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KAPADOKYA YORESI TOPRAKLARINDAN AKTINOMISET iZOLASYONU
VE POLIFAZIK TAKSONOMISI

Talha GENCBAY

Ondokuz Mayis Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Kamil ISIK

Bu c¢alismada farkli Aktinobakteri {iyelerinin polifazik taksonomisi gergeklestirilip
olas1 yeni Aktinobakterilerin literatiire kazandirilmasi amacglanmistir. Siniflandirilma
calismalarinin  hiz kazanmasi, farkli habitatlardan Aktinomiset c¢alisilmasinin
onemini arttrmistir. Tiirkiye’den Urgiip-Géreme ydresinden temin edilen, olasi
Aktinobakteri suglarmin toprak izolasyonu 8 farkli segici besiyeri kullanilarak
gerceklestirilmistir. 530 Aktinobakteri susu izole edilmis ve bu izolatlarin 157’sinin
16S rRNA gen bolgesi dizi analizi yapilmistir. Baz dizi analizleri Chromas Pro 1.7.6
yazilimi kullanilarak gergeklestirilmis ve filogenetik agaglar, neighbour-joining,
maximum likelihood ve maximum parsimony algoritmalari ile MEGA 7.0
programinda olusturulmustur. Muhtemel yeni tiir oldugu belirlenen suslarin
verilerinin Genbank'a (NCBI=National Center for Biotechnology Information, US)
depoziti, niimerik analizleri, atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB birlestirilmis dizileme
analizleri, detayli yag asidi ve menakinon analizleri, tiim hiicre analizleri ve spor
morfolojisi goriintiilemeleri elde edilmistir. Amycolatopsis sp. AG28 (DSM 104280)
izolatinin tiim polifazik tanimlama ¢alismalar1 tamamlanarak Amycolatopsis
cappadoca DSM 1042807 olarak iilkemiz topraklarmdan yeni tiir olarak literatiire
kazandirilmistir.  16S rRNA gen bdlgesi dizi analizlerine gore yeni tiir olduklari
belirlenen diger Aktinobakteri iiyelerinin de polifazik c¢aligmalar1 ivedilikle
tamamlanarak iilkemizden bakteriyal sistematik literatiiriine kazandirilacaklardir.

Mayis 2019, 185 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kapadokya yoresi, Aktinobakteri, Polifazik taksonomi






ABSTRACT

Doctoral Dissertation

ISOLATION OF ACTINOMYCETES
FROM CAPPADOCIA REGIONS SOIL AND POLYPHASIC TAXONOMY

Talha GENCBAY

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Kamil ISIK

In this study, polyphasic taxonomy of different members of actinomycetes will be
performed and possible novel species are aimed to gain literature. Acceleration of
classification studies has increased the importance of studying actinobacteria from
different regions. Putative Actinomycetes strains were isolated from soil samples
collected from different ecological habitats belonging to Turkey, Urgiip-Goreme,
using 8 different selective media. 530 actinobacteria strains were isolated and 157 of
these isolates were performed to 16S rRNA gene sequence analysis. Obtained
sequence data were aligned in Chromas Pro 1.7.6 programme and phylogenetic
relationships of isolates were analysed in MEGA 7.0 and dendrograms were
constructed by using neighbour-joining, maximum likelihood and maximum
parsimony algorithms. Deposit of the sequence data of the strains to Genbank
identified as likely to be new species, numerical analysis, atpD, gyrB, recA, rpoB ve
trpB multilocus sequence analyses, whole cell assays, analyses of fatty acids and
menaquinons, spore morphology analysis was made. All polyphasic identification
studies of Amycolatopsis sp. AG28 (DSM 104280) isolate were completed and
Amycolatopsis cappadocia DSM 104280 as a new species from the territory of our
country has been brought into the literature. According to 16S rRNA gene sequence
analysis of identified novel species of other Actinobacteria members will immediatly
be gained to bacterial systematic literature from our country soil samples by
completing polyphasic studies.

