir (Aminov,
2010). Antibiyotik tretim genleri, yapisal ve diizenleyici genler grubu olarak
mikrobiyal genomlarda yerlesiktirler. Bu 6zellik ilk kez Streptomyces coelicolor’dan
aktinorhodin gen gruplarinin izolasyonu sonucunda ortaya c¢ikarilmis olup, bunu
Streptomyces’den plazmidler ve fajlarin izolasyonu, transformasyon ve transfeksiyon
metodlarinin gelistirilmesi ve 6zellikle antibiyotik iiretimini engelleyen mutantlarin
izolasyonu gibi c¢alismalar izlemistir. Giiniimiizde o6zellikle sekonder metabolit
genlerinin kesfi ve antibiyotik tiretiminin belirlenmesi/arttirilmasi ile ilgili calismalar

hiz kazanmistir (Ventola, 2015).

Streptomyces sp. antimikrobiyal, antifungal, ve antitimor ozellikli ¢ogu
poliketid (PK) ve nonribozomal peptid (NRP) tipinde 7.600 bilesigi iireten ¢ok dnemli
bir cinstir. Farkli habitatlarda yasayan bu bakteriler genomlarinda sahip olduklari
farkli biyosentetik gen kiimelerinin varligi nedeni ile su an tanimlanan bilesiklere
kiyasla ki Streptomyces genom kapasitesinini olusturan biyoaktif bilesiklerin ancak
%10’u standart laboratuvar kosullarinda sentezlenebilmektedir, cok daha fazla sayida
bilesigi biyosentez potansiyeline sahiptirler (Ravikumar vd., 2012). Bu muazzam
potansiyelin ortaya c¢ikarilmasi, Ozgiin kimyasal yapidaki ve antimikrobiyal,
antikanser, antitimor O6zelliklikli yeni molekiillerden yararlanilmasi i¢in rasyonel
yaklasimlar gerekmektedir Bununla birlikte, dogadan yeni mikroorganizmalarin kesfi
ve bunlarin biyoaktif molekiil sentez kapasitelerinin belirlenmesi ¢aligmalar1 gerek
yeni ortaya ¢ikan gerekse de goriilme sikligi artan hastaliklara ve antibiyotige direngli
patojenlere kars1 yarista kritik dneme sahiptir (Selim vd, 2021). Klasik veya rasyonel

tiim cabalar neticesinde elde edilecek potansiyel antimikrobiyal, sitotoksik, ya da diger
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ozellikte sekonder metabolit iirlinler enfeksiyon hastaliklar1 ve kanser ile miicadelede
mevcut ilaclarla tedavi giigliiklerinin giderilmesinde diinyamizin kars1 karsiya oldugu

problemlerin ¢oziimlenmesinde olduk¢a 6nemlidir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler; proteinler, karbonhidratlar ve lipitler gibi canlilik
faaliyetleri icin birinci dereceden metabolik islemlerde, biiyiimede gerekli olmayan,
organizmanin bulundugu ortama daha iyi adapte olmasini saglayan molekiillerdir. Bu
metabolitler canli sistemlerdeki birgok biyolojik olayin gergeklesmesini saglarlar.
Sekonder metabolitler; savunma, farklilasma, diizenlenme, morfogenez, tasima,
hiicresel haberlesme gibi olaylarin gerceklesmesinde etkin rol oynayan onemli
bilesiklerdir. Sekonder metabolitler, primer metabolizma sonucu olusan ara
metabolitlerden sentezlenirler. Bu yiizden sekonder metabolitler primer metabolizma
orjinli bilesiklerdir. Ayrica, cesitli hiicresel stres kosullar1 sekonder metabolit

sentezinin baglamasinda 6nemli sinyallerdir (Ozakin, 2010).

Sekonder metabolitlerin eski zamanlardan beri bitkiler tarafindan sentezlendigi
bilinmektedir. Mikrobiyal kaynakli ilk sekonder metabolit olarak degerlendirilen
mikofenolik asitin, bir fungus olan Penicillium glaucoma tarafindan sentezlendigi,
1896°da Gosio tarafindan tespit edilmistir (Bali, 2011). ilk ger¢ek mikrobiyal sekonder
metabolit olan penisilin ise 1928’de Fleming tarafindan kesfedilmistir. 1940’11 yillara
gelindiginde penisilinin ilag 6ncii molekiilii olarak kullanilmas1 mikrobiyal sekonder
bilesikler i¢in doniim noktasidir (Fair, 2014). Penisilinin hastaliklar1 iyilestirmedeki
basaris1 diger mikroorganizmalarin potansiyellerinin  arastirilmasina  zemin
hazirlamistir. Karasal mikroorganizmalar ile ilgili ¢alismalarin degerlendirilmesiyle
penisilin gibi 6nemli biyolojik aktiviteye sahip sefalosporin, aminoglikozit, tetrasiklin

ve poliketidleri igeren 6nemli antibakteriyel ajanlar kesfedilmistir (Bali, 2015).

Mikrobiyal sekonder metabolitler arasinda; antibiyotikler, pigmentler, toksinler
ve simbiyozda etkili maddeler, enzim inhibitorleri, feromonlar, bagisiklik sistemine
etki yapan bilesikler, reseptor antagonist ve agonistleri, pestisitler, antitiimoral ajanlar
ile bitki ve hayvan biiyiime promotdrleri bulunmaktadir. Uretimlerini; biiyiime
ortamindaki besinler, bilylime orani, geri-besleme kontrolii (feed-back control), enzim
inaktivasyonu ya da  aktivasyonu etkileyebilmektedir  (Bali, 2015).
Mikroorganizmalarda sekonder metabolizmadan sorumlu olan gen kiimeleri
kromozomal DNA ve plazmitler iizerinde konumlanmislardir (van Wezel ve
McDowall, 2011).



Bugiine kadar 100.000°den fazla mikrobiyal metabolit oldugu tespit edilmis
fakat bunlardan oldukg¢a az bir kismi1 uygulama alani bulmustur (Mammadov, 2014).
Mikrobiyal sekonder metabolitler, ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir ve hormon,
antibiyotik, toksin, anti-migren ajani, anti-Kanser ajan1 olarak veya insektisit olarak

islev gormektedirler (Singh, 2017).

Mikrobiyal sekonder metabolitlerin en iyi bilinen iireticileri Akinobakteri grubu
icerisinde yer almaktadir. Bu grubun temsilcileri, tip, veterinerlik uygulamalart ve
tarimda kullanilan tiim dogal olarak tiiretilmis antibiyotiklerin yaklasik tigte ikisinin
sentezinden sorumludurlar. Ozellikle, Streptomyces sp. bu dogal molekiillerin

birgogunun ireticisidir (Barka vd, 2016; Jakubiec-Krzesniak vd, 2018).

2.2. Aktinomisetler (Filum: Aktinobakteriler): Streptomyces sp.

Filogenetik agidan, Bakteri domaini i¢inde taninan ana soylar arasinda en biiyiik
taksonomik birimlerden biri olan Actinobacteria filumu hem karasal hem de su (deniz
dahil) ekosistemlerinde genis ¢apta dagilmis serbest yasayan organizmalar olup,
genomlarinda %70’e varan oranda yiiksek G+C igerigine sahip Gram-pozitif filamentli
bakterilerdir (Segaran vd, 2017). Saprofitik 6zellikte olmalar1 sebebiyle ¢esitli organik
bilesikleri parcalayarak ayristirmakta ve besin dongiisiine yardimci olmaktadirlar.
Hiflerin u¢ uzantis1 ve dallanmasinin bir kombinasyonu ile biiyiirler. Actinobacteria
kelimesi; Yunanca 1sin (aktis veya aktin) ve mantar (mukes) kelimelerinden
tiiretilmistir. Geleneksel olarak, aktinomisetler; funguslar ve bakteriler arasinda gegis
formlar1 olarak kabul edilmektedirler. Ger¢ekten de filamentli funguslar gibi, birgok
Aktinobakteri miselyum {iretir ve bu miselyal aktinomisetlerin ¢ogu sporulasyon
yoluyla ¢ogalirlar. Aktinobakterilerde lireme ya miselin par¢alanmasi yoluyla vejetatif
mod ya da aseksiiel mod ile gergeklesir. Hava veya substrat miselyum {izerinde tek bir
spor (monosporik), bir ¢ift spor (bisporik) veya bir¢ok spor (oligosporik) tretirler
(Shivlata, 2015). Hava misellerinin ¢cogunlukla substrat misellerinden kalin, pamuksu,
kadife veya toz halinde olup olmamas1 gibi farkli yapisal 6zellikleri Streptomyces
cinsinin smiflandirilmasinda ¢ok O6nemli bir o6zelliktir (Ranjani vd, 2016).
Streptomyces sp. hava miselleri besin yetersizligi gibi stres kosullarinda spor zincirleri

olusturmaktadir (Kumar, 2015).

Aktinomisetlerin ¢esitliligi ve yeni molekiilleri iiretme kapasiteleri bu sinifi
diger gruplar icerisinde fark edilir bir konumda bulundurmaktadir. Kesfedilen
biyoaktif ikincil metabolitlerin, dikkat g¢ekici sekilde antibiyotiklerin, antikanser
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ajanlarin, anti-inflamatuar ajanlarin ve enzimlerin yaklasik %350'sinin iiretilmesinden
sorumludurlar (Mohan ve Rajamanickam, 2018). Bu baglamda, son 50 yildir ilag
tarama programlari ¢esitli kaynaklardan yeni aktinomisetlerin verimli bir sekilde izole

edilmesine odaklanmistir (Dewi vd, 2017; Selim vd., 2021).

Patojenik bakterilerin, sik¢a kullanilan antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmasi
etkili ilaglarin dogal ya da yapay yolla acilen iiretilmeleri gerektigi konusunda bilim
adamlart hem fikirdir. Enfeksiyon hastaliklar1 ve kanserin tedavisinde kullanilan
ilaglarin etkisiz kalmasi yeni ilag kesifleri i¢in yeni biyoaktif bilesiklerin
tanimlanmasini gerektirmektedir. Tiimor diinya ¢apinda insan ve bitki sagligi igin
onemli bir 6liimciil etkidir. Bununla birlikte, antitiimor ajanlarin elde edilmesi ile ilgili
caligsmalar glinlimiizde de devam edilmektedir. Mevcut arastirmacilar, on yildan uzun
siiredir antitimor maddelerle ilgili temel aragtirmalar yapmis ve yeni yOntemlerin
aranmasinin Ozellikle yeni antitiimor maddesinin kesfi i¢cin Onemli bir anahtar

oldugunu kabul etmislerdir (Ventola, 2015).

Antitiimor 6zellikli sekonder metabolitlerin 6nemli bir¢ogu aktinobakterilerden
izole edilmistir. Klinik kullanimda olan dogal olarak tiiretilmis antibiyotiklerin
%70'inden fazlas1 toprak aktinomisetlerinden tiiretilir (Elardo vd., 2010). Her tiirlii
ekosistemde bulunan bir prokaryot grubu olan Aktinomisetlerin en verimli sekonder

metabolit {iretici cinsi Streptomyces sp.’dir.

Streptomyces cinsi ilk kez 1943 yilinda Walksman ve Henrici tarafindan
tanimlanmistir (Williams vd, 1983). Actionobacteria ordosuna ait bir cins olan
Streptomyces, Streptomycetaceae ailesinin bir iiyesidir (Arai, 1997). Bergey’in
Sistematik Biyoloji kitabina gére yapilan siiflandirma Cizelge 2.1°de verilmektedir
(Garrity vd, 2004).

Streptomyces cinsleri tibbi ve tarimsal uygulamalarda ticari 6nemi olan sekonder
metabolitlerin ve enzimlerin lretiminde yaygin olarak kullanilan mikroorganizma
grubudur (Harir, 2018). Streptomyces, genellikle su ve toprak dahil olmak iizere her
tiirlii ekosistemde yasayabilir. Streptomyces cinsi ilk kez 1943 yilinda Walksman ve

Henrici tarafindan tanimlanmustir.



Tablo 2.1. Streptomyces cinsinin biyolojik siniflandirmasi (Garrity vd, 2004).

Domain Bacteria Takim I Actinomycetales
Sube BXIV Actinobacteria Alttakim XIV Streptomycineae
Simif'1 Actinobacteria Aile | Streptomycetaceae
Altsimif V Actinobacteria Cins | Streptomyces

Streptomyces sp. hiicre yapilart bakimindan bakteri 6zelligi gostermekle birlikte
dallanmis miselli bir yap1 olusturmalar1 sebebiyle funguslar ile benzerlik gdsterirler
(Sharma, 2014). Giinlimiize kadar 900’iin {izerinde tanimlanmis tiirii bulunan
Streptomyces’ lerin genom biiyiikliigli yaklasik olarak 8-10 Mb’dir. Streptomyces sp.
suslarinin kolonileri diger bakteri kolonilerine benzese de daha kuru, tlizerleri tozlu

goriiniimlii ve opak olmayislariyla ayrilirlar (Kiziloglu, 2015) (Sekil 2.1).
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Sekil Zf Sfrtomyces sp. morfolojisi (Jan, 2012)

2.3. Streptomyces sp. ve Sekonder Metabolit Uretimi

Antibiyotiklerin tedavide ilk kez kullanimi1 Alexander Fleming’in penisilini
tesadiifen kesfetmesinden sonraki yillara dayanir. 1940 yillarinda az miktarda iiretilen
ham penisilin, stafilokok ve streptokok enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmistir.
Antibiyotik arastirmalart 1943 yilinda Waksman ve arkadaslar1 tarafindan,
streptomisinin bulunmasiyla hiz kazanmstir. O yillarda Streptomyces griseus’dan elde
edilen streptomisin, tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan etkili ilk antibiyotik olmustur.
1950 ve 1960’ I1 yillarda c¢ok sayida antibakteriyal ve antifungal antibiyotikler
bulunmus (Cizelge 2.2), ve bu dénem antibiyotik kesiflerinin “Altin Cag1” olarak
nitelendirilmistir (Burns, 2020). Sekonder metabolitlerin ekolojik rolleri; biiylime
inhibisyonu, sporulasyon faktorleri tiretimi ve stimiilasyonu, bitki biiyime faktorleri
iretimi, cesitli sinyaller ireterek farklilasma saglanmasi, hareket ve biyofilm

olusturmayi tesvik ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi seklindedir (Tyc vd., 2017).



Aktinomisetler ¢ok cesitli fazla miktarda farmasotik sekonder biyoaktif
metabolit tretimleri ile bilinirler. Sentezi yapilan sekonder metabolitler immiin
diizenleyici, fungusit ve antikanser ajanlaridir (Lima ve Melo, 2017; Huang vd., 2015).
Aktinomisetler ayrica antibakteriyel, antifungal (Zarandi vd., 2009), antibiyofilm,
antitimor (Hong vd., 2009), insektisit (PimentelElardo vd., 2010), antioksidan
(Janardhan vd., 2014), 8 anti-biofoling (dogal ortamlarda olusan karisik
mikroorganizma tabakasini 6nleyen) (Xu vd., 2010), antiparazitikler (Pimentel-Elardo
vd., 2010), bitki biiylime promotdrleri ve herbisit maddeler (Sousa vd., 2008), enzim
inhibitorleri (Hong vd., 2009) ve endiistriyel alanda 6nemli enzimler gibi ¢esitli

gorevlerde ve yapilarda olabilirler.

Tablo 2.2. Streptomyces kokenli kesfedilen bazi antibiyotikler

Antibiyotik Uretici Y1l Referans
Organizma

Kloramfenikol Streptomyces 1947 (Ehrlich vd.,1947)
venezualae

Oksitetrasiklin Streptomyces 1953 (Burns, 2020)
rimosus

Oleandomisin Streptomyces 1956 (Garrod, 1957)
antibioticus

Kanamisin Streptomyces 1952 (Maeda vd., 1957)
kanamyceticus

2.4. Streptomyces sp. ve Endiistriyel Onemi

Streptomyces, Actinobacteria filumunun en biiyiik cinsi olup ilag endiistrisi i¢in
en Onemlisidir. Bu Gram pozitif bakteri grubunun iiyeleri, antibiyotik, antitiimor,
antimalaryal ve immiinosupresif ajanlar dahil olmak {izere aktif sekonder metabolitler
iretme konusundaki olaganiistii kapasiteleriyle 1iyi karakterize edilmislerdir
(Planckaert, 2021). Bu tiir biyolojik ozellikler, 900'den fazla Streptomyces tiirii
tarafindan Uretilen yapisal olarak farkli bilesiklerin biiyiik c¢esitliliginden
kaynaklanmaktadir (Dalisay vd, 2013). Cins, 6zellikle tetrasiklinler, kloramfenikol ve
streptomisin  gibi klinik kullanimda olan bilesiklerle birlikte, bilinen tiim
antibiyotiklerin yarisindan fazlasinin iiretiminden sorumlu olan iiretken bir antibiyotik
kaynagidir. Ayrica, antrasiklin doksorubisin ve glikopeptid bleomisin gibi antitimor
antibiyotikler de Streptomyces tiirevli bilesiklerdir (Tangeria vd., 2020) (Cizelge 2.3).
Su anda klinik kullanimda olan bu ilaglar, bu cinsin suslar1 tarafindan iiretilen yeni

terapotik ajanlarin arastirilmasinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.
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Tablo 2.3. Streptomyces kokenli kesfedilen bazi antibiyotikler

Antibiyotik Ureten Etki mekanizmasi | Referans
Mikroorganizma
Tigesiklin Streptomyces Antibakteriyel i¢in | Zhanel, 2004
aureofaciens tetrasikline
direncli
organizmalar
Ertapenem Streptomyces Antibakteriyel (Perry,
cattleya aktivite 2002);(Keating,
2005)
Amrubisin Streptomyces Antitimor Sugiura, 2005
peuceticus aktivitesi
Miglustat Streptomyces Tip 1 Gaucher Pastores, 2005
lavendulae hastaligi
Daptomisin Streptomyces Cilt yapisi Fenton, 2004
roseosporus enfeksiyonu

2.5. Streptomyces sp. ve Yeni Biyoaktif Molekiil Kesfi

Gilinlimiizde mikroorganizmalarin antibiyotik direnci, kiiresel saglik, gida
giivenligi ve gelisimi i¢in en biiyiik tehditlerden biridir. Antimikrobiyal direncin
gbzetimine iliskin Diinya Saghk Orgiitii (WHO) Kiiresel Raporu, enfeksiyon
tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglara kars1 bakteriyel direncin diinyanin birgok
yerinde endise verici seviyelere ulastigini ortaya koymustur (WHO 2014). 2017'de
DSO, insan saglig1 i¢in en ¢ok ilgili olan ve yeni antibiyotiklere acilen ihtiyag duyulan
on iki bakteri ailesinden olusan bir katalog seklinde "oncelikli patojenler” in ilk
listesini yaymlamistir (WHO 2017). O'Neill'in bagimsiz incelemesine (2016) gore,
diinya capinda yilda yaklasik 700.000 kisi ilaca direngli enfeksiyonlar nedeniyle
Olmektedir. Mevcut egilimler devam ederse, bu tiir enfeksiyonlar 2050 yilina kadar
yilda 10 milyon insanin 6liimiine neden olabilir (O'Neill 2016). Bu baglamda, 6zellikle
yeni etki bigimlerine sahip yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi, yalnizca modern tip i¢in
degil, gelecekteki salginlardan kag¢inmak i¢in de kesinlikle gereklidir (Ward ve
Allenby, 2018).

Dogal iiriinler, birka¢ on yildir ilag¢ kesfinin baslangi¢ noktalar1 olmustur. Klinik
deneylere giren baglica antimikrobiyaller ve kemoterapotikler genellikle dogal
molekillerdir. Basta Streptomyces, sp. olmak {iizere miksobakteriler ve
kiiltiirlenmemis bakteriler gibi farkli mikroorganizmalar, bu tiir faydali dogal biyoaktif

bilesiklerin ana kaynaklaridir. Ayrica, sistem biyolojisini veya sentetik biyolojiyi



kullanan farkli metabolik miithendislik yaklasimlar1 ve karmasik teknikler, tiretkenlik
veya cesitli iirlinler elde edilmesi agisindan bu bakterilerin tiim potansiyelinden
yararlanmaya yardimci olabilir. Bu nedenle, etkili antibiyotikler, antikanser ajanlar ve
zirai kimyasallar gelistirmek i¢in baslangi¢ noktalar1 olarak mikrobiyal sekonder

metabolitler olduk¢a 6nemlidir (Antoraz vd., 2015; Nyugen vd., 2020).

Cesitli arastirmacilar, aktinobakterilerin 6zellikle Streptomyces cinsinin ve nadir
aktinobakterilerin ¢ok sayida biyoaktif bilesik tirettigini bildirmistir (Barka vd., 2016;
Genilloud, 2018; Li vd.,, 2019). Son 10 yilda, aktinobakterilerin gelisim
potansiyelinden yararlanmak i¢in dinamik metabolik kontrol, BGC amplifikasyonu,
yolak yeniden diizenlemesi ve genomu en aza indirilmis Streptomyces mutantlar1 dahil
olmak tizere bir dizi yeni metabolik miihendislik ve sentetik biyoloji stratejisi
olusturulmustur (Beites ve Mendes, 2015; Tan ve Liu, 2017; Li vd., 2019). Giiglii
heterolog ekspresyon platformlar: ile birlikte tiim biyosentetik yollarin yeniden
diizenlenmesi ve biiylitiilmesiyle dogal biyoaktif bilesiklerin kesfi ve gelistirmesinin
hizla hizlandirilacagi 6n goriilmektedir Bu acidan, kriptik/sessiz BGC'leri tetiklemek
veya ikincil metabolitlerin {iretimi i¢in ¢esitli heterolog konakgilar1 ve evrensel
yeniden diizenleme yOntemlerini arastirmak ¢ok 6nemlidir (Onaka, 2017) (Singh vd.,

2021).
2.6. Mevcut Calisma

Streptomyces sp. suslar1 enfeksiyonlar ve kanser basta olmak {lizere cesitli
hastaliklarin tedavisi i¢in umut vaat eden biyoaktif metabolitlerin iireticisi olarak ilgi
¢cekmektedirler. Calismamizin amaci toprak kokenli Streptomyces suslarinin farkli
lokasyonlarda Amasya elma bahgesi topraklarindan izolasyonu, molekiiler
karakterizasyonu ve bu yeni izolatlarin ISP4 sivi ve kati fermantasyonlarinda
antimikrobiyal aktivite ve sitotoksisite caligmalariyla potansiyel biyoaktif bilesik

iiretim kapasitelerinin arastirilmasidir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Streptomyces sp. Suslarinin izolasyonu

Dogadan lokal Streptomyces suslarinin izolasyonu amaciyla, Doga Koruma ve
Milli Parklar Genel Midiirliigiinden gerekli izinler alindiktan sonra (21264211-
288.04), Ilyaskdy (Amasya) elma bahgelerinden 10-15 cm derinlikteki farkli
lokasyonlardan toprak ornekleri steril kavanozlar igerisine alinmigtir. Daha sonra

numuneler 4 °C’de muhafaza edilerek hemen laboratuvara ulastirilmistir. Cizelge

3.1’te drneklem yapilan lokasyonlar ve kodlar1 verilmektedir (Ek-4).

Tablo 3.1. Numune alinan yerler ve kodlamalari

KOD NUMUNE ALINAN YERLER KOORDINATLAR

Amasya llinin Ilyaskdy’iinden Alinan 10 | Amasya elma bahgesi topragi
A Yillik Elma Bahgesi Toprak Ornegi (A1, | [40°15'38.13"N

A2, A3) 58°26"20.39"E]

Amasya {linin Ilyaskoy’iinden Alinan 20 | Amasya elma bahgesi topragi
B Yillik Elma Bahgesi Toprak Ornegi (B1, | [40°15'39.13"N

B2, B3, B4) 58°26'21.39"E]

Amasya llinin Ilyaskdy’iinden Alinan 30 | Amasya elma bahgesi topragi
C | Yillik Elma Bahgesi Toprak Ornegi (C1, | [45°15'39.13"N

C2,C3,C4) 58°26'21.39"E]

Amasya Ilinin ilyaskdy’iinden Almnan | Amasya elma bahgesi topragi
D | Hastalik Tasiyan Elma Bahgesi Toprak | [40°15'39.13"N

Ornegi (D1, D2, D3, D4) 58°26"21.39"E]

Topraktan alinan numunelerden Streptomyces sp. izolasyonu i¢in ii¢ farkli metot
uygulanmistir (Herbert, 2006). 1k olarak 4 °C’de muhafaza edilen numunelerden iig
replika halinde 1’er g tartilmistir. Bu replikalardan ilk gruba herhangi bir 6n islem
uygulanmamustir. Ikinci gruptaki numuneler laboratuvar ortaminda ii¢ giin oda
sicakliginda bekletilerek kurutulmustur. Ugiincii grup replikada yer alan numuneler ise
ikinci gruptakiler gibi 3 giin oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 saat boyunca su
banyosunda 100 °C’de inkiibe edilmislerdir. Ardindan, tiim numuneler falkonlara
alinmis, tlizerlerine 9 ml steril distile su ilave edilmistir. Toprak numunelerinde
orneklerin igindeki topragin ¢okmesi icin 10 dk bekletilmistir. Numunelerin
stipernatant kistmlart alinip kodlar1 yazilmis Epphendorf tiiplerine aktarilmislardir. Bu
numunelerden %0.85 konsantrasyonunda NaCl kullamlarak 10-2-10° oraninda
seyreltmeler yapilmistir. Seyreltme islemi yapildiktan sonra seyreltme tiiplerinden 100
ul alinarak, Bacillus ve fungus kontaminasyonunun engellenmesi amaciyla, sirasiyla

5 mg/ml ve 50 mg/ml konsantrasyonundaki nalidiksik asit ve ketokonazol (Ek 3)
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antibiyotiklerinden 50’ser ul eklenmis Triptone Soya Agar (TSA) (Oxoid) ile
Inorganik Tuz Agar (ISP4) besi yerlerine yayici ile ekim yapilmistir (Ek 1). Tiim
ekimler 10 giin boyunca statik inkiibatorde ve 28 ©°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun 3., 5., 7., ve 10. giinlerinde bakteri gelisimi incelenmistir. Kiiltiirlerde
Streptomyces sp. morfolojisine sahip koloniler numaralandirilmis ve ISP4 kati
besiyerine ¢izgi ekim teknigi ile alinarak 28 °C’de inkiibasyonlarinin ardindan saf

kiltirleri elde edilmistir.

3.2. Streptomyces sp. Suslar, Besiyerleri ve Kiiltiir Kosullari

Izole edilen tiim suslar ISP4 (Ek 1) s1v1 veya agarl1 besiyerinde 28 °C’de 5-10
giin boyunca inkiibasyona birakilarak tiretilmistir. Siv1 kiiltiirler 28°C’de ve 500 ml
hacimli ¢entikli erlenlerde 220 rpm’de calkalanarak tiretilmistir. Uzun siireli muhafaza
i¢in, S1v1 ISP4 besiyerinde lretilen bakterilerden 600’er pl alinarak iginde 600’er pl
%85’lik gliserol bulunan Epphendorf tiiplere transfer edilmistir. Pipetleme ile
homojen hale getirilen bakteri: gliserol (1:1) karisimi -86 °C’de muhafaza edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite deneylerinde bakteri ve fungal mikroorganizmalar
kullanilmistir.  Funguslarin gelisimi i¢in Sabouraud Dextrose Broth (SDB) ve
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Ek 1), bakteriler igin Mueller Hinton Broth (MHB)
ve Mueller Hinton Agar (MHA) (EK 1) kullanilmistir. Broth mikrodiliisyon deneyinde
bakterilerin tiremeleri i¢in Katyon Ayarli-MHB (Ek 1) kullanilmistir.

Calismada kullanilan indikator suslar Refik Saydam Hifzisihha Enstitiisiinden
temin edilmistir. Bu suslar, dort Gram-pozitif (Bacillus subtilis ATCC 6633,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Micrococcus luteus ATCC 9341), ii¢ Gram-negatif (Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)
bakteriler ile maya (Candida albicans ATCC 10231) ve Aspergillus niger ATCC
16404 fungal suslandir.

3.3. Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyeri igerikleri Ek 1’de verilmistir.

3.4. Tamponlar ve Cozeltiler
Calismada kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin igerik ve hazirlanis sekilleri Ek

2’de verilmistir.
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3.5. Kimyasallar ve Enzimler

Calismada kullanilan kimyasallar ve enzimler Ek 3’te verilmistir.

3.6. DNA kuantifikasyonu yardimiyla iiremenin belirlenmesi

Burton (1968) tarafindan tanimlanan metod kullanilarak DNA kuantifikasyonu
yardimiyla saf Kkiiltiirleri elde edilen izolatlarin dinamik t{ireme profilleri
olusturulmustur. Suglar ISP4 ve TSB sivi besiyerinde 28 °C’de 5-10 giin boyunca
inkiibasyona birakilarak tiretilmistir. Stv1 kiiltiirler 28°C’de ve 500 ml hacimli ¢entikli
erlenlerde 220 rpm ’de ¢alkalanarak iiretilmistir. Fermantasyon siiresince kiiltiirlerden
12 saat araliklarla toplanan 2 ml hacmindeki 6rneklerden elde edilen ve -20°C de
muhafaza edilen pelletler iiremenin belirlenmesinde kullanilmistir. Pelletler 2 ml
hacimli %0.85°lik NaCl ¢ozeltisinde ¢oziiliip vortekslenmistir. Standart olarak 5 mM
NaOH i¢inde ¢oziilmiis 0.3 mg/ml stok konsantrasyonlu Herring Sperm DNA (Ek 2)
(Sigma)’s1 kullanilmis ve bu standarda ait 6, 10, 20, 30, 50, 60, 75 ve 100 pg/ml’lik
calisma konsantrasyonlari hazirlanmigtir. 5 mM NaOH (Ek 2) (kor 6rnegi), standartlar
ve seyreltilmis &rneklerden 400 pl hacimde almmustir. Uzerlerine 1 N HCIO4 (Ek
2)’den 400 pl ilave edilmistir. Tiipler ters ¢evrilip karistirilmis, 70°C’de 20 dk. inkiibe
edilmiglerdir. Her bir karigimin iizerine 800 pl difenilamin belirteci (EK 2, 3)
eklendikten sonra ters gevrilerek karistirilan soliisyonlar 30°C’de ve 15 -17 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda &rnekler yeniden karistirilmis ve 13.200 rpm
(19.515 rcf)’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlarin 600 nm
absorbansta spektrofotometrik (Shimadzu, UV-1800 Spectrophotometer) olgtimleri
yapilmistir. Herring sperm DNA kullanilarak yapilan dl¢timlerden elde edilen standart
egriye ait formiil kullanilarak her bir 6rnekteki DNA konsantrasyonu pg/ml olarak

hesaplanmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Herring Sperm DNA’ya ait standart egri

3.7. Genomik DNA Izolasyonu, 16S rRNA Geninin PCR Amplifikasyonu ve
Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

3.7.1. Genomik DNA izolasyonu

Streptomyces sp.” den genomik DNA izolasyonu Pospiech ve Neumann (1995)’e
ait prosediir kullanilarak gerceklestirilmistir. 28 °C’de ve 200 rpm’de 48 saat boyunca
inkiibe edilen bakteri kiiltiirinden 30 ml ¢oktiiriilerek elde edilen pellet 5 ml SET
tamponunda (Ek 2) ¢ozdiirtilmiistiir. 100 pl lizozim eklenerek 1 saat siiresince 37
°C’de inkiibe edilen ¢ozeltiye 140 pl proteinaz K (Ek 2, 3) ve 600 ul % 10’luk SDS
(Ek 2, 3) ilave edilmistir. Devaminda, sirasiyla 2 ml NaCl (5 M) (Ek 2,3) ve 5 ml
kloroform (Ek 3) karisim icerisine eklenip olusan ¢6zelti 20 °C’de 30 dk. karistirilarak
inkiibe edilmistir. 6.000 rpm (4.032 rcf)’de ve oda sicakliginda 15 dk. santrifiij
sonrasinda elde edilen siipernatan 50 ml’lik falkon tiipiine aktarilmistir. Uzerine 0,6X
hacminde izopropanol (Ek 3) eklenip 3 dk. sonra gozle goriiliir hale gelen DNA yeni
tipe almarak 5 ml hacmindeki %70’lik etanolle (Ek 3) yikanmistir. Etanoliin
uzaklagmasi i¢in kendiliginden kurumaya birakilan DNA’ya 1 ml TE tamponu (Ek 2)
ilave edilmistir. 55 °C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda DNA’nin TE tamponunda

¢Ozlinmesi saglanmistir.