May 2019, 185 pages
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1. GIRIS

Canli organizmalarin i¢inde bulunduklari ekosistemin ¢esitliligi ve degiskenligi ile
iliskili olan biyogesitlilik, diinyanin en biiylik hazinelerinden biridir. Farkli tanimlar1
olmakla birlikte, tiirler arasindaki ve tiir i¢indeki organizmalarin ¢esitliligi olarak da
tanimlanmaktadir. Mikroorganizmalarin yasamini saglayan ve onlar1 siirekli
etkileyen ekolojik kosullarin farkliliklart ne kadar fazla ise mikrobiyal tiir
cesitliligide o kadar fazla olmaktadir. Toprak ekosisteminin 0karyotik organizmalara
ait cesitlilikten daha fazla mikrobiyal c¢esitlilik barindirdigi da bilinmektedir.
Bakterilerin ¢esitliligi insan sagligi ve siirdiiriilebilir tarim basta olmak {izere bir¢ok
farkli alanda 6nem arz etmektedir. Bakterilerin gesitliligini ortaya c¢ikarmak, canli
hayatinin siirdiirtilebilirligi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Lee Roes-Hill ve Prins, 2016;
Bhatti vd, 2017; Bach vd, 2018).

Aktinobakteri gesitliliginin bulunduklar1 ekosistemin parametreleri ile iligkili
oldugu bilinmektedir. Yeni metabolitlerin ortaya ¢ikarilmast amaciyla,
kesfedilmemis habitatlardaki Aktinobakteri biyogesitliligi onem arz etmektedir.
Aktinobakterilerin antibiyotik iretimleri ve bu antibiyotiklerin endiistiiriyel
kullanimlari, biyoaktif metabolitleri iireten bu organizmalarin kesfinin 6niinii
acmistir.  1940’larda  aktinomisin  ve streptomisin  antibiyotiklerinin  kesfi
aktinobakteriyal mikroorganizmalar i¢in Onemli bir baslangi¢c noktasi olmustur.
Dogadaki bilinen sekonder metabolitlerin iireticilerine bakilirsa, aktinobakterilerin
biiyiik potansiyeli oldugu goriilmektedir. Oteyandan, aktinobakteriler 16.000 cesit
biyoaktif bilesik iiretebilmekte iken, bunlardan yaklagik 14.500 tanesinin de
antibiyotik oldugu bilinmektedir. Aktinobakteriler iginde Streptomyces cinsi 12.400
biyoaktif bilesik ve 11.000 kadar antibiyotik ¢esidiyle hala en yiiksek potansiyele
sahip gruptur. Aktinobakterilerden elde edilip tipta kullanilan bir¢ok antibiyotik
olmakla birlikte, ticari olarakta kullanilan bircok sekonder metabolitin varlig

bilinmektedir (Barka vd, 2016; Cumsille vd, 2017; Luepke vd, 2017).

Farkli  biyoteknolojik  uygulama  alanlarinda  kullanilmakta  olan
Aktinobakteriler, toprakta da birgok ekstraselliiler enzim {ireterek 6lii bitki, hayvan
ve fungus materyallerinin tabiattaki dongiisiinde etkin rol oynamaktadirlar (Sekil

1.1). Ogzellikle biyolojik temizleme, besinsel iliskili polimerlerin ayrismasi, ekolojik



dongiideki 6nemli yerleri ve sekonder metabolit liretme kapasitelerine bagl olarak
son donemdeki arastirmalarin odagi haline gelmislerdir. Baz: tiirlerin daha kompleks
ve zor ayrisan bilesikleri parcalayabildikleri yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir

(Anandan vd, 2016; Bhatti vd, 2017).

—
PIGMENTLER

PROBNOTiKLE}i‘a

i 4
4 Ady

Sekil 1.1. Aktinobakterilerin biyoteknolojik uygulamalar1 (Anandan vd, 2016)

Mikrobiyal zenginligin ortaya ¢ikmasi i¢in yapilan ¢alismalarin ilk adimini,
farkli Ozellikte habitatlardan alinan oOrneklerin kiiltiire edilerek molekiiler ve
taksonomik karakterizasyonunun yapilmasi olusturmaktadir (Lee Roes-Hill ve Prins,
2016; Bhatti vd, 2017).