13



3.7.2. Genomik DNA izolasyonu

Calismamizda lokal Streptomyces izolatlarinin belirlenmesi amaciyla
bakterilerde 16S rRNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi amaciyla tasarlanmig AIIR ve BactF

tiniversal primerler kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Tablo 3.2. Numune alinan yerler ve kodlamalari

Isim | Primer dizisi (5°- | Uzunluk | Tm (°C) | Amplikon Refera
3) (b¢) Biiyiikliigii (bg) | ns

AlIR | GGTTACCTTGT 19 46.77 | 1492-1510 (Lane
ACGACTT vd.,

1985

BactF | AGAGTTTGATC 20 49.73 (Zwick,
ATGGCTCAG 2012)

Streptomyces suslarina ait genomik DNA’lar kalip olarak kullanilarak, iiniversal
primerler (AlIR-BactF) ve Tag DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific) enzimi
yardimiyla 16S rRNA bolgeleri PZR ile BioRad T100 Thermal Cycler (U.S) cihazinda
cogaltilmistir (Cizelge 3.3).

Tablo 3.3. Calismada kullanilan PZR igerik ve kosullari

Reaksiyon icerigi Miktar (ul) PZR Kosullar:
Taq DNA buffer (10X) 2,5
Kalip DNA (100 ng) 1 95 °C 3 dk
Meri primer (10 uM) 1,25 95 °C 30 sn
Geri primer (10 pM) 1,25 55°C 40 sn — doned
dNTP (10 mM) 0,5 72 °C 1 dk
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) | 0,2 72°C 5 dk
4°C oo
dH20 18,3
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3.7.3. Agaroz jel elektroferezi

Genomik DNA’lar ve PZR amplikonlar1 %0,8 derisiminde hazirlanan agaroz
jele (Ek 2) yiiklenmis ve 80 voltta 45 dk. yiiriitiilmiistiir. Jel hazirlamada ve yiiriitmede
kullanilan tampon 1X TAE (Ek 2)’dir. Caligmada GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific) belirte¢ olarak kullanilmistir (Ek 3).

3.7.4. PZR iiriinlerinin jelden saflastirilmasi

Elektroforez sonrasi agaroz jelde yiiriitilen PZR firiinleri jelden kesilip

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) kiti kullanilarak saf
halde elde edilmistir.

3.7.5. Dizi analizi ve hizalama

Elde edilen PZR firiinlerinin Sanger dizi analizi i¢in Genetik Hastaliklar Tan1
Merkezi (GENOKS) araciligi ile BGI (Hong Kong) firmasindan hizmet alimi
gerceklestirilmistir. Elde edilen diziler BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) programinda yer alan veritabanindaki dizilerle
karsilastirilmistir (BLASTn). Clustal W (Thompson vd., 1994) kullanilarak ¢oklu dizi
hizalamast yapilmistir. MEGAX 10.1 yazilim paketindeki Neighbor-Joining
algoritmas1 ve Kimura iki parametreli testler kullanilarak ise filogenetik agaglar

olusturulmustur (Kumar vd., 2018).

3.8. Farkh organik ¢oziiciilerle biyoaktif molekiillerin ekstraksiyonu

Her bir izolat icin gliserol stoklarindan 500 pl almip ISP4 agara yayici
yardimiyla ekimi yapilmis ve 28 °C’de bes giin boyunca inkiibasyonu saglanmistir. Bu
kati kiiltiirlerden 40 mg tartilip i¢inde 100 ml s1v1 [ISP4 besiyeri olan 500 m1’lik ¢entikli
erlenlere ekim yapilmustir. 28 °C’de ve 220 rpm’de 7 giin boyunca inkiibe edilmistir.
24 saat araliklarla 500 pl kiiltiir 6rnekleri alinarak falkonlara konulmustur. Uzerine
500 ul 2,5 M HCI (Ek 2) ve 3 ml dH20 eklenmistir ve bu sekilde HCI ile muamale
edilerek 595 nm’deki absorbans degerleri spektrofotometre cihazi (Shimadzu, UV-
1800 Spectrophotometer) ile dlgiilerek {ireme profilleri elde edilmistir (Ozcengiz vd,
2010). ODsgs degeri 0,700-0,800 araligina ulasan kiiltiirlerden 100 ml hacimde
almarak, 500 ml’lik ¢entiksiz erlenlere aktarilmistir. Uzerine 1:1 oraninda etil asetat,

metanol, kloroform, hekzan, benzen, biitanol, dimetil eter (Ek 3) eklenmistir. Kiiltiir-
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organik ¢oziicii karisimlart oda sicakliginda 1 saat 100 rpm’de ¢alkalanmistir. Daha
sonra, numunelerden klorofom i¢in alt faz, etil asetat, metanol, hekzan, benzen,
biitanol ve dimetil eter organik ¢oziiclilerin kullanildigi karrisimlarin ise iist fazi
alinmistir ve Epphendorf tliplerine konulmustur. Numunelerdeki organik coziiciiler
evaporator cihazinda (CHRIST- RVC 2-18 CDplus, U.S.) 40°C’de ugurulmustur. Elde
edilen ekstraktlar antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmek iizere -20 °C’ye

kaldirtlmistir.

3.9. Fermantasyon Deneyleri

3.9.1. Siv1 Streptomyces sp. Kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Gliserol stoklarindan ISP4 kat1 besiyerine 500 pl ekim yapildiktan sonra 28°C’de
bes giin inkiibe edilen Streptomyces sp. kiiltiirlerinden 40 mg alinip, 100 mI’lik ISP4
stv1 besiyeri iceren 500 ml’lik ¢entikli erlenmayerlere 3’er replika olacak sekilde ekim
yapilmistir. 28°C’de ve 220 rpm’de ger¢eklesen fermantasyon kiiltiirlerinden 96 ve
120. saatlerde ornekler alinip Boliim 3.8’de agiklanan sekilde HCI ile muamele
edilerek ODsgs degerleri 6l¢iilmiistiir. ODsgs degeri 0,8’¢ ulasan kiiltiirler (100 ml) 50

ml’lik falkonlara konulmustur.

3.9.2. Siv1 ISP4 Kkiiltiirlerinden biyoaktif molekiillerin ekstraksiyonu

Siv1 kiiltiirlerden biyoaktif molekiillerin ekstraksiyonu hem siipernatant kismi
hem de pellet kullanilmistir. Gerekli ODsgs degerine ulasan kiiltiirler falkonlara
aliarak 3000 rpm (1008 rcf) *de 20 dk. oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Bu islem
sonrasinda elde edilen siipernatantlar 24 saat -86 °C’de dondurulmustur. Donmus olan
stipernatantlar Liyofilizatér (Elektromag M2815) cihazinda kurutulmustur ve toz
haline gelmesi saglanmistir. Bu numuneler gerekli hacimlerde tartilarak +4 °C de
karanlik ortamda muhafaza edilmistir. Sonrasinda antimikrobiyal aktivite ve
sitotoksisite caligsmalarinda metanol veya %0.85 NaCl icerisinde ¢oziindiiriilerek (5

mg/ml) kullanilmistir.

S1v1 fermantasyondan elde edilen pelletlerin darasi1 alinarak 4 g olacak sekilde
tartilmigtir. 4 gram pellet tizerine 10 ml metanol eklenmistir. Karigim 70 amplitudda,
buz igerisinde sonikatérde (Sonics Vibra Cell VCX130 PB, U.S.) 3x10 sn sonike
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edilerek misellerin kirilmasi saglanmistir. Sonikasyon sonrasinda, hiicre: metanol
karistimi 30°C°de ve 100 rpm’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda 8 saat
araliklarla iki kez metanol degisimi yapilmistir. Metanol ekstraktlar1 bir araya
getirilmis ve steril kurutma kagidi ile filtre edilmistir. Elde edilen metanol 6ziitleri 2
ml’lik Epphendorflara dagitilmis ve evaporatér cihazinda (CHRIST- RVC 2-18
CDplus) 40 °C’de ugurulmustur. -20 °C’de saklanan oOziitler 5 mg/ml final
konsantrasyonunda metanol %0.85 NaCl’de ¢ozdiiriilerek biyoaktivite deneylerinde

kullanilmustir.

3.9.3. Kat1 Streptomyces sp. Kiiltiirlerinin Hazirlanmas1 ve Biyoaktif

Molekiillerin Ekstraksiyonu

Gliserol stoklarindan 500 pl ekim yapilan ve 5 giin boyunca 28 °C de inkiibe
edilen lokal Streptomyces sp. suslarina ait 10’ar replika ISP4 kati kiiltlirii elde
edilmistir. Bes giiniin sonunda 5 replika ISP4 kati kiiltiirii 1 adet ISP4 agar petriye
pasajlanmistir. Her bir susa ait 2’ser petrideki miseller 6ze ile siyrilarak darasi alinmis
falkonlara konulmustur. Siv1 kiiltiir ekstraksiyonunda oldugu gibi, 4 g kiiltiire 10 ml
metanol eklenmis ve Bolim 3.9.2°de belirtildigi sekilde metanol ekstraksiyonu

gerceklestirilmistir.

3.10. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Elde edilen tim ekstraktlarin in vitro antimikrobiyal aktivitelerinin
degerlendirilmesinde Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) tarafindan

belirlenen kriterler dikkate alinmustir.

3.10.1. Agar kuyucuk difiizyon yontemi

Test mikroorganizmalardan 100 pl alinmistir ve ayri ayr1 50 lik falkonlara 10 ml
TSB ortamina konulmustur. Test mikroorganizmalar 37°C’de ve 220 rpm de 16 saat
inkiibatore konulmustur. Biiyliyen 10 ml lik test mikroorganizma kiiltiirlerinin her
birinden 2’ser ml alinmistir ve 500 liik celtiksiz erlenmayare 100 ml TSB ortamina
ekimi yapilmistir. 37°C’de ve 220 rpm de inkiibatére konulmustur. Spektrotometre ile
belli araliklarla OD600 degeri Ol¢lilmiistiir ve OD600 degeriyaklasik olarak 0,9 a
geldiginde 4 °C’ye kaldirilmistir. Her bir bakteri i¢in ayri ayrt TSA besiyeri

hazirlanmistir. Hazirlanan TSA besiyerlerinin sicakligi termometre ile 6l¢iilmiistiir ve
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sicaklik 45°C’ye diistigiinde her bir besiyerinin i¢gine 100 ml’ye 3,3 ml test
mikroorganizmalar konulmustur. Petrilere 25 ml dokiilmiistiir. Soguduktan sonra
agara 4 mm c¢apinda kuyucuklar a¢ilmistir. Kuyucuklarin her birine -86°C de saklanan
siipernatantlardan yiiklenmistir. Daha sonra, difiizyonu kolaylastirmak i¢in petriler 2
saat 4°C’ye konulmustur. Patojen bakteriler 37°C’de, funguslar ise 26°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi diskler etrafinda olusan inhibisyon

zonlart (mm) 6l¢iilmiistiir.

3.10.2. Agar disk difiizyon yontemi

Kalitatif antimikrobiyal aktivite tayini i¢in agar disk diflizyon ydntemi
kullanilmistir (Desai vd., 2008). Sonuglar; diskler etrafinda olusan temiz zonlarin mm
cinsinden cap1 olarak degerlendirmeye alinmistir. Bu degerlendirme metanol
kontrollerinin olusturdugu zon ¢aplari dikkate alinarak yapilmistir. Agar disk diflizyon
yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde indikatoér suslar MHA ya da
SDA besiyerlerine ¢izgi ekim teknigi ile ekilip elde edilen taze koloniler %0,85°1ik
NaCl ¢ozeltisi icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. McFarland standardina uygun olarak (0,5
McFarland = 1-4 x10® Kob/ml), bu karisimlarin ODsgo degeri 0,085-0,1 araligma
getirilmigtir. Uygun gelisimdeki kiiltiirlerden 100’er pl alinarak MHA kati
besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Yirmiser pl 6ziit emdirilen standart steril bos diskler
mikroorganizma ekimi yapilan kat1 besiyerlerine dikkatle yerlestirilmistir. Antibiyotik
kontrolleri bakteriler i¢in amikasin (30 pg), funguslar i¢in ketokonazol (30 ug) ve
metanol emdirilmis bos diskler (Ek 3) de calismada kontrol olarak kullanilmustir.
Petriler 6nce 4 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra bakterilere ait olanlar 37 °C’de
16-20 saat, funguslar ise 26 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrast diskler etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 (mm) O6lctilmistir. CLSI

standartlarina (CLSI_M100-S24, M44A2, M51A) gore degerlendirilmiglerdir.

3.10.3. Mikrodiliisyon yontemi ile Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIC)

degerlerinin belirlenmesi

MIC; mikrobiyal iiremeyi engellemek i¢in gerekli minimum madde derisimini
ifade etmektedir. CLSI standartlari baz alinarak (CLSI, M07-A9, M27-A2, M38-A2)
Katyon-ayarli Mueller-Hinton besiyerinde (KA-MHB) (Ek 1) sivi mikrodiliisyon
yontemi ile 96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklar (Ek 3) kullanilarak MIC deneyi
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gerceklestirilmistir (Gu ve Wang, 2010). ilk olarak, kuyucuklara 100 pl KAMHB
eklenmistir. Metanol igerisinde 1024 pg/ml derisiminde hazirlanan ekstrakt
cozeltisinden ilk kuyucuga 100 pl ilave edilmistir, karistirilan ¢ozeltiden 100 pl
alinarak bir sonraki KAMHB iceren kuyucuga eklenmistir. Bu sekilde 512 ug/ml—
0,125 pg/ml araliginda iki kat seyreltme yontemi ile gerek ekstrakt gerekse de
antibiyotikler seyreltilmistir Ardindan, besiyeri-ekstrakt veya antibiyotik karigimina
1-5x10° Kob/ml yogunlugunda mikroorganizmadan 100 pl eklenerek karistirilmistir.
Mikroorganizmalar agar disk diflizyon yonteminde hazirlandig1r gibi, taze cizgi
ekimlerinden %0,85°lik NaCl ¢ozeltisi igerisinde ODs12 degeri 0,085-0,1 araliginda
(0,5 McFarland = 1-4 x10® Kob/ml) ayarlanarak taze hazirlanmis KAMHB igerisine
1:10 oraninda eklenmistir. Elde edilen bu mikroorganizma soliisyonu MIC
deneylerinde kullanilmistir. Funguslar igin standart olarak ketokonazol, bakteriler i¢in
standart olarak amikasin antibiyotikleri kullanilmistir. Plaklar 6énce 4 °C’de 2 saat
inkiibe edildikten sonra ayni indikatér mikroorganizmalar i¢in agar disk difiizyon
yonteminde uygulanan sicaklik ve inkiibasyon siiresi boyunca bekletilmistir. Sonuglar
kuyucuk diplerinde bulaniklik gézlemi ile degerlendirilmistir. Uremenin olmadig1 en
diistik derisim o ekstraktin MIC degeri olarak kaydedilmistir Mikroorganizmanin ya
da ekstraktin dahil edilmedigi kuyucuklar kontrol olarak kullanilmistir. Her deney {i¢
kopya halinde gerceklestirilmis ve ortalama degerler (mm = SD) elde edilmistir.

3.10.4. Minimum bakterisidal ve mininum fungisidal konsantrasyonlarin

(MBC, MFC) belirlenmesi

Dabha ileri antimikrobiyal aktivite degerlendirilmesi i¢in Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon (MBC) ve Minimum Fungusidal Konsantrasyon (MFC) belirlenmistir.
MBC, belirli bir mikroorganizmay: o6ldiirmek i¢in gerekli olan en diisiikk madde
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. MBC ve MFC testi uygulanirken, MIC
plaklarinda bulunan ve liremenin ger¢eklesmedigi kuyucuk ile bunun cevresindeki
kuyucuklardan 1 pl alinarak MBC testi icin MHA kat1 besiyeri, MFC testi igin SDA
kat1 besiyerine nokta ekimi yapilmistir. Bakterilere ait olan ekimler 37 °C’de 16-20
saat, funguslara ait olanlar ise 26 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
inkiibasyon siiresi sonrasinda, biiylimede %99.9 azalmaya yol acan en diisiik
konsantrasyon bakteriler icin MBC olarak belirlenmistir (Pfaller vd, 2004). Funguslar
icin MFCl'yi belirlemede, MIC plaka kuyucuklarindan pasajlama sonrasi iiremenin

olmadig1 en diisiik konsantrasyon segilmistir (Espinel-Ingroff vd, 2002).
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3.11. Sitotoksite Deneyleri

Izole edilen lokal Streptomyces sp. suslarma ait metanol dziitlerinin sitotoksik

etkilerinin belirlenmesi i¢in hiicre canliligi ve MTT testleri uygulanmistir.