Bu ¢alisma; {ilkemiz mikrobiyal cesitliligine katki sunmak ve yeni dogal
iriinlerin arastirilmasina zemin olusturmak i¢in elde edilecek muhtemel yeni tiirlerin
genotipik, fenotipik ve kemotaksonomik yontemler kullanilarak cins ve tiir
diizeyinde tanimlanmasi ¢alismalarin1 kapsamaktadir. Calisilacak Kapadokya yoresi
itibariyle de elde edilecek olas1 yeni aktinobakterilerin literatiire kazandirilmasi ve
aktinobakteri ¢esitliligi bakimindan bilgi sahibi olunmasi bu g¢alismaya Ozgiin bir
deger yliklemektedir. Konu ile ilgili ¢aligmalarin yayimlanmasi ile birlikte, tilkemiz
topraklarindan tanimlanmis olan olasi yeni tiirler literatiire ve mikrobiyotaya dahil

edilmis olacaktir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Aktinobakterilerin Sistematigi

Aktinobakteriler, yiiksek G+C DNA igerigine sahip Gram-pozitif bakteriler olmakla
birlikte, bakteriler igerisinde yer alan en biiylik taksonlardan birini temsil
etmektedirler. Aktinobakterilerin filogenetik analizi, esas olarak 16S rRNA dizilerine
dayanarak gergeklestirilmistir. 16S rRNA geninin disinda, atpD, dnaK, gyrB, grpE,
rpoB, relA, recA, rpoB ve secY gibi bazi alternatif molekiiler belirtegler,
Bifidobacterium, Frankia, Kribbella, Mycobacterium, Nocardia ve Streptomyces gibi
belirli  Actinobacteria gruplarinin  filogenetik agaglarinin  olusturulmasinda
kullanilmistir. Bunlara ek olarak tiim genom dizilerine ait verilerin yogun bir
bicimde artigi, genom yapisinin ayrintili olarak kavranmasini saglamaktadir

(Mohammadipanah, 2017; Nouioui, 2017).

Aktinobakteri  filumunun taksonomik konumu, 16S rRNA analizleri
gerceklestirilerek olusturulmustur. Son yillarda yapilan siniflandirma verilerine gore
Actinobacteria simifi bes altsinif, dokuz takim, elli bes aile, iki yiiz kirk cins ve g
bin tiirden olusmakla birlikte, Bacteria domainindeki en dikkate deger filumlardan
biri olmaktadir. Catelliglobosispora, Desertactinospora, Devriesea, Fodinicola,
Glaciibacter, Humibacillus, Hamadaea, Haloactinospora, Klugiella, Marihabitans,
Pseudosporangium ve Sciscionella gibi cinsler ise filuma son yillarda yeni
katilanlardandir (Ludwig vd, 2012; Lawson, 2018, Saygin vd, 2019).

Actinobacteria sinifi, Actinomycetales takimi igerisinde yer almaktadir (Tang
vd, 2011). Bu sinif igerisinde iki klad yer almakta ve ilk klad Actinopolysporales,
Corynebacteriales, Glycomycetales, Jiangellales, Micromonosporales,
Propionibacteriales ve Pseudonocardiales iiyelerini icermekte iken ikinci klad
Actinomycetales, Bifidobacteriales, Kineosporiales ve Micrococcales iiyelerini i¢ine
almaktadir. Buna ek olarak, Frankiales bir klad olarak kabul edilmez. Frankiaceae,
Acidothermaceae, Cryptosporangiaceae, Nakamurellaceae, Geodermatophilaceae
ve Sporichthyaceae familyalarinin tamami bagimsiz soylar olusturmaktadir (Barka
vd, 2016; Lawson, 2018).


https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-60339-1_4#CR107
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-60339-1_4#CR69

2.2. Aktinobakterilerin Genel Ozellikleri

Aktinobakterilerin  siiflandirilmas:  ve taksonomisinde Oncelikli olarak,
morfolojik, kimyasal ve fizyolojik karakterler gibi belirli 6zellikler fenotipik Kkriterler
olarak kullanilmaktadir. Farkli cinsleri ortaya koymak i¢in Yyeterli kabul
edilmeselerde, morfolojik karakterler farkli taksonlar1 gruplamada Onemli
kriterlerdir. Koloni morfolojisi, spor zinciri, substrat ve hava miselyum rengi ve
yayilabilir pigment gibi 06zellikler ise, cinslerin farklilasmasinda hala O6nemli
faktorler olarak ifade edilmektedir. Ancak bu 6zellikler filumun siniflandirilmasi igin
yeterli bilgi saglamamaktadir (Barka vd, 2016). 16S rRNA dizi analizlerinin temel
alindig1 Aktinobakterilerin siiflandirilmasinda, filogenetik agaglari insa etmek ve
stnirhiliklarint - gidermek i¢in diger molekiiler belirteclerin  kullanimina da
yogunlagilmistir. Cok sayida rRNA operonunda niikleotid varyasyonlar1 ve 16S
rRNA genlerinin yatay gen transferi, filogenetik agacglardaki taksonlar arasinda
nispeten gilivenilir olmayan akrabaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir

(Sentausa ve Fournier, 2013).

Glinlimiizde prokaryotlarin siniflandirilmasinda fenotipik, kemotaksonomik ve
genotipik verilere dayanan polifazik taksonomi kullanilmaktadir (Schleifer, 2009).
Morfoloji, antijenik Ozellikler, biliylime araligi, metabolik tiretim, patogenez ve
mikroorganizmanin ekolojisi, taksonomik analiz i¢in uygulanan fenotipik yontemler
olarak ifade edilmektedir. Aktinobakterilerden Streptomyces gibi bazi cinslerde
fenotipik ozellikler yeni tiirler icin her zaman yeterli olmamakta, bununla birlikte
molekiiler ve kemotaksonomik analizlerde gerceklestirilerek taksonomik g¢alismalar

yapilmaktadir (Girard vd, 2013).

Uluslararasi Streptomyces Projesinde Streptomyces tiirlerinin karakterizasyonu
ve kiiltivasyonu igin standart besiyeri kullanilmistir (Shirling ve Gottlieb, 1966). Bu
besiyeri koloni rengi, spor morfolojisi, aerial, substrat miselyumu ve ¢o6ziinebilir
pigment gibi karakterlerin tanimlanmasinda kullanilir. Standart kosullarda s1vi besin
iceren ¢alkalama siselerinde suslar kiiltiire edilir ve organizma i¢in uygun olan ISP
besiyerine aktarilir. Gelisim, hava miselyumu, spor {iretimi ve ¢dziiniir pigment gibi
ozellikler RAL (Reichsausschuf3 fiir Lieferbedingungen — Deutsches Institut fiir
Giitesicherung und Kennzeichnung e.V. — Alman Kalite Glivence ve Sertifikasyon

Enstitiisti) renk kodlar1  kullanilarak  tanimlanmaktadir. Ayni  zamanda
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aktinobakteriler ¢esitli morfolojileri barindirmakta olup, pargali hif (Nocardia), kiire
(Micrococcus), ¢ubuk-kiire (Arthrobacter) ve yeterince farklilasmis dallanmis misel
yapist (Streptomyces, Frankia) gibi farkli morfolojik ozellikler gosterebilmektedir.
Uzamis filamentli substrat miselyumu bulunduran Rhodococcus iiyelerinde gergek

miselyum farklilasmasi gézlenmemektedir (Barka vd, 2016).

Actinobacteria grubuna ait {iyelerin cogu kemoorganotrofik mikroorganizmalar
olmakla birlikte, glikoliz reaksiyonlarini gergeklestirebilmektedirler (Kieser vd,
2002). Gelisimleri i¢in inorganik ve organik gelisim kaynaklarin1 kullanmaktadirlar.
Karbon kaynagi olarak ise, disakkaritleri ve polisakkaritleri kullanabilirler. Mono ve
disakkarit olarak fruktoz, galaktoz, glukoz, maltoz, mannitol, rafinoz, rhamnoz,
siikkroz ve ksiloz, polisakkarit olarak da nisasta ve seliilozu kullanabilmektedirler.
Aktinobakterilere ait bircok cins eskulin, tween 80, ksantin, jelatin ve kazein gibi
organik bilesik ve makromolekiilleri pargalayabilen enzimleri de tiretebilmektedirler.
Bu nedenle, malt ekstresi, yulaf ezmesi ve maya oziitii gibi karmasik bilesiklerin

gelisimlerini artirdig: bilinmektedir (Goodfellow, 2012).