3.11.1. Tripan mavi boyama testi ile hiicre canliliginin saptanmasi

Hiicre canliliginin belirlenmesi amactyla Tripan mavi boyas1t (Ek 2,3)
kullanilmistir. Bu boya negatif yiike sahip bir boyadir ve hiicrelerin canli ya da cansiz
olup olmadiginin belirlenmesini saglamaktadir. Tripan mavi boyasinin ¢alisma ilkesi
su sekildedir; hiicre membrani zarar gormemis ve canli bir hiicre ise, boya hiicre i¢ine
girememektedir. Ancak, cansiz hiicreler boyay1 absorbe ederek mikroskop altinda
mavi olarak goriinmektedirler. Thoma lamina yiiklenen hiicrelere tripan mavi boyasi

eklenerek 151k mikroskobunda sayim islemi gerceklestirilmektedir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Thoma lamindaki karelerin genel ve sinirlandirilmis goriisii (Dikici, 2021).
Toplam hiicre sayisi asagidaki formiile gore hesaplanmistir: Toplam hiicre

sayist = Toma laminda sayilan hiicreler x 10,000 (x seyreltme faktorii)
(Dikici, 2021).

3.11.2. Hiicre canhlik testi (MTT)

Kontrol hiicresi olarak insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293), kanser
hiicre hatlar1 olarak insan kolon epidermal adenokarsinoma hiicreleri (CaCO-2), insan
prostat karsinoma (LnCap) ve insan meme adenokarsinoma (McF-7) hiicreleri
kullanilmigtir. % 10 Fetal sigir serumu (FBS) (Ek 2,3) igeren DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) (Ek 1, 3) veya RPMI (Roswell Park Memorial Institute
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Medium) (Ek 1, 3) besi ortamu igerisinde 37 °C, %5 CO2 ve %95 nem kosullarinda
inkilibator i¢inde ¢ogaltilmislardir. Elde edilen ekstraktlarin kanser hiicreleri
tizerindeki  sitotoksik  aktivitesi ~MTT  [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
dipenyltetrazolium bromide] (Ek 3) yontemiyle belirlenmistir (Mosmann, 1983). Bu
amagla, 96°lik plakada her kuyucukta 5-10x10% hiicre olacak sekilde ekilen hiicrelere
0,2 mikronluk filtrelerden gecirilen ekstraktlarin degisik konsantrasyonlar1 (1-1000
ng/ml) 24, 48 ve 72 saat siiresince uygulanmistir. Bu siire sonunda, besi yeri ¢ekilip
yerine yeni besi yeri ve MTT soliisyonu (Ek 2) uygulanmistir ve 4 saat 37 °C
inkiibasyona birakilmistir. Canli hiicreler tarafindan MTT’nin metabolik olarak
degistirilmesi sonucunda olusan formazon kristellerinin DMSO (Ek 3) ig¢inde
¢oziilmesi sonunda olusan renk 590 nm’de mikroplaka okuyucuda (Allsheng AMR-
100, U.S.) dl¢iilmistiir ve bu absorbsiyon degerleri kullanilarak hiicrelerin ECsp (yart
azami etkili konsantrasyon, belirli bir maruz kalma siiresinden sonra taban ¢izgisi ile
yart arasinda bir yanit olusturan bir ila¢ konsantrasyonu) konsantrasyonlar

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Streptomyces sp. Suslarmin izolasyonu

Calismamizda, Amasya Iline bagl Ilyaskdy mevkiindeki elma bahgelerinden
alinan toprak orneklerinden Aktinomiset ve diger mikroorganizmalarin izolasyonu
yapilmistir. En ¢ok D topragi olarak isimlendirilen hastalik tasiyan toprakta
mikroorganizma gelisimi gozlemlenmigstir. ISP4 besiyerinde TSA besiyerine kiyasla
daha 1yi gelisim gdsteren koloniler morfolojik bakimdan incelenmis, 42 farkli koloni
icerisinden Streptomyces sp. morfolojisine yakin oldugu diisiiniilen 9 adet

mikroorganizma ile ¢aligmaya devam edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. ilyaskdy (Amasya) elma bahgesi topragindan izole edilen ve Streptomyces
Sp. Morfolojik goriinlimiine sahip bakteriler (1, 3, 10, 27, 28, 30, 34, 35 ve 40

numarali suslar).

4.2. Lokal izolatlarin ISP4 ve TSB Besiyerlerindeki Morfolojileri

Calismada izole eden 9 adet lokal izolat TSB ve ISP4 sivi ve agarli
besiyerlerinde 28°C’de 5-10 giin boyunca inkiibe edilmis ve koloni morfolojileri

gdzlemlenmistir.

Amasya (Tiirkiye) ili Ilyaskdy mevkiindeki 20 yillik B grubu elma bahgesi
toprak orneginden izole edilen 1 numarali lokal izolat1 ISP4 agar kiiltiirlerinde beyaz-
grimsi renkte sporlanmis ve olusan kolonilerinin iizerinde seffaf renkte madde tiretimi
tespit edilmistir (Sekil 4.2a). ISP4 siv1 kiiltiirlerinde de misellerin olusumu beyazimsi-
sar1 renktir (Sekil 4.2b). TSB kat1 ve siv1 kiiltiirlerinde ise sarimsi renk olusumu

gozlenmistir (Sekil 4.2¢,d).
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Sekil 4.2. Lokal izolat 1’in ISP4 ve TSB kiiltiirlerindeki morfolojisi. a) ISP4 kat1
kiiltiirti, b) ISP4 s1v1 kiiltiirti, ¢) TSA kiiltiirii d) TSB kiiltiirii.

Lokal izolat 3’e ait ISP4 kiiltiirlerinde 1 numarali izolattakine benzer morfoloji
kaydedilmistir (Sekil 4.3a,b) ISP4 agar kiiltiirlerindeki kolonilerinin {izerinde seffaf
renkte madde tiretimi Sekil 4.3a’da goriilmektedir. 3 numarali lokal izolatin TSB
kiiltiirlerine ait morfoloji Sekil 4.3c.d’de goriildigi lizere TSB kati ve sivi

kiiltiirlerinde beyazimsi renk olusumu gézlemlenmistir.

Sekil 4.3. Lokal izolat 3’iin ISP4 ve TSB Kkiiltiirlerindeki morfolojisi. a) ISP4 kati
kiiltiirti, b) ISP4 s1v1 kiiltiirii, ¢) TSA kiiltiirii d) TSB kiiltiirti.

10 numarali lokal izolata ait ISP4 kiiltiirlerinde de 1 ve 3 numarali suslara benzer
morfolojik gelisim tespit edilmistir (Sekil 4.4a,b). TSB ve TSA’da kahverengi
kiiltiirler olusturmustur (Sekil 4.4¢,d).

Sekil 4.4. Lokal izolat 10’un ISP4 ve TSB kiiltiirlerindeki morfolojisi. a) ISP4 kat1
kiiltiirii, b) ISP4 siv1 kiiltiirii,c) TSB kat1 kiiltiir d) TSB kiiltiirti.

Lokal izolat 27°nin ISP4 kat1 kiiltiirlindeki koloni rengi kremdir, ISP4 sivi
kiiltiirleri bahsedilen diger 3 izolat gibi beyazimsi-sari’dir (Sekil 4.5a,b). TSB kat1
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kiltiriinde pamuk¢uk seklinde ve beyaz renktedir, ayrica TSB sivi Kkiiltiirleri

beyazimsi renk olusumu gézlemlenmistir (Sekil 4.5c¢,d).

Sekil 4.5. Lokal izolat 27’nin ISP4 ve TSB Kkiiltiirlerindeki morfolojisi. a) ISP4 kati
kiiltiirdi, b) ISP4 s1v1 kiiltiirii, ¢) TSA kiiltiirii d) TSB kiiltiirti.

Lokal izolat 28 ISP4 agar besiyerinde turuncu renkte koloni olusturmustur (Sekil
4.6a). Ancak, ISP4 siv1 kiiltirlerinde herhangi bir pigment iretimi gézlenmemistir
(Sekil 4.6b). TSB siv1 besiyerinde besiyerinde siyah renk olusumu gozlemlenmistir.
TSB kati besiyerinde ise kahverengimsi renkte koloni olusumu gézlemlenmistir (Sekil

4.6¢,d).

Sekil 4.6. Lokal izolat 28’in ISP4 ve TSB kiiltiirlerindeki morfolojisi. a) ISP4 kat1
kiiltiirii, b) ISP4 s1v1 kiiltiirii, ¢) TSA kiilttirti d) TSB kiiltiirt

1,3, 10,27 ve 28 numarali izolatlar B kodlu toprak 6rneginden izole edilmisken,
lokal izolat 30, Amasya (Tiirkiye) ili Ilyaskdy mevkiindeki hastalik tastyan elma
bahgesi toprak 6rnegi olan D kodlu topraktan izole edilmistir. ISP4 kati kiiltiirlerinde
beyaz renkte sporlanmis koloni olusumu gozlemlenirken, kolonilerin etrafinda temiz
bir zon olusumu tespit edilmistir (Sekil 4.7a). Ayn1 zamanda, ISP4 siv1 kiiltiirlerinde
beyaz-grimsi renkte misel olusumu kaydedilmistir (Sekil 4.7b). TSB kiiltiirleri ise hem
kat1 hem sivida beyamsimsi seklindedir (Sekil 4.7¢,d).
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Sekil 4.7. Lokal izolat 30’un ISP4 ve TSB kiiltiirlerindeki morfolojisi. a) ISP4 kati
kiiltiirdi, b) ISP4 s1v1 kiiltiirii, ¢) TSA kiiltiirii d) TSB kiiltiirti.

C kodlu topraktan izole edilen lokal izolat 34’tin ISP4 agar kiiltiirlerinde 3.
giinde koyu gri/siyah renkte koloni olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.8a). ISP4 s1v1
kiiltiirlerinde kiiltiir renginde ayn1 renk degisimi tespit edilememistir (Sekil 4.8b). TSA
besiyerinde ise bu izolat beyasimsi renkte koloni olustururken, TSB siv1 besiyerinde

ise sarimst renk olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.8c,d)

Sekil 4.8. Lokal izolat 34’tin ISP4 ve TSB kiiltiirlerindeki morfolojisi. a) ISP4 kati
kiiltiirti, b) ISP4 s1v1 kiiltiirii, ¢) TSA kiiltiirii d) TSB kiiltiirti.

C kodlu bolgeden izole edilen 35 numarali 6rnek, ISP4 kati kiiltiiriinden 28
numarali izolat gibi beyaz-grimsi renkte koloni olusumuna sahip olup ayni zamanda
koloni etrafinda temiz zon olusumu sdz konusudur (Sekil 4.9a). Ote yandan, ISP4 s1vi
kiiltiirlerinde renk beyaz-griden kahverengiye donmiistiir (Sekil 4.9b). TSA
besiyerinde beyaz/sarimsi renkte ve 34 numarali lokal izolattan farkli bir morfolojide

koloni olustururken, TSB siv1 kiiltiirlerinde sarimsi renk olusumu gozlemlenmistir

(Sekil 4.9¢,d).

Sekil 4.9. Lokal izolat 35’in ISP4 ve TSB Kkiiltiirlerindeki morfolojisi. a) ISP4 kati
kiiltiirti, b) ISP4 s1v1 kiiltiirii, ¢) TSA kiiltiirii d) TSB kiiltiirti.
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ISP4 kat1 besiyerinde A kodlu bdlgeden izole edilen 40 numarali izolata ait
koloniler krem renkte ve yumusak olup liremeye devam ettikce yuvarlak seklinde
koloniler daha da belirgin hale gelmektedir (Sekil 4.10a). ISP4 siv1 kiiltiirlerinde ise
grimsi pigment olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.10b). TSB ve TSA Kkiiltiirleri
incelendiginde, 34 ve 35 numaradaki gibi TSA besiyerinde beyaz/sarimsi renkte fakat
farkli morfolojide koloni olusumu, TSB siv1 besiyerinde ise sarimsi renkte kiiltiir elde

edilmistir (Sekil 4.10c,d).

Sekil 4.10. Lokal izolat 40’1in ISP4 ve TSB kiiltiirlerindeki morfolojisi. a) ISP4 kati
kiltiiri, b) ISP4 siv1 kiiltiirti, ¢) TSA kiiltiirti d) TSB kiiltiirii.

4.3. Suslarin ISP4 ve TSB Besiyerlerindeki Ureme Profilleri

Saf kiiltiirleri elde edilen izolatlarim DNA kuantifikasyonu (Burton, 1968)
yardimiyla 595 nm’deki absorbans degerleri spektrofotometre cihazi (Shimadzu, UV-

1800 Spectrophotometer) ile Ol¢iilerek dinamik tireme profilleri elde edilmistir (Sekil
4.11).

Ureme egrisi grafikleri incelendiginde; dokuz lokal izolatin TSB besiyerinde
daha iyi liredigi ve bu besiyerinde en iyi lireme saatinin T72 oldugu goriilmiistiir. ISP4
kiiltiirleri incelendiginde, 1, 10, 28, 30, 34 ve 40 numarali suslarda da maksimum
tiremenin 72. saatte ve TSB kiiltiirlerindeki ile ayn1 miktarda oldugu tespit edilmistir.
Diger izolatlarda (3, 27 ve 35) ISP4 kiiltiirlerinde Tes’da ¢ok hafif daha yiiksek olmakla
birlikte, genel olarak 72-96. saatlerde iiremede durgunluk fazina benzer bir yavaslama
s0z konusudur. Bu {i¢ izolatin Tes ya kadar ylikselen iireme egrisi bu saat sonrasinda
diisiise gegmistir. Diger taraftan, diger izolatlarin her iki besiyerindeki kiiltiirlerindeki
ve ayni zamanda 3, 27 ve 35 numarali izolatlara ait TSB kiiltiirlerinde tiremede T72’de

en list seviye gergeklesirken bu saatten sonra hizli bir diisiis goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Lokal izolatlarin ISP4 ve TSB besiyerlerinde zaman bagli iireme profilleri. a) 1 numara, b) 3 numara, ¢) 10 numara, d) 27 numara, €) 28
numara, f) 30 numara, g) 34 numara, h) 35 numara, 1) 40 numara (Mavi renk TSB kiiltiirleri mavi, ISP4 kiiltiirleri turuncu renkte cizgilerle gosterilmistir).
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4.4. Lokal izolatlarin Tamimlanmasi

4.4.1. Genomik DNA izolasyonu

Lokal izolatlara ait 16S rRNA bolgelerinin PZR amplifikasyonunu
gerceklestirmek i¢in QIAamp DNA (Qiagen) genomik DNA izolasyon Kkiti ile izole
edilen genomik DNA %0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek derisimi ve kalitesi nanodrop
Ol¢timil ile kontrol edilmistir (Sekil 4.12) (Tablo 4.1).
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Sekil 4.12. Lokal izolatlara ait genomik DNA’lar. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA
ladder, 1: Lokal izolat 1, 2: Lokal izolat 3, 3: Lokal izolat 10, 4: Lokal
izlat 27, 5: Lokal izolat 28, 6: Lokal izolat 30, 7: Lokal izolat 34, 8: Lokal
izolat 35, 9: Lokal izolat 40.

Tablo 4.1. Izole edilen genomik DNA ’larin nanodrop 6l¢iim degerleri

Lokal izolat No lzsgl/i:gl Aasor280 (NM)
1 940 2,00
3 920 1,96
10 900 1,99
27 752 2,00
28 520 2,00
30 825 2,01
34 840 1,98
35 1165 1,89
40 623 2,04
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4.4.2. PZR amplifikasyonu

Dokuz adet lokal izolattan elde edilen genomik DNA’lar kalip olarak ve BactF-
AIIR primer ¢ifti kullanilarak PZR gercgeklestirilmistir (Sekil 3.13).

Sekil 4.13. Lokal izolatlarin 16S rRNA bolgelerinin PZR ile amplifikasyonu. M:
O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder. PZR amplikonlari; 1: Lokal izolat 1,

2: Lokal izolat 3, 3: Lokal izolat 10, 4: Lokal izolat 27, 5: Lokal izolat 28,

6: Lokal izolat 30, 7: Lokal izolat 34, 8: Lokal izolat 35, 9: Lokal izolat

40, 10: Kalip DNA yerine suyun kullanildig1 negatif kontrol reaksiyonu.
PZR ile elde edilen PZR amplikonlarina ait bantlar jelden kesilerek
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) ile ekstraksiyonlari

yapilmustir. Ekstraksiyonu gergeklestirilen 6rnekler agaroz jelde yiiriitilmustiir (Sekil

4.14).
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Sekil 4.14. Jel ekstraksiyonu sonrasi elde edilen PZR amplikon fragmentleri M:
O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Lokal izolat 1, 2: Lokal izolat 3,
3: Lokal izolat 10, 4: Lokal izolat 27, 5: Lokal izolat 28, 6: Lokal izolat
30, 7: Lokal izolat 34, 8: Lokal izolat 35, 9: Lokal izolat 40, 10: Kalip
DNA terine suyun kullanildig1 negatif kontrol reaksiyonu.
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4.4 3. Blast analizleri

Sanger dizileme ile PZR amplikonlarindan elde edilen niikleotit dizileri (Ek
5) BLAST programi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  yardimiyla
kullanilarak hizalanmig, ardindan veritabanindaki diger 16S rRNAdizilerine olan
benzerlik yiizdeleri belirlenmistir (Tablo 4.2).