Tiirlerin sicaklik degisimlerine karsi tepkisi, suslarin farklilasmalarini ortaya
koyabilmek icin degerli bir yaklasimdir. Termofilik ve psikrofilik tiirler igermesine
ragmen, ¢ogu Aktinobakteri tiirii icin optimum sicaklik araligi 25-35°C olarak
tanimlanmustir.  Psikrofilik mikroorganizmalar 0°C ile 20°C arasinda gelisim
gosterirlerken optimum gelisimleri <10°C, psikrotolerans gelisimlerinin optimal
olarak 7-15°C araliginda oldugu belirlenmistir. Psikrofilik ve psikrotolerant
Aktinobakteriler kalict don, buzul igeren yada buzla kapli olan deniz ve gollerde
bulunmaktadirlar. Arthrobacter, Brachybacterium, Cryobacterium,
Frigoribacterium,  Glaciibacter, = Kocuria ~ve  Modestobacter  cinsleri
Aktinobakterilerin  psikrofilik ~ diyelerini  temsil  etmektedir.  Termofilik
Aktinobakterilerde Streptomyces thermoautotrophicus gibi termofilik tiirler olmasina
ragmen, zorunlu oksijenli solunum yapanlar ve kemoorganotrofik olanlar da
bulunmaktadirlar (Shivlata ve Tulasi, 2015).

Toprak pH'sinin toprak aktinobakteri dagilim ve aktivitesini belirleyen 6nemli
bir faktor oldugu bulunmustur. Optimum olarakta pH 7.0 degerinde varlik
gostermektedirler. Alkali pH toleransi, aktinobakteriler i¢in de gdzlenmistir. Ornegin
pH 6.5-9.5 araliginda gelistigi tespit edilen Streptomyces caeruleus Kanada tuz

goliinden izole edilmistir (Shivlata ve Tulasi, 2015).
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Aktinobakterilerin ¢ogu pH 5-9 arasinda ve nétrofilik kosullarda yasamayi
isterler. Ancak asidofilik ve alkalifilik cinslerde tanimlanmistir. Asidofilik bakteri
cinslerinden olan Aciditerrimonas, Acidimicrobium, Acidothermus, Catenulispora,
Ferrithrix, Ferrimicrobium, Streptacidiphilus ve Streptomyces iiyelerinin pH 1.8-4
arasindaki degerlerde optimum gelisim gosterdikleri gdzlenmistir (Shivlata ve Tulasi,
2015).

Alkalifilik aktinobakteriler alkalifiller (pH 10-11 araliginda gelisir), alkalifilik
ortama uyum saglayanlar (pH 7-10 araliginda gelisir) ve alkalitolerans (pH 6-11
araliginda gelisir) olarak ii¢ gruba ayrilabilmektedir. Alkalifilik cinsler igerisinde
Arthrobacter, Cellulomonas, Corynebacterium, Dietzia, Gordonida, Jiangella,
Janibacter, Kocuria, Marmoricola, Nesterenkonia, Nocardiopsis, Nitriliruptor,

Streptomyces ve Zhihengliuella cinsleri yer almaktadirlar (Shivlata ve Tulasi, 2015).