1 numarali lokal izolat 16S rRNA gen dizilemesine goére Streptomyces
misionensis ile %98,1 Streptomyces sp. strain NSC12 ile %98,5 Streptomyces
pratensis strain WSZ051 ile %98,9, Streptomyces sp. strain DGS3-15 ile %89.3,
Streptomyces lavendulae strain T10 ile %89.4 oraninda benzerlik gostermektedir. 3
numarali lokal izolat 16S rRNA gen dizilemesine gore Streptomyces griseoplanus
strain Ca314 2e ile %98,1, Streptomyces lavendulae strain MP512 ile %98,5
Streptomyces pratensis strain WSZ051 ile %98,5, Streptomyces sp. strain DGS3-15
ile %96.3, Streptomyces lavendulae strain T10 %89.4 oraninda benzerlik
gostermektedir. 10 numarali lokal izolat 16S rRNA gen dizilemesine gore
Streptomyces misionensis %99, Streptomyces lavendulae strain MP512 ile %99,
Streptomyces pratensis strain WSZ051 ile %98,5, Streptomyces sp. strain DGS3-15
ile %96.3, Streptomyces lavendulae strain T10 %89.6 oraninda benzerlik
gostermektedir. 27 numarali lokal izolat 16S rRNA gen dizilemesine gore
Streptomyces mediolani ile %99, Streptomyces pluricolorescens ile %99,
Streptomyces sporovirgulis ile %99, Streptomyces pratensis ile %98,1, Streptomyces
badius; ile %98,5, oraninda benzerlik gostermektedir. 28 numarali lokal izolat 16S
rRNA gen dizilemesine gore Streptomyces misionensis %98.5 oraninda benzerlik
gostermektedir. 30 numarali lokal izolat 16S rRNA gen dizilemesine gore
Streptomyces sp. strain QZGY ile %98, Streptomyces vinidochromeagenes ile
%98,1, Streptomyces griseochromogenes ile %98,8 oraninda benzerlik
gostermektedir. 34 numarali lokal izolat 16S rRNA gen dizilemesine gore
Streptomyces bellus ile 9%98.1, Streptomyces coeruleorubidus ile %98.5,
Streptomyces coerulescens ile %98.9 oraninda benzerlik gostermektedir. 35
numarali lokal izolat 16S rRNA gen dizilemesine gore Streptomyces bellus ile
%98.1, Streptomyces galileus ile %99, Streptomyces chartreusis ile %98,9,
Streptomyces pseudovenezuelae ile %98,5oraninda benzerlik géstermektedir. 40

numarali lokal izolat 16S rRNA gen dizilemesine gore Streptomyces chartreusis
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%99 oraninda benzerlik gostermektedir. Lokal izolatlar Tablo 4.2°de verildigi
sekilde isimlendirilmis ve nukleotit dizileri GenBank’a yiiklenmistir. Erisim

numaralart ayni tabloda verilmektedir.
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Tablo 4.2. Dizi analizi ve hizalama sonucu calisilan bakterilerin NCBI veritabaninda benzerlik gosterdigi bakteriler ve benzerlik yiizdeleri

No | Suslarin isimleri ve GenBank erisim numaralari Benzerlik gosterdikleri suslar Erisim numaralari Benzerlik yiizdeleri
1 Streptomyces sp. GA1 (OK639167) . Streptomyces misionensis . MG833389.1 . %98,1
. Streptomyces sp. strain NSC12 . MG833363.1 . %98,5
. Streptomyces pratensis strain WSZ051 . KM186629.1 . %98,9
. Streptomyces sp. strain DGS3-15 . KT183568.1 o %89.3
. Streptomyces lavendulae strain T10 o KY213666.1 o %89.4
3 Streptomyces sp. GA2 (MN865828) . Streptomyces griseoplanus strain Ca314 2e . KF876852.1 . %98,1
. Streptomyces lavendulae strain MP512 . MW132941.1 . %98,5
. Streptomyces pratensis strain WSZ051 . KM186629.1 . %98,5
. Streptomyces sp. strain DGS3-15 . KT183568.1 . %96.3
. Streptomyces lavendulae strain T10 . KY213666.1 o %89.4
10 | Streptomyces sp. GA3 (OK639168) . Streptomyces misionensis . MG833389.1 . %99
o Streptomyces lavendulae strain MP512 . MW132941.1 . %99
o Streptomyces pratensis strain WSZ051 . KM186629.1 . %98,5
o Streptomyces sp. strain DGS3-15 . KT183568.1 . %96.3
. Streptomyces lavendulae strain T10 %89.6 . KY213666.1 o %89.6
27 | Streptomyces sp. GA5 (OK639169) . Streptomyces mediolani . FJ792545.1 . %99
. Streptomyces pluricolorescens . KU324442.1 . %99
. Streptomyces sporovirgulis . MN647548.1 . %99
. Streptomyces pratensis . MH482882.1 . %98,1
. Streptomyces badius . MF958508.1 o %98,5
28 | Streptomyces sp. GA6 (OK639170) . Streptomyces misionensis . MT515826.1 . %98.5
30 | Streptomyces sp. GA7 (OK639171) . Streptomyces sp. strain QZGY . MT083995.1 . %98
. Streptomyces vinidochromeagenes . KT597549.1 . %98,1
. Streptomyces griseochromogenes . MK967002.1 o %98,8
34 | Streptomyces sp. GA8 (MN865829) . Streptomyces bellus . EU570431.1 . %98.1
. Streptomyces coeruleorubidus . NR_115381.1 . %98.5
. Streptomyces coerulescens . NR_114821.1 o %98.9
35 | Streptomyces sp. GA9 (OK639172) . Streptomyces bellus . EU570431 . %98.1
. Streptomyces galileus . KJ020686.1 . %99
. Streptomyces chartreusis . MN784207.1 . %98,9
. Streptomyces pseudovenezuelae . LC425853.1 o %98,5
40 | Streptomyces sp. GA10 (OK639173) . Streptomyces chartreusis . FJ481059.1 o %99
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG833389.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RJWRXK26013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG833363.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=RJWRXK26013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM186629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=RJWRXK26013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY213666.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=RJWRXK26013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF876852.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=RJWZYDF3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW132941.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=RJWZYDF3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM186629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=RJWRXK26013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY213666.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=RJWRXK26013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG833389.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RJWRXK26013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW132941.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=RJWZYDF3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM186629.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=RJWRXK26013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY213666.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=RJWRXK26013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ792545.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RJX86XJM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU324442.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=RJX86XJM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN647548.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=RJX86XJM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH482882.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=RJX86XJM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF958508.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=RJX86XJM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT515826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RJXH1WRF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT083995.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RJXMC3X5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT597549.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=RJXMC3X5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK967002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=RJXMC3X5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU570431.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=RJXSV3ME016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115381.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=RJXSV3ME016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114821.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=RJXSV3ME016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ020686.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=RJY1TT5S013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN784207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=RJY1TT5S013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC425853.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=RJY1TT5S013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ481059.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RJYF81KS016

Suslara ait 16S rRNA niikleotit dizilerinin ¢oklu dizi hizalamalar1 Clustal W
(Woudenberg vd, 2017) kullanilarak gergeklestirilmistir. Filogenetik agag
olusturulmasi i¢cin MEGAX 10.1 yazilimi (Kumar vd, 2018) yardimiyla Neighbor
Joining algoritmasi ve Kimura iki parametre testi kullanilarak olusturulmustur (Sekil

4.15).
»

S. misionensis strain SA20
Streptomyces sp. strain XS8H
Al S. levis strain A56

I: Streptomyces sp. CPE134
96 64 S. misionensis strain 12-4
48 I: Streptomyces sp. strain D2-8
S. avermitilis strain JYW7

92 S. bellus strain SAIXB8

= S.bellus strain 173824
& %
28 Streptomyces sp. strain BKS7
S. pseudovenezuelae strain QT193-8
Streptomyces sp. C90
S. pseudovenezuelae strain YC-2

S. viridochromogenes strain LS1303-2-14
Streptomyces sp. strain nenu-DSS-04

S. galilaeus strain BLH-6

S. chartreusis strain SH-1.2-R-15
Streptomyces sp. strain HP1

21 S. flavovariabilis strain 1184

1 S. pseudovenezuelae SKH1-3

50 S. galilaeus strain YMGC3
Streptomyces sp. DA08602
19 Streptomyces sp. 9R004

= L [ieptomyces sp. GATO|
47 ————— S. chartreusis strain xsd08102
ar— Streptomyces sp. CO178
1 L [Streptomyces sp. GA3

=

33 S. griseoplanus strain YJ-RT8
Streptomyces sp. GAS

2 % \_|: S. badius strain IMW05
3% S. mediolani strain cfcc3065

Streptomyces sp. strain NSC23

— Streptomyces sp. strain NYL15
s L— Slavendulae strain T10

12 S. mediolani strain F28
—|: S. pluricolorescens strain F21

9 S. pratensis strain XJB-YJ17
—|: Streptomyces sp. WZ01

Vibrio cholerae MS6

Sekil 4.15. Suslara ait filogenetik dendrogram. Filogenetik agac, 1000 tekrarli bootstrap
testi ile Neighbour-Joining yontemi kullanilarak olusturulmustur. Vibrio
cholerae MS8 dis grup olarak kullanilmistir.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=43776&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

45. Suslara Ait Farkh Organik Coziiciilerle Elde Edilen Oziitlerin

Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

On calismalarda 120 saatlik ISP4 s1v1 kiiltiirlerinin iizerine 1:1 oraninda etil
asetat, metanol, kloroform, hekzan, benzen, biitanol, dimetil eter c¢ozeltileri
eklenmis, 1 saat 100 rpm’de inkiibasyon sonrasinda olusan fazin ayrilip
evaporatorde ugurulmasi ile elde edilen 6ziitler kendi ¢oziiciisii ile ¢ozdiiriilmiis ve
antimikrobiyal aktivite deneylerinde kulllanilmistir. Sonug olarak, Agar kuyucuk
difiisyon yontemi ile organik ¢oziicii olarak metanol kullanilan deneylerde
antimikrobiyal aktivite gézlemlenmis, diger organik ¢dziicli ekstraktlarinda sonug
elde edilememistir (Tablo 4.3). Bu nedenle, ¢alismanin devaminda ekstraksiyon

asamalarinda organik ¢oziicli olarak metanol kullanilmistir.

Tablo 4.3. Metanol ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6ziitlere ait antimikrobiyal

aktivite sonuglar1 (mm cinsinden)

Streptomyces sp.

GAl GA2 GA3 GA7 GAS8
Indikator
Suslar
E. coli ATCC 25922 6 6 ND* 6 ND*
P. aeruginosa ATCC | ND* ND* ND* ND* 6
27853
S. aureus ATCC 25923 ND* ND* 6 ND* ND*

ND*: Belirlenmedi
4.6. Kiiltiir Siipernatanlarinda Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Dokuz lokal Streptomyces susuna ait 120 saatlik ISP4 sivi kiiltiirlerinin
santrifiijii sonrasinda elde edilen siipernatantlar kullanilarak biyoaktivite deneyleri

gergeklestirilmistir.

4.6.1. Agar kuyucuk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitelerin

belirlenmesi

Agar Kuyucuk Difiizyon yontemi kullanilarak Streptomyces sp. GAl,
Streptomyces sp. GA2, Streptomyces sp. GA3, Streptomyces sp. GAS5, Streptomyces
sp. GAG, Streptomyces sp. GA7, Streptomyces sp. GA8, Streptomyces sp. GA9 ve
Streptomyces sp. GA10 suslarina ait ISP4 kiiltiir siipernatanlarinin 8 farkli indikator

mikroorganizmaya karsi elde edilen biyoaktivite sonuglari incelendiginde zon
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olusumlarinin sadece Streptomyces sp. GAl, GA2 ve GA3 suslarina ait
siipernatanlarla elde edildigi tespit edilmistir. En belirgin zon olusumu, 10 mm’lik zon
captile, S. aureus ATCC 25923 indikator susuna karsi Streptomyces sp. GA1 ve GA3
suslarindan elde edilmistir (Tablo 4.4) (Sekil 4.16).

Tablo 4.4. Kiltiir siipernatanlarinin  Agar Kuyucuk Diflizyon yontemi ile

antimikrobiyal aktivite degerleri (mm cinsinden).

Streptomyces sp. GA1l GA2 GA3
Indikator Suslar
E. coli ATCC 25922 8 7,5 7,5
K. pneumoniae ATCC 700603 7,5 7,5 7,5
S. aureus ATCC 25923 10 ND* 10

ND*: Belirlenmedi
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Sekil 4.16. Fermantasyon deneylerinde 120. saatte alinan Streptomyces sp. GAL,
GA2, GA3 numarali bakterilere ait siipernatantin indikator

mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi.

4.6.2. Stvi mikrodiliisyon yontemi ileminimal inhibitor konsantrasyon
(MIC) degerlerinin belirlenmesi

Broth mikrodiliisyon deneyi sonucunda Agar disk difiizyon deneyi ile zon

35



ol¢timii alinamayan P. aeruginosa ATCC 27853, B. subtilis ATCC 6633, C. albicans
ATCC 10231 ve A. niger ATCC 16404 indikator mikroorganizmalarina karsi bazi
suslarin siipernatantlariyle kantitatif degerler elde edilebilmistir. Streptomyces sp.
GA2, GA3 ve GAS suslarina ait siipernatantlarda P. aeruginosa ATCC 27853¢ karst,
Streptomyces sp. GA2, GA3, GAS, GA6 ve GA10 suslarina ait siipernatantlarda ise
E. coli ATCC 25922’¢ karst MIC degeri elde edilememistir. Bunlar disinda, kalan
slipernatantlar ile diger tiim indikator suslara kars1 512 pg/ml degerinde MIC sonucu
elde edilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Suslara ait siipernatantlar kullanilarak elde edilen MIC degerleri

Suslar Amikasin/
GA1l GA2 GA3 GA5 GA6 GA7 GA8 GA9 GA10 | Flukanazol CLSI
indikat MIC SNIR
ér (ug/mL)
Suslar

E. coli

25922 64

ATCC 512 ND* ND* ND* ND* 512 512 512 ND 64/32 <16/32<

K.

pneumo
niae 512 512 512 512 512 512 512 512 512 64/32 <4/-
ATCC /<64
700603

P. aeru

ATCC <64
27853

ginosa 512 ND* ND* ND* 512 512 512 512 512 64/32 <16/32/

S.

ATCC <64
25923

aureus 512 512 512 512 512 512 512 512 512 16/8 <16/32/

B

subtilis

512

512

512

512

512

512

512

512

512

16/8

<64/128
/<256

E.
faecalis
ATCC
29212

512

512

512

512

512

512

512

512

512

16/16

<16/32/
<64

C.
albicans

512

512

512

512

512

512

512

512

512

16/8

<14<19

ATCC
10231

A.niger
ATCC 512 512 512 512 512 512 512 512 512 8/8 4-16
16404

ND*: Belirlenmedi

4.6.3. Kiiltiir siipernatanlaria ait MBC/MFC degerlerinin belirlenmesi

ISP4 kiiltiir siipernatanlarina ait MBC ve MFC sonuglart Sekil 4.17°de
verilmektedir. C. albicans ATCC 10231 ve E. faecalis ATCC 29212 indikator
suslarma karsi denenen konsantrasyonlarda MFC ve MBC degerleri elde
edilememistir. Ayrica, MIC sonuglarini dogrulayici bir sekilde, E. coli ATCC 25922’¢
karst GA2, GA3, GAS, GA6 ve GA10 suslarinda MBC degerleri bulunmamaktadir.
Kalan diger siipernatantlarin indikator suslara karsi gostermis olduklart MBC/MFC
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degerleri MIC degerleri ile ayni olup MIC testi sonucunda elde edilen 512 ug/ml
konsantrasyonunun “sidal aktivite” gosteren konsantrasyon oldugunu acikg¢a

gorlilmektedir.

TStreptomyces GA1 GA2 GA3 GA5 GA6 GA7 GA8 GA9 GA10
sp.

512 [256 [128 512 |256 | 128 | 512 [256 (128 512 |256 | 128 |512 256 [128 |S512 |256 | 128 | 512 [256 [128 |512 |256 | 128 |'512 256 [128

B subts
ATCC €633

E fecais
ATCC 29212

C. albicans
ATOS 10231

Sekil 4.17. Suslara ait slipernatantlar kullanilarak elde edilen MBC/MFC degerleri

4.6.4. Kiiltiir siipernatanlarina ait sitotoksisite verileri

Kiiltiir siipernatantlariyla yapilan sitotoksisite deneyleri ile Streptomyces sp.
GAl, GA2, GA3 ve GAS suglarindan anlamli sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.18,
4.19,4.20 ve 4.21).
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Sekil 4.18. Streptomyces sp. GAl siipernatantlarindan elde edilen sitotoksisite
sonuglar. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) Insan prostat kanser hiicre
hatt1 (LNCaP), ¢) insan kolon epidermal adenokarsinom kanserli hiicre

hatt1 (CaC0O2), d) Insan meme kanseri hiicre hattt (MCF?7).

Sekil 4.18 incelendiginde, Streptomyces sp. GA1 siipernatantlarinda ECso
degerleri 399.84 ug/ml ve 500.79 pg/ml olmak {izere sirasiyla LNCaP ve MFC7

kanser hiicrelerine kars1 zay1f sitotoksisite elde edildigi goriilmektedir.

Streptomyces sp. GA2 siipernatantlarindan elde edilen MTT verilerine gore en
iyi ECso degeri MFC?7 hiicrelerine kars1 (ECs0:432.07 pug/ml) elde edilmis olup, bunu

sirastyla LNCaP (ECs0:490.44 ug/ml) ve CACO2 (ECs0:1207.38 pg/ml) hiicre hatlari
izlemektedir (Sekil 4.19).

38



g
]

EC50 =430,4426 ug/ml

[

=
o
=)

00
120
= T o
5100 =
@ - =
= =
E 5%
[¥) L]
w = ]
b =
:3 I
T 40
[1] [+]
[1] 125 25 250 1000 0 125 25 50 100 250 500

50 oD 500

a Konsantrasyon [pg/ml) b Konsantrasyon [pe/ml)

ECS0=1207,386 pg/ml
Lo EC50 = 432,0775 pg/ml

100
o
o 125 = 50 oD 250 500 1000 o 125 25 S0 100 250

Konsantrasyon [pg/ml)
c d
Sekil 4.19. Streptomyces sp. GA2 siipernatantlarindan elde edilen sitotoksisite
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sonuglar. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) Insan prostat kanser hiicre
hatt1 (LNCaP), ¢) insan kolon epidermal adenokarsinom kanserli hiicre

hatt1 (CaC0O2), d) Insan meme kanseri hiicre hatt1 (MCF?7).
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Sekil 4.20. Streptomyces sp. GA3 silipernatantlarindan elde edilen sitotoksisite
sonuglar. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) Insan prostat kanser hiicre
hatt1 (LNCaP), c¢) insan kolon epidermal adenokarsinom kanserli hiicre

hatt1 (CaC0O2), d) Insan meme kanseri hiicre hatt1 (MCF7).
Streptomyces sp. GA3 siipernatantlarinda ise CACO2 hiicrelerine karst 646.85

ug/ml ve LNCaP’ye karsi 680.49 ug/ml ECso degerine sahip biyoaktif bilesikler
oldugu anlasilmaktadir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21. Streptomyces sp. GAS silipernatantlarindan elde edilen sitotoksisite
sonuglar. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) Insan prostat kanser hiicre
hattt (LNCaP), ¢) insan kolon epidermal adenokarsinom kanserli hiicre

hatt1 (CaC0O2), d) Insan meme kanseri hiicre hatt1 (MCF7).

Kiiltlir slipernatantlar1 kullanilarak yapilan sitotoksisite deneylerinde en iyi
sonug Streptomyces sp. GAS5 siipernatanti kullanilarak, 181.05 pug/ml ECso degeri ile
CACO2 hiicre hattina kars1 elde edilmistir (Sekil 4.21). LNCaP ve MFC7’ye kars1
sirastyla 403.72 pug/ml ve 473.04 pug/ml ECso degerleri elde edilmistir.

4.7.1SP4 Siv1 Kiiltiirlerine Ait Hiicrelerin Metanol Oziitlerinde

Biyoaktivitenin Degerlendirilmesi

Dokuz lokal Streptomyces susuna ait 120 saatlik ISP4 sivi kiiltiirlerinin
santrifiijii sonrasinda elde edilen hiicre peletleri metanolle ekstrakte edilmis ve

metanol 6ziitleri kullanilarak biyoaktivite aktivite deneyleri gerceklestirilmistir.
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4.7.1. Agar disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitelerin

belirlenmesi

Lokal Streptomyces sp. suslarinin ISP4 sivi kiiltiirlerinden elde edilen pelletlerin
metanol ekstaksiyonundan elde edilen Oziitler ile antimikrobiyal altiviteleri Agar
Disck Difiizyon yontemi ile degerlendirilmistir. Sonuclar incelendiginde,
Streptomyces sp. GAS susuna ait metanol Oziitiine kars1 en yiiksek duyarlilik E.
faecalis ATCC 29212 indikator susundan elde edilmistir (zon ¢ap1 9 mm) (Tablo 4.6)
(Sekil 4.22).

Tablo 4.6. ISP4 sivi kiiltiirlerine ait hiicrelerin metanol oziitlerinde Agar Disk

Difiizyon yoOntemi ile antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi (mm

cinsinden)
_ Suslar GA5 GA6 GA10
Indikator Suslar
S. aureus ATCC 25923 ND* 7 7,5
E. faecalis ATCC 29212 9 ND* ND*
e N

03 2 §

3S& G N

2 () SO

3O 8O

. = :
» < W <

GA5

GA6

-~ -'

Sekil 4.22. Streptomyces sp. GAS, GA6 ve GA7 suslarina ait pellet 6ziitlerinin

indikator mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi.
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4.7.2. Stvi mikrodiliisyon yontemi ile minimal inhibitér konsantrasyon

(MIC) degerlerinin belirlenmesi

ISP4 sivi kiiltiirlerine ait hiicrelerin metanol Oziitleri kullanilarak yapilan

mikrodiliisyon deneyi sonucunda elde edilen MIC verileri incelendiginde en yiiksek
duyarlilik E. faecalis ATCC 29212 susuna karsi 256 pg/ml’lik MIC degeri ile
Streptomyces sp. GA2, GA3, GAS, GA6, GA7, GA8, GA9 ve GA10 suslarinda elde
edilmistir. Streptomyces sp. GA3, GAS, GA8, GA9 ve GA10 suslarinda da ayn1 MIC

degeri (256 ug/ml) S. aureus ATCC 25923’a kars1 elde edilmistir. Ayrica, ¢alismada

kullanilan gram negatif bakterilerden biri olan P. aeruginosa ATCC27853’¢ karsi,

Streptomyces sp. GA9 ve GA10 suslarina ait 6ziitlerden 256 pg/ml MIC degeri tespit

edilmistir (Tablo 4.7). Diger tim suslara ait pellet 6ziitlerinden saglanan MIC

degerleri 512 pg/ml’dir.

Tablo 4.7. Suslara ait pellet dziitleri kullanilarak elde edilen MIC degerleri

Suslar Amikasin/
- GA1l GA2 GA3 GA5 GA6 GA7 GA8 GA9 GA10 | Flukanazol CLSI
Indikat MIC (ug/ml) S/IIR
or
Suslar
E. coli
ATCC 512 512 512 512 512 512 512 512 512 64/64 <16/32<
25922 64
K.
pneumo
niae 512 512 512 512 512 512 512 512 512 64/32 <4/-
ATCC /<64
700603
P.aerug

inosa 512 ND* ND* ND* 512 512 512 256 256 64/32 <16/32/
ATCC <64
27853
S.
aureus 512 512 256 256 512 512 256 256 256 8/8 <16/32/
ATCC <64
25923
B.
subtilis 512 512 512 512 512 512 512 512 512 16/16 <64/128
ATCC /<256
6633
E.
faecalis 512 256 256 256 256 256 256 256 256 16/16 <16/32/
ATCC <64
29212
C.
albican 512 512 512 512 512 512 512 512 512 16/8 <14<19
s ATCC
10231
A.niger
ATCC 512 512 512 512 512 512 512 512 512 16/16 4-16
16404

ND*: Belirlenmedi
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4.7.3. Pellet oziitlerine ait MBC/MFC degerlerinin belirlenmesi

ISP4 siv1 kiiltiir pelletlerinin metanol 6ziitlerine ait MBC ve MFC sonuglari
Sekil 4.23°de verilmektedir. GA1, GA2, GA3, GA7, GA8 ve GA9 siipernatatlarinda
E. coli ATCC 25922’ye kars1i MBC degeri MIC ile ayn1 deger olmak {izere 512
pg/ml’dir. K. pneumoniae ATCC 700603 ve B. subtilis ATCC 6633’¢ karsi
stipernatantlarla elde edilen MIC ve MBC ile C. albicans ATCC 10231 ve A. niger
ATCC16404 suslarina kars1t MFC ve MIC degerleri ayni olup 512 pg/ml’dir. S. aureus
ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 ve P. aeruginosa ATCC 27853’¢ ait MBC
degerleri MIC ile aynidir.

Streptomyces GA1 GA2 GA3 GA5 GA6 GA7 GA8 GA9 GA10
sp.

512 [256 [128 | 512 [256 [ 128 | 512 [ 256 [ 128 [512 [ 256 [ 128 [512 [256 [128 [ 512 [256 [128 | 512 [256 [128 [ 512 [256 [ 128 |12 [ 256 [128 |

E col
ATOC 25622

5. aueus
ATOC 25823

C. aicans
ATOC 10231

Sekil 4.23. Suslara ait pellet 6ziitleri kullanilarak elde edilen MBC/MFC degerleri

4.7.4. Pellet 6ziitlerine ait sitotoksisite verileri

Kiiltlir siipernatantlariyla yapilan sitotoksisite deneyleri ile Streptomyces sp.
GA1l, GA2, GA3, GA6, GA8 ve GA10 suslarindan anlamli sonuglar elde edilmistir
(Sekil 4.24, 4.25,4.26,4.27,4.28 ve 4.29).
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Sekil 4.24. Streptomyces sp. GAl pellet oziitlerinden elde edilen sitotoksisite
sonuclari. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) CaCO2, ¢) MCF7, d) LNCaP.

Sekil 4.24°de goriildiigii gibi, Streptomyces sp. GA1 pellet 0Oziitlerinin
kullanildigt MTT deneyleri sonucunda ii¢ kanserli hiicre hattinda da artan
konsantrasyonlarda hiicre canliligi azalmigtir. Saglikli insan embriyonik bobrek
hiicresine gore diger ti¢ kanserli hiicre hattinda 500 pug/ml konsantrasyonunda hiicre
canliliginin %20 oraninda diisiirmiistiir. Streptomyces sp. GAIl pellet 0ziitii
kullanilarak, 162.14 ug/ml ECso degeri ile CACO?2 hiicre hattina kars1 elde edilmistir
(Sekil 4.24). MFC7 ve LNCaP’ye karst sirastyla 196.38 pug/ml ve 227.64 ng/ml ECso

degerleri elde edilmistir.
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Sekil 4.25. Streptomyces sp. GA2 pellet 6ziitlerinden elde edilen sitotoksisite
sonuglart. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) CaCO2, ¢c) MCF7, d) LNCaP.
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Ucg kanserli hiicre hattinda da artan konsantrasyonlarda hiicre canlilig
azalmistir. Bu da proliferizasyonunun diigiik oldugunu gdstermektedir (Sekil
4.25). Streptomyces sp. GA2 pellet 6ziitleri kullanildiginda en iyi ECso degeri
77.21 pg/ml CaCO2 kanserli hiicre hattina kars1 elde edilirken, LNCaP ve
MCF7 kanser hatlarina kars1 elde edilen ECso degerleri sirasiyla 168.99 ve
310.79 pg/ml’dir.
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Sekil 4.26. a) Streptomyces sp. GA3 pellet 6ziitlerinden elde edilen sitotoksisite
sonuglari. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) CaCO2, ¢c) MCF7, d) LNCaP.
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Streptomyces sp. GA3 pellet 6ziitleri varliginda, {i¢ kanserli hiicre hattinda da
artan konsantrasyonlarda hiicre canliligi azalmistir. Hem MCF7 hem de LNCaP
hattinda 500 pg/ml konsantrasyonunda hiicre canliliginin %20 oraninda diislirmiistiir
(Sekil 4.26). Bu pellet 6ziitii HEK293 kontrol hiicrelerinin canliligini da azaltmaktadir
(ECso: 230.55 pg/ml). Streptomyces sp. GA3 pellet 6ziitleri kullanildiginda en iyi
ECso degeri 64.02 ug/ml CaCO2 kanserli hiicre hattina karsi elde edilirken, LNCaP
ve MCF7 kanser hatlarina kars1 elde edilen ECsg degerleri sirasiyla 108.71 ve 171.89
pg/ml’dir.
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Sekil 4.27. Streptomyces sp. GA6 pellet Oziitlerinden elde edilen sitotoksisite
sonuglari. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) CaCO2, ¢) MCF7, d) LNCaP.
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Sekil 4.27°de goriildiigii gibi, Streptomyces sp. GA6 pellet Oziitleri
kullanildiginda {i¢ kanser hattinda da hemen hemen artan konsantrasyonlarda azalma
mevcuttur. Ozellikle, CaCO2 kanserli hiicre hattinda 500 ug/ml konsantrasyonunda

hiicre canliligini %20 oranina kadar diistirmiistiir (ECso: 284.23 pg/ml).
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Sekil 4.28. Streptomyces sp. GA8 pellet oOziitlerinden elde edilen sitotoksisite
sonuglari. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) CaCO2, ¢) MCF7, d) LNCaP.

MTT verileri incelendiginde, Streptomyces sp. GAS8 pellet 6ziitleri varliginda,
CaCO2, MCF7 ve LNCaP kanserli hiicre hatlarina kars1 429.37, 392.04 ve 368.91
ug/ml ECsg degerleri elde edilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.29. Streptomyces sp. GA10 pellet oziitlerinden elde edilen sitotoksisite

sonuglari. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) CaCO2, ¢) MCF7, d) LNCaP.

MTT verileri incelendiginde, Streptomyces sp. GA10 pellet 6ziitleri varliginda,
her ii¢ kanserli hiicrede de artan konsantrasyonlarda hiicre canliliginin azaldigi
goriilmektedir (Sekil 4.29). Ayn1 zamanda her {i¢ kanserli hiicre hattinda da 250 pg/ml
konsantrasyonunda hiicre canlilig1 yaklasik %25 oranina diismiistiir. HEK293 kontrol
hiicrelerinde 229.09 pg/ml, CaCO2, MCF7 ve LNCaP kanserli hiicre hatlarina kars1
ise 140.18, 164.94 ve 110.33 pug/ml ECso degerleri elde edilmistir (Sekil 4.29).
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4.8. Kat1 Fermantasyon Ekstraksiyonlarinda Biyoaktivitenin Belirlenmesi

Lokal Streptomyces sp. suslarinin 120 saatlik ISP4 kat1 kiiltiirlerinin metanol ile
ektraksiyonu  sonrasinda elde edilen Oziitler kullanilarak  biyoaktivite

degerlendirmeleri yapilmistir.

4.8.1. Agar disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitelerin
belirlenmesi

Biyoassay calismalar1 ile en yiiksek antibakteriyel aktivite Streptomyces sp.
GA3 susuna ait metanol 6ziitlerinden P. aeruginosa ATCC 27853’a kars1 (zon ¢ap1
12 mm) elde edilmistir (Tablo 4.8) (Sekil 4.30).

Tablo 4.8. Kati1 ISP4 fermantasyonuna ait metanol oziitlerinden elde edilen zon

Ol¢iimleri (mm)

Suslar

GAl | GA2 | GA3 GA5 GAS8 GA9
Indikator Suslar

E. coli ATCC 25922 7 7 7 7,5 ND* ND*

P. aeruginosa ATCC| 9,5 8,5 12 ND* ND* ND*
27853

S. aureus ATCC 25923 7 8 7 ND* 8,5 9
B. subtilis ATCC 6633 ND* | ND* | ND* ND* 7,5 8
ND*: Belirlenmedi
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P. aeruginosa
ATCC 27853
ATCC 25923
B. subtilis
ATCC 6633
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Sekil 4.30. Kat1 ISP4 fermantasyonuna ait metanol 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivite

sonuglart.