Nocardiopsis cinsi 16 halofilik tiir ile yiiksek oranda halofilik veya halotoleran
tiirleri barindirmaktadir. En yiiksek tuz toleransi Actinopolyspora algeriensis ve A.
mzabensis'te gozlemlenmistir. Bu tiirlerin % 32 (w/v) 'ye kadar NaCl varliginda
bliylime yetenegi oldugu goézlemlenmistir. Bu cinse ait diger tiirlerden olan
Actinopolyspora righensis, A. halophila, A. saharensis ve A. egyptensis % 15-20
NaCl (w/v) varliginda optimum gelisim gosterirler. Rubrobacter bracarensis tiirtiniin
tuz toleransi igin en genis araliga (% 15-20 (w/v) sahip oldugu tespit edilmistir
(Hamedi vd, 2015).

Aktinobakteri ornekleri, tiirleri arasindaki farklilasma i¢in 6nemli olan bir
Ozellik olarakta ¢ok cesitli ekstraseliiler enzimler iiretebilme kapasitesine sahiptirler.
B-galactosidase, a-maltosidase, N-asetil-B-glikozaminidaz, esteraz, lipaz, f-
glikozidaz, lireaz, 16sin, arilamidaz, sistein arilamidaz, tiripsin, alkalin fosfotaz, asit
fosfotaz ve a-fruktozidaz =~ Aktinobakteri  suslarinin  tanimlanmasi  igin

degerlendirilmistir.

Lignoseliilolitik enzimler lignoseliilozu parcalamak i¢in Aktinobakteriler
tarafindan  salgilanmaktadir. Cellulomonas fimi, Microbispora bispora ve
Thermobifida fusca yaygin olarak lignoseliiloz iireten Aktinobakterilere drnek olarak
verilebilirler (Saini vd, 2015). Alkalin proteazlar Cellulosimicrobium cellulans
(Ferracini-Santos ve Sato, 2009) Nocardiopsis sp. (Moreira vd, 2003)

Saccharomonospora viridis (Jani vd, 2012) ve Streptomyces clavuligerus (Thumar



ve Singh 2009) gibi baz1 Aktinobakteri iiyeleri tarafindan tiretilmektedirler. Cogu
Streptomyces tiirliniin kitinaz genlerine sahip olmasi, kitin hidrolize etmesine olanak

saglamaktadir (Chater vd, 2010).

Toprak mikroflorasinin  vazgecilmezleri olan aktinobakteriler, bir gram
toprakta bir milyondan fazla bulunabilmektedirler. Cesitliliklerinin asidik ve
anaerobik topraklarda daha az oldugu rapor edilmistir. Nispeten kuru topraklar, bu
mikrobiyatanin baskin cinsi olan Streptomyces iiyelerine ev sahipligi yapmaktadir.
Ayrica, diger ortamlardan daha fazla sayida ¢op, humus, giibre, toprak ve hatta
kayalarin yapisinda bulunabilmektedirler (Goodfellow ve Williams 1983; Chater vd,
2010). Topraktaki Streptomyces cinsi, artrospor ve klamidospor formundayken uyku
durumunda olduklar1 rapor edilmistir. Yeni spor olusumlari ise organik substratlarin

hizli misel kolanizasyonu esnasinda kesfedilmistir (Lloyd 1969; Mayfield vd, 1972).

Her ne kadar topraktaki aktinobakterinin aktiviteleri, besin maddelerinin
oranini kKontrol etmek i¢in énemli rol oynasa da, sicaklik, pH, nem ve nem igerigi
gibi cesitli diger faktorler de bu oranin belirlenmesinde 6nemli etkilere sahiptir.
Toprak tiirtiniin farkli iklim bolgeleri kadar, mevsim ve iklim kosullarina bagli olarak
olustugu belirtilmistir. Topragin bu farklilagsmasmma bagli olarak, sicaklikta
aktinobakteriyal popiilasyonlarin kompozisyonunu ve biiyiikliigiinti belirlemede etkli
bir faktdrdiir. Onceki galismalar gdstermistir ki Streptomyces popiilasyon biiyiikliigii
yaz aylarinda daha yiiksektir (Kiister, 1976). Nocardia cinsi ise kigin daha biiyiik bir
popiilasyona sahiptir (Orchard, 1981). Streptomyces malachiticus (Kiister, 1970) ve
Nocardia otitidis-caviarium tiirlerinin yasam alan1 tropikal ve sub-tropikal
topraklarla smirli oldugu bildirilmistir (Schaal ve Bickenbach, 1978). Toprak nem
orant ve havalanmasi ise toprakta bulunan mikroflorayr Onemli Olciide
etkilemektedir. Ornegin Avusturalyadaki yagmur firtinalari ve kuru riizgarlar
topraktaki aktinobakteriyal popiilasyon {lizerine 6nemli etkileri olmustur. Diisiik nem
konsantrasyonu topraktaki Streptomyces cinsinin radikal biiylimesini disiirdigi

rapor edilmistir (Keast vd, 1984).