4.8.2. Stvi mikrodiliisyon yontemi I1le MIC degerlerinin belirlenmesi

Orneklerin metanol ekstraksiyonundan elde edilen dziitlere ait MIC degerleri
incelendiginde sekiz indikator mikroorganizmaya kars1 da sonug elde edilmistir. Tiim
suslarin kat1 fermantasyonuna ait metanol 6ziitlerine kars1 en yiiksek duyarlilik B.
subtilis ATCC 6633 susundan elde edilmistir (MIC: 256 pug/ml). Ayrica, Streptomyces
sp. GA1’e ait oziitler disinda diger tiim oziitlerde E. faecalis ATCC 29212’¢ kars1 256
pg/ml’lik MIC tespit edilmistir. Bu iki indikator sustan sonraki en yiiksek duyarlilik
(MIC: 56 pg/ml) S. aureus ATCC 25923 tarafindan Streptomyces sp. GA3, GA5,
GAS8, GA9 ve GAI10 metanol Ozitlerine kars1t saglanmistir. Gram negatif
bakterilerden P. aeruginosa ATCC 27853’¢ kars1 Streptomyces sp. GA9 ve GA10
oziitleri ile ayn1 MIC degeri elde edilmistir. E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae
ATCC 700603, C. albicans ATCC 10231 ve A. niger ATCC 16404 indikator
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mikroorganizmalarina kars1 tiim oziitlerle 512 ug/ml MIC sonucu alinmistir (Tablo

4.9).

Tablo 4.9. Kat1 ISP4 fermantasyonlara ait metanol Oziitlerinden elde edilen MIC

degerleri

Suslar Amikasin/

| GAl GA2 GA3 GA5 GAG6 GA7 GAS8 GA9 GA10 | Flukanazol CLSI
indikat MIC (ug/ml) S/I/IR
or
Suglar

E. coli
ATCC 512 512 512 ND* ND* 512 512 512 ND* 64/64 <16/32<
25922 64

K.
pneumo
niae 512 512 512 512 512 512 512 512 512 64/32 <4/-/1<64
ATCC
700603

P.
aerugin 512 512 ND* ND* 512 512 512 256 256 64/32 <16/32/
osa <64

ATCC
27853

S.
aureus 512 512 256 256 512 512 256 256 256 8/8 <16/32/
ATCC <64

25923

B.
subtilis 256 256 256 256 256 256 256 256 256 16/16 <64/128
ATCC /<256

faecalis 512 256 256 256 256 256 256 256 256 16/16 <16/32/
ATCC <64
29212

C.
albicans 512 512 512 512 512 512 512 512 512 16/8 <1419
ATCC
10231

A. niger
ATCC 512 512 512 512 512 512 512 512 512 16/16 4-16
16404

ND*: Belirlenmedi

4.8.3. ISP4 kati kiiltiirlerine ait metanol 6ziitlerinin MBC/MFC degerlerinin

belirlenmesi

ISP4 kat1 kiiltiirlerinden elde edilen metanol 6ziitlerinin MBC ve MFC sonuglari
Sekil 4.31°de verilmektedir. E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603, E.
faecalis ATCC 29212 ve P. aeruginosa ATCC 27853’ya karsi elde edilen MIC
degerleri ile MBC degerleri, C. albicans ATCC 10231 ve A. niger ATCC 16404°¢
karsi elde edilen MIC degerleri ile MFC degerleri aynmidir. B. subtilis ATCC 6633
susuna kars1 tim mmetanol 6ziitlerinin MIC degerleri 256 pg/ml iken MBC degerleri

512 pg/ml’dir.
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Streptomyces GA1 GA2 GA3 GA5 GA6 GA7 GA8 GA9 GA10
sp.

512 [256 [128 512 [256 | 128 |512 |256 | 128 [512 |256 |128 |512 |256 |128 [512 |256 [128 |512 [256 [128 |512 | 256 | 128 | 512 [256 |128

E.col
ATOC 25922

5. aueus
ATCC 25023

B. subtis
ATCC €633

E. fecals

ATOC 29212

C. siicans
ATCC 10231

A nigar
ATOC 18404

Sekil 4.31. Bes giinliik kat1 fermantasyondan elde edilen metanol 6ziitlerine ait
MBC/MFC degerleri.
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4.8.4. ISP4 kat1 kiiltiirlerine ait metanol 6ziitlerinin sitotoksisite verileri

Suslara ait kat1 fermantasyonlardan elde edilen metanol oziitlerinden 6zellikle
Streptomyces sp. GA1, GA3 ve GAS suslarina ait olanlarda test edilen kanserli hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik etki tespit edilmistir (Sekil 4.32, 4.33, 4.34).
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Sekil 4.32. Streptomyces sp. GA1 kati kiiltlirliniin metanol 6ziitlerinden elde edilen

sitotoksisite sonuclar1. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) CaCO2, ¢) MCF7,
d) LNCaP.

Saglikli insan embriyonik bobrek hiicre hattinda proliferizasyonun diistik
oldugu belirlenmistir. Artan konsantrasyonlarda hiicre canliligi azalmistir.
Streptomyces sp. GA1l 0ziitlerinde hem saglikli hiicrede hem de kanser hiicre
hatlarinda artan konsantrasyonlarda hiicre canliliginin azaldigr belirlenmistir.
HEK293 kontroliine karst ECso degeri 158.56 pg/ml iken CaCO2 kanserli hiicre
hatlarina kars1 bu deger 171.06 pg/ml’dir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.33. Streptomyces sp. GA3 kati kiiltiiriiniin metanol 6ziitlerinden elde edilen
sitotoksisite sonuglari. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) CaCO2, ¢c) MCF7,
d) LNCaP.

Saglikli insan embriyonik bobrek hiicre hattinda proliferizasyonun diisiik
oldugu belirlenmistir. Artan konsantrasyonlarda hiicre canlilifi azalmistir.
Streptomyces sp. GA3 susuna ait kat1 kiiltiirlerde buluna biyoaktif madde hem saglikli
hiicrede hem de kanser hiicre hatlarinda artan konsantrasyonlarda hiicre canliligini

azaltmaktadir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.34. Streptomyces sp. GA8 kati kiiltiiriiniin metanol 6ziitlerinden elde edilen
sitotoksisite sonuglar1. a) HEK293 kontrol hiicreleri, b) CaCO2, c) MCF7, d) LNCaP.

Saglikli insan embriyonik bdbrek hiicre hattinda proliferizasyon diistiktiir.

HEK?293 kontrol hiicreleri igin ECso degeri 214.17 ug/ml olup, bu deger CaCO2 ve
LNCaP kanserli hiicreleri i¢in 190.06’dir.
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5. TARTISMA VE ONERILER

Patojenlerde antibiyotik direncinin ciddi sonuglari, potansiyel tarim, farmasotik
ve endistriyel uygulamalar nedeniyle yeni biyoaktif bilesiklere duyulan ihtiyag
biiyiiktiir (Aslam vd, 2018). Ozellikle mevcut antibiyotiklerin tedavi etme
potansiyellerini kaybetmesi ve K. pneumoniae, P. aeruginosa ve S. aureus gibi
patojenlerin tehdit olmaya devam etmesi yeni ilaglarin kesfini zorunlu kilmaktadir
(Mulani vd, 2019). Modernize edilmis tibbin, s6z gelimi, organ nakli, kanser tedavisi,
prematiire bebeklerin iyilestirilmesi veya bliyiik kapsamli ameliyatlarin basarisi,
bakteriyel enfeksiyonlari kontrol etmede etkili antibiyotik tedavisi olmaksizin miimkiin
olmayabilir (Aslma vd, 2018). Diinya ¢apinda kanser insidansi artmaya devam ettigi
icin yeni ve etkili antikanser bilesiklerine de ¢ok ihtiya¢ duyulmaktadir (Tan vd, 2019).
Biyolojik aktiviteye sahip ve ila¢ kesfi icin 6nemli kaynaklar olan biyoaktif bilesiklerin

arastirilmasi bu sorunlarin ¢éziimii i¢in bagvurulan bir yaklagimdir.

Yeni biyoaktif bilesikler icin yapilan arastirmalar esas olarak karasal
organizmalara dayanmaktadir. S6z gelimi, 2020 yilina ait bir ¢aligmada, Hindistan
topragindan izole edilen Streptomyces sp SMO1 susunun ¢oklu ila¢ direnci gdsteren
bakterilere kars1 etkinlige sahip oldugu ve 6zgiin pikolinamisin antibiyotigini lirettigi
bildirilmistir. ilgili ¢alismada yeni tamimlanan pikolinamisinin sitotoksik aktivitesi
belirlenmemistir (Maiti vd, 2020). Ayni tarihli bir diger ¢alismada, izole edilerek
tanimlanan Streptomyces sp. VN1 susunun antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri
degerlendirilerek kanser hiicre hatlarina karsi aktivite elde edilmistir (Nyugen vd,
2020). Yine, Kormanec vd. (2020), Streptomyces sp. susundan elde edilen mithramycin
isimli antibiyotigin antitimor aktivitesini degerlendirmistir. Nepal’in farkh
bolgelerindeki su ve toprak sedimanlarindan potansiyel antibiyotik iireten
aktinomisetlerin arastirildig1 ¢aligmada yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip suslar
karakterize edilmistir (Sapkota vd, 2020; Shrestha vd, 2021). Hamed vd. (2018)
Misir’da piramit bolgesinden izole ettikleri susu Streptomyces sp. MER4 olarak
adlandirmis ve bu susa ait metanol Oziitlerinin antidermatifitik, antimikrobiyal ve

sitotoksik etkilerini raporlamiglardir.

Baltac1 (2021)’ya ait ¢alismada Palandoken Dagi’ndan izole edilen AO1 ve AO3
suslarmin Streptomyces ambofaciens'e % 99 oraninda benzer oldugu tespit edilmistir.

Antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde, bu suslarin Escherichia coli O157:H7
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susuna kars1 yliksek antimikrobiyal etki gosterdigi ve en diisiik antimikrobiyal etkinin

S. aureus susuna karsi elde edildigi belirlenmistir.

Yildiz Golii sedimentinden izolen edilen 9 adet Aktinobakteri susunun C.
tropicalis, C. albicans, E. coli, P. aeruginosa, MRSA, E. faecium, E. fecalis indikator
mikroorganizmalara Kkarsi antimikrobiyal aktivitesi incelendiginde, izolatlarin
%55 1nin en az bir test mikroorganizmasina karsi antimikrobiyal aktivite gosterdikleri

bildirilmistir (Ozcan, 2019).

Malezya’da mangrov topragindan izole edilen Streptomyces pluripotens MUSC
137 susunun antioksidan ve sitotoksik 6zelliklerinin belirlendigi bir calismada ytiiksek
antioksidan aktivite ve 0zellikle MCF7 kanser hiicrelerine kars1 yiiksek sitotoksisite
(ICs0: 61.33 pg/ml) elde edilmistir (Ser vd, 2015). Ayrica, Malezya’dan bir mangrov
toprag1 izolat1 olan Streptomyces sp. MUM256 susunun kolon kanser hiicre hattina

kars1 yiiksek apoptotik aktivite gdsterdigi belirlenmistir (Tan vd, 2019).

Mevcut calismada, Amasya elma bahgesi topraklarindan dokuz farkli
Streptomyces sp. susunun izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir. Streptomyces sp.
GA1, GA2, GA3, GAS, GA6, GA7, GAS, GA9 ve GA10 olarak adlandirilan suslarin
16S rRNA dizileri, diger Streptomyces sp.’ere %99 oradinda dizi 6zdesligi gostermistir.
Suslarin biyoaktivitelerinin degerlendirilmesi i¢in, ISP4 besiyeri kullanilarak bu suglara
ait s1v1 ve kati fermantasyon deneyleri gerceklestirilmistir. Stvi kiiltiirlerden elde edilen
slipernatan, yine sivi kiiltiirlere ait hiicrelerin metanol 6ziitleri ile kati1 fermantasyona
ait kiiltiirlerin metanol oziitleri antimikrobiyal aktivite ve sitotoksisite deneylerinde

kullanilmastir.

Biyoassay, MIC ve MBC verileri baz alinarak, antimikrobiyal aktivite sonuglari
incelenmistir. ISP4 s1v1 fermantasyonlara ait hiicrelerden elde edilen metanol 6ziitleri
kullanilarak en iyi antibakteriyel aktivite S. aureus (Streptomyces sp. GA3, 5, 8, 9 ve
10’ a ait metanol 6ziitlerinden) ve E. faecalis (Streptomyces sp. GA2, 3,5, 6, 7, 8, 9 ve
10° a ait metanol Oziitlerinden) indikator suslarma kars1 256 pg/ml’lik MIC ve MBC
degerleri seklinde elde edilmistir. Kiiltiir stipernatanlarindan elde edilen MIC degerleri
512 pg/ml’dir. Kati fermantasyondan elde edilen metanol Oziitleri ile yapilan
antimikrobiyal aktivite ¢aligmalari ile S. aureus ATCC 25923 (Streptomyces sp. GA3,
5, 8, 9 ve 10), B. subtilis ATCC 6633 (tiim Streptomyces sp. GA suslar1), E. faecalis
ATCC 29212 (Streptomyces sp. GA2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10) ve P. aeruginosa ATCC
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27853 (Streptomyces sp. GA9 ve 10) indikatorlerine karsi 256 ug/ml’lik MIC degerleri
tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite degerlerinin nispeten diisiik olmasi, 6ziitler
icerisinde aktiviteden sorumlu biyoaktif molekiillerin konsantrasyonlarinin diisiik

olmasiyla baglantili olabilir.

MTT verileri géz 6nilinde bulundurularak sitotoksisite sonuglari incelendiginde, sivi
kiiltiirlere ait siipernatanlarin kullanildigi deneylerde en iyi sonug CaCO2-kolon
epidermal adenokarsinoma hiicrelerine karsi 181.05 pg/ml’lik ECso degeri ile
Streptomyces sp. GAS susundan elde edilmistir. Ayn1 kiiltiirlerden alinan hiicrelerin
metanol oziitlerinde {i¢ farkli ekstraksiyon ornekleri arasinda en yiiksek sitotoksik
aktivite degerleri gozlemlenmistir. Ozellikle, Streptomyces sp. GA1 susuna ait metanol
oziitiiniin CaCO2 kolon kanser hiicre hattina (ECs0:162.15 pg/ml), GA2 susuna ait
ozitin CaCO2 (ECso:77.2 ug/ml) ve LnCaP-insan prostat karsinoma (ECs0:168.9
ug/ml), GA3 ozitlerinin ise CaCO2 (ECs0:64.02 ug/ml), MCF7-insan meme
adenokarsinoma (ECs0:171.8 pg/ml) ve LnCaP (ECs0:108.7 pg/ml) hiicre hatlarina
kars1 sitotoksik aktivitesi tespit edilmistir. Kat1 fermantasyona ait metanol oziitlerinin
HEK?293 kontrol hiicrelerinin canliligini da olumsuz yonde etkiledigi, bu baglamda

kanserli hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etkilerinin yetersiz oldugu goriilmektedir.

Biyoaktivite degerlendirme ¢aligmalarinda ham oziitlerin kullanilmasi, elde
edilen aktivite degerlerinin nispeten diisiik olmasina neden olmustur. Bu baglamda,
caligmanin devaminda, biyoaktif molekiillerin saflagtirilmasi, molekiiler yapinin
karakterizasyonu c¢alismalar1 gerceklestirilecektir. Bdylelikle, yiiksek biyoaktiviteye

sahip 0zgiin/yeni biyoaktif bilesiklerin ortaya konulmas1 miimkiin olabilecektir.
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EKLER

EK 1- BESIYERLERIN HAZIRLANMASI VE iCERIKLERIi

ISP4 Sivi1 Besiyeri

Inorganic Salt (ISP4) o/l
Nisasta 10
K2HPO4 1
MgSOs. 7H,0 1
NaCl 1
(NH4)2S04 2
CaCOs 2
FeSO4. 7H20 0,001
MnCl; . 4H,0 0,001
ZnS0,4 . TH200 0,001

pH: 7.2 olarak ayarlanir.
121 °C’de 15 dk otoklavlanir.

ISP4 Kat1 Besiyeri
Inorganic Salt Agar (ISP4) g/l
Nisasta 10
KoHPO4 1
MgSQO4. 7H,0 1
NaCl 1
(NH4)2S04 2
CaCOs 2
FeSO,. 7H20 0,001
MnClz. 4H:0 0,001
ZnS0O, . TH200 0,001
pH: 7.2 olarak ayarlanir.
Agar 20

121 °C’de 15 dk otoklavlanir.
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MHB (Mueller Hinton Broth) Sivi Besiyeri

Kimyasal Miktar (a/L)
MHB 21 g
dH20 1000 ml

121°de 15 dk otoklavlanir.

MHA (Mueller Hinton Agar) Kat1 Besiyeri

Kimyasal Miktar (a/L
MHA 38¢
dH20 1000 ml

121°de 15 dk otoklavlanir.

SDB (Sabouraud Dextrose Broth) Sivi Besiyeri

Kimyasal Miktar (g/L)
SDB 309
dH20 1000 ml

121°de 15 dk otoklavlanir.

SDA (Sabouraud Dextrose Agar) Kati Besiyeri

Kimyasal Miktar (g/L)
SDA 659
dH20 1000 ml

121 °C’de 15 dk otoklavlanir.

Tryptone Soya Broth (TSB)(Oxoid)

Kimyasal Miktar (a/L)
Tryptone Soya Broth 3049
dH.0 1000 ml

121 °C’de 15 dk otoklavlanir.

Tryptone Soya Agar (TSA)(Oxoid)

Kimyasal Miktar (g/L)
Tryptone Soya Broth 30g

Agar 15¢

dH20 1000 mi

121 °C’de 15 dk otoklavlanir.
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EK 2- TAMPONLAR, COZELTILER VE ANTIBIYOTIKLER

Genomik DNA izolasyonu

SET Tamponu

NaCl 75 mM
EDTA (pH 8,0) 25 mM
Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM
TE Tamponu

Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM
EDTA (pH 8,0) 1mM

Kullanilan 0.02 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisi litresinde 3.152 g Trizma-HCI
icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 7.0 degerine ayarlanir, 0.1 M NaOH ve / veya
0.1 M HCl ilavesiyle, pH metre ile dlgiilerek gergeklestirilir. Kullanilan 0.01 M
Tris-HCI1, 1 mM EDTA tampon ¢ozeltisi litresinde 1.576 g Trizma-HCI ve 0.372
g EDTA icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 8.0 degerine ayarlanir, 0.1 M NaOH
ve / veya 0.1 M HCl ilavesiyle, pH metre ile dl¢iilerek gerceklestirilir.

CTAB/NaCl Cézeltisi (10 % CTAB/0,7 M NaCl)

80 ml distile su igerisine 4,1 g NaCl eklenir. Sonrasinda 10 g CTAB
(hexadecyltrimethyl ammonium bromide) eklenerek 65 °C’de ¢ozdiiriiliir. Son
hacim 100 mI’ye distile su ile tamamlanir.

Agaroz Jel Elektroforezi

Tris-Asetat-EDTA Tamponu (TAE) (50X)

Tris Bazi 242 g
Glasiyal Asetik Asit 57.1 ml
EDTA (0,4 M, pH 8,0) 125 ml

Distile su ile hacim 1000 mI’ye tamamlanir.
Etidyum Bromiir Cozeltisi

Etidyum Bromiir (10 mg/ml) 100 pl/l
TAE Buffer (1X) 1l

5 mM NaOH

20 g NAOH tartilir. 80 mL suda ¢dzdiiriiliir. Uzeri 100 mL ye saf su ile
tamamlanir.

5 M NacCl

NaCl=23+35,5=58,5 g/mol. (1 mol igin)
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58,5 g/mol . 5 =292,5 g/mol NaCl tartilir ve 1000 mL’ye saf su ile tamamlanilip
¢Ozdrtiliir.

Difenilamin belirteci

Difenilamin 15¢g
Glasiyal asetik asit 100ml
Aliminyum folyo ile sarilarak 1s1iktan korunur.
Kullanilmadan 6nce eklenmesi gerekenler

Konsantre H2SO4 1.5 ml/100 ml
Asetaldehit(%1.6) 0.1 ml/20 ml

Antibiyotik Stoklarin Hazirlanisi
Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon

Amikasin 100 mg/ml dH20 100 pg/ml
Apramisin 50 mg/ml dH20 50 pg/ml
Flukanazol 1000 mg/ml dH20 1280 pg/ml
Ketokonazol 150 mg/ml dH20 150 pg/ml
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EK 3- KIMYASALLAR VE ENZIMLER

Kimyasallar

Agar

Agaroz
Amikasin
Benzen
Biitanol
CaCOs
DMSO

dNTP

Dimetil eter
EDTA

Etanol
Etidyum bromiir
Etilasetat
Fenol
FeSO4.7H20
Glasiyal Asetik Asit
Gliserol

HCI

Hekzan
[zoamilalkol
[zopropanol
K2HPO4

Ketokonazol

Kloroform
Lizozim
Metanol
MgSO4 . 7TH20
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Marka

Merck
Sigma
Merck
Aldrich
Merck
Sigma
Merck
Thermo Scientific
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Isolab
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Isolab
Merck
Merck
Merck
Sigma

European
pharmacoporia
reference
standarts

Merck
Sigma
Sigma

Sigma

Katalog numaralan

214010

A9539

101217
156302
1.01990

12010

1.16743

CA BNN-0003
1,00921
E-5134
920.026

920.013
108-95-2
1.03965
1.00063
1552-R
932-103
1,0436
1.00979
1.00995
04243

65277-42-1

1.02445
12650-88-3
947.046
63140


https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/search/65277-42-1?focus=products&page=1&perPage=30&sort=relevance&term=65277-42-1&type=cas_number

MgCI2 Merck
MHA BD-Difco
MHB BD-Difco
NaCl Isolab
(NH4)2SO4 Sigma
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up MACHEREY-

NAGEL
SDA Oxoid
SDB Oxoid
SDS Merck
Starch Merck
TSB Oxoid
ZnS04.7H20 Sigma

GeneRuler 1 kb DNA Ladder GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

bp ng/0.5pg %

/(;f“t:‘ 6
— / 0 14
— YA 6
[—1 /,:'_Q 6
—1 30 6
e 500

— 750 20 o
— 500 pl: I
— 25
e ]
0.5 pgAane, 8 cm length gel a)

1X ;[ v"J‘!,AH 45 min

bp ng/0.5 pg %

jE
"/ 5000 75 15
1000 21 4
— 3000 2(

- 2000 2l ]

1500 80 16
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g, 8 cm length gel

AE, 7 V/icm, 45 mi

Sekil 5.1. Calismada kullanilan markoérler. a) Thermo Scientific-
GeneRuler 1 kb DNALadder, b) Thermo Scientific-

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
Kitler

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
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MACHEREY-NAGEL

1.05833
225250
275730

969.033

1.01217
740609

CMO0041
CMO0147
8.17034
1.01253
CMO0129
14455-R


http://www.mn-net.com/Products/DNAandRNApurification/tabid/1293/language/en-US/Default.aspx
http://www.mn-net.com/Products/DNAandRNApurification/tabid/1293/language/en-US/Default.aspx
http://www.mn-net.com/Products/DNAandRNApurification/tabid/1293/language/en-US/Default.aspx

EK 4- ORNEKLEM iZNi

T.€.
TARIM VE ORMAN BAKANLIGI
Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii

Say1 :21264211-288.04[Biyogesitlilik 10.04.2019
Arastirma Izinleri]-E.1163827

Konu  :Arastirma izinleri

ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI REKTORLUGUNE

Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Do¢. Dr. Aslihan KURT
KIZILDOGAN tarafindan yiiriitiilecek olan "Amasya Ili simrlan igerisindeki elma bahcesi
topraklarindan Aktinobakteri grubu bakterilerin izolasyonu ve sekonder metabolit tretim
potansiyellerinin belirlenmesi" bashkli proje kapsaminda arastirmaci personelin yiiriitmesi
planlanan arazi ¢aligmalan ile ilgili Bilimsel Aragtirma Izin Bagvurusu Genel Miidiirligiimiiz yetki
ve sorumluluklar cercevesinde incelenmis olup, buna gore;

- Caligmalarin sahada bulunan flora, fauna, dogal ve kiltiirel degerlerin yam sira ekosistem

biitiinliigiine de zarar vermeyecek sekilde yapilmast,

- Arazi calismas: dncesinde ve arazide yapilacak her tiirlii calisma i¢in ilgili Bolge Midirliigiine

bilgi verilmesi,

- Cahigmalar kapsaminda toplanacak drneklerde temsil edici yeterlilikte miktarin agilmamasi ve bu

orneklerin Genel Miidiirligimiiz onay1 alnmadan yurtdigina ¢ikarilmamasi,

- Caligmalara yabanci arastirmacilann katilmamasi,

- Arasgtirma ara ve sonug¢ raporlarimin basili ve dijital ortamda birer kopyasimin Genel

Miidiirlagiimiize gonderilmest,

sartiyla bahse konu ¢aligmalarin yapilmas: Genel Miidiirligiimiizce uygun gorillmiistiir.
Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

ﬁ e-imzaldir
Hasan KANCA
Bakan a.
Genel Miidiir Yardimeis: V.
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EK 5- SUSLARIN 16S rRNA GEN DIiZILERINE AiT NUKLEOTIT
DIZILERI
Streptomyces sp. GAl susuna ait 16S rRNA kismi niikleotit
dizisi (OK639167)

TGGGCTGGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCG
AACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACG
GGGTCTAATACCGGATAACACTCTGTCCCGCATGGGACGGGGTTGAAAGCTCCGGCGG
TGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGA
CGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAG
CGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGC
TTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGC
TAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAT
ATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTTCACTCTGTAAACGTTG
GGAACTAGGTGTCGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGTTAACGCATTAAGTTC
CCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATATACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTT
GGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGCGAGGCGGAGC
GAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGT
CGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAGCCGGTGGCCCAALCCCC
TTGTGGGAGGGAGCTTCGAAGGTGACGGGG

Streptomyces sp. GA2 susuna ait 16S rRNA kismi niikleotit
dizisi (MN865828)

TGGGCTGGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCG
AACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACG
GGGTCTAATACCGGATAACACTCTGTCCCGCATGGGACGGGGTTGAAAGCTCCGGCGG
TGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGA
CGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAG
CGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGC
TTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGC
TAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAT
ATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTTCACTCTGTAAACGTTG
GGAACTAGGTGTCGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGTTAACGCATTAAGTTC
CCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATATACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTT
GGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGCGAGGCGGAGC
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GAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGT
CGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAGCCGGTGGCCCAALCCCC
TTGTGGGAGGGAGCTTCGAAGGTGACGGGG

Streptomyces sp. GA3 susuna ait 16S rRNA kismi niikleotit
dizisi (OK639168)

TGGGCTGGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCG
AACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACG
GGGTCTAATACCGGATAACACTCTGTCCCGCATGGGACGGGGTTGAAAGCTCCGGCGG
TGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGA
CGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAG
CGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGC
TTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGC
TAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAT
ATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTTCACTCTGTAAACGTTG
GGAACTAGGTGTCGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGTTAACGCATTAAGTTC
CCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATATACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTT
GGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGCGAGGCGGAGC
GAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGT
CGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAGCCGGTGGCCCAALCCCC
TTGTGGGAGGGAGCTTCGAAGGTGACGGGG

Streptomyces sp. GA5 susuna ait 16S rRNA kismi niikleotit
dizisi (OK639169)

GCTTACCATGCAGTCGACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAG
TAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATA
CCGGATAACACTCTGTCCCGCATGGGACGGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGA
GCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAG
CCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT
GAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTC
GGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGT
GTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGT
GTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGG
AGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCG
GAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCCACTAGCGCAACCCTTGTTCT
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GTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGGG

Streptomyces sp. GA6 susuna ait 16S rRNA kismi niikleotit
dizisi (OK639170)

GGGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGT
GAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTA
ATACCGGATATGACCATCTTGGGCATCCTTGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGA
TGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGG
TAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCG
CGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGT
GACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCAC
GTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAG
AGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGA
GGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTA
GGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
CGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACA
CCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGT
CCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCA
ACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA
CACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCA
AAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCG
CTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGG
AGAGCTTCGAAGGGG

Streptomyces sp. GA7 susuna ait 16S rRNA kismi niikleotit
dizisi (OK639171)

TGCAGTCGANCGATCGNACCANTTCAGTGGCGGATTAGTGGCGTAACGGGTGAGTAAT
CCATGGGCTATCTGCCCTTCCCTCTGGGACAATGCCTGAAAACCGGGTCAACTACCGG
ATACCACCTTCACTGGCTTCTGTGAAGGTTGAAAGCTCCAGCGGTGAAGGATGAGCCC
ACGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGG
CCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACCGGAGG
CAGCAATGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCCTCGACACCGCGTGAGG
GATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAACAAGAAAGAACCGAAAGTGACGGTA
CCTGCACAACAATCGCCCGCTAGCTACTTGCCATCATCCGCGTTAATACGTANGGCGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCNGCTTGTCACGTCNGGT
GTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCNGGTCTGCATTCAATACGGNCTANCTAGANTGTGG
TGANGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTANCGGTGAAATGCGCAGATATCTGGAGGAACA
CCGGTGGCTGAANGCGCGATCTCTGNGGCCATTACTGACGCTNANGANCGAANGCGTG
TCGGAGCGAACANGATTANATACCCTGGTAGTCCACGCCNTACTNNNGTGGNGAACTA
NGTGTTGGCTACATTCTCNCGTCNTCGGTGACNACAGCTAACNCATTAANTTCTCCCN
CCAGTTGACTACGGCCCCAACGCTAANACTCAANATGAATTNACAGNTNGCCCCNCAC
ACGCANNAGATCATGTGGCCTTNNATTCNTACCNCAATCGCGAATAACCNTTNANNNA
NNNNTTNGNACATANNACCGCTANNANCAGTTAGACNATNNTCGTCCCCGGTTGTNNG
TCCAGTGTACAGGTNGTGCATGGTNNGNNNTCATC
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Streptomyces sp. GA8 susuna ait 16S rRNA kismi niikleotit
dizisi (MN865829)

GCTAACCATGCAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGA
GTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAAT
ACCGGATACTGACCGCCTTGGGCATCCAAGGCGTTCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGAT
GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGT
AGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGLCCGL
GTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTG
ACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACG
TCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGA
GTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAG
GAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGACGAAAGCGT
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGG
TGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCG
GAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACC
GGAAACGTCTGGAGACGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGT
CGTCACCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCC
CGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAAC
TCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACA
CGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAA
AAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCT
AGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCCTTGTGGGG
AGGAGCTTCGAAGGGGA

Streptomyces sp. GA9 susuna ait 16S rRNA kismi niikleotit
dizisi (OK639172)

TAACCATGCAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGT
AACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATAC
CGGATAACACTTCCACTCTCCTGGGTGGAGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAG
CCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGC
CGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTG
AGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGG
CGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCG
GGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTG
TGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG
GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTG
TTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGA
GCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
AAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTG
TGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACT
CGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACAC
GTGCTACAATGGCAGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAA
AGCCTGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTA
GTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGG
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GAGCTTCGAAGGGGGC

Streptomyces sp. GAl0 susuna ait 16S rRNA kismi niikleotit
dizisi (OK639173)

GGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAA
TACCGGATAACACTCCTGTCCTCCTGGACGGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGAT
GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGT
AGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGC
GTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTG
ACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACG
TCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGA
GTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAG
GAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAG
GTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGC
GGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACAC
CGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTT
CTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCA
ACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA
CACGTGCTACAATGGCAGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCA
AAAAGCCTGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTG
CTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGG
AGGGAGCTTCGAAAGGGGG

81



0Z GECMIS

Amasya Anadolu Lisesini bitirdikten sonra Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat
Fakiiltesi’nden 2019 yilinda mezun oldu. 2019 yilinda OMU Tarimsal Biyoteknoloji

Yiiksek Lisans programina girdi.

Tletisim Bilgileri
Ogrenci no 119210127
ORCID ID : 0000-0002-0173-3105

Yaymlanmis ¢calismalar:

1. Terzi, G., Kurt-Kizildogan, A. Investigation of Antimicrobial and Anticarcinogenic

Bioactive Metabolite Production Potentials Of Local Streptomyces Strains.

International Congress on Multidisciplinary Natural Sciences and Engineering. 01-02
Dec., Ankara/Turkey. ISBN: 978-605-71156-0-7.

82