Hemen hemen tiim topraklarda o6nemli miktarda kil ve humik kolloidal
malzemeler bulunmaktadir. Kolloidler, mikrobial hiicreler ve ekstraseliiler {iriinler
arasinda gegisler meydana gelmektedir (Chenu ve Stotzky, 2002). Pestisitler ve
herbisitlerin de aktinobakteri popiilasyonlar iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Zararli oldugu diisiiniilen kimyasallardan olumsuz olarak etkilenebildikleri gibi bu
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maddeleri gelisimleri icin substrat olarakta kullanabilmektedirler. Ornek olarak
Nocardia iiyelerinden bazilarmin fungisitleri karbon ve azot kaynagi olarak
kullandiklar tespit edilmistir (Bachofer vd, 1973). Toprakta yer alan hidrokarbon
katkilarmin Arthrobacter gelisimine etki ettigi gézlemlenmistir. Petrol kontamine
topraklarda Nocardiae ve Rhodococcus iiyelerine siklikla rastlanabilmektedir
(Nesterenko vd, 1982; Yadav vd, 2016).

2.3. Cahisilan Aktinobakteri Cinslerinin Genel Ozellikleri

2.3.1. Actinomadura cinsi

Ustalem  : Bacteria

Sube . Actinobacteria

Sinif : Actinobacteria

Takim : Streptosporangiales
Aile : Thermomonosporaceae
Cins : Actinomadura

Lechevalier ve Lechevalier tarafindan 1970°de tamimlanmis olan bu cins
giincel ve gegerli olarak tanimlanmis 86 tiirli ve iki alttiir ihtiva etmektedir (URL-1:
http://www.bacterio.net/actinomadura.ntml - Ocak 2019). Cinsin tip tiiri
Actinomadura madurae ATCC 19425" dir. 1970 yilinda Lechevalier ve Lechevalier

cinsi tanimlamalar1 sirasinda “oksijenli solunum yapan, Gram-pozitif, asit-fast
ozellik gostermeyen, hareketsiz, hiicre duvari mezo-diamilopimelik asitce (mezo-
Aopm) zengin ancak, karakteristik hiicre duvar sekeri bulundurmayan (hiicre duvar
tipi 1) 6zellikleri ile tanimlamasindan dolayr Actinomadura cinsi diger cinslere ait
birgok iiyeyi belirli bir zaman periyodunda igerisinde barindirmistir (Lu vd, 2003).
Endospor olusturma ozellikleri olmadigindan Thermomonosporaceae familyasina
gecmistir (Cross ve Goodfellow, 1973). Iceriginde bulunan tiirlerin belirsiz bir
taksonomik ge¢mise sahip olmasindan dolayr Actinomadura cinsinin taksonomik
olarak yeri kesinlesmemistir. Zhang ve arkadaglarinin 2001 yillarinda yeni bir
calisma ile Thermomonospora cinsi igerisinde yer alan iki tiirlin de Actinomadura
cinsine, Actinomadura cinsi igerisinde yer alan dort tiirtin Actinocorallina cinsine
transferi teklif edilmistir. Boylece Actinomadura aurantiaca, A. glomerata, A.

libanotica, ve A. longicatena; Actinocorallina cinsine gegerken, Thermomonospora



formosensis ve T. mesophila; Actinomadura formosensis ve A. mesophila olarak
Actinomadura cinsine gegmistir (Zhang vd, 2001; Zhi vd, 2009).

Actinomadura cinsine ait iiyeler diiz, kanca veya spiral sekilli olan diizenli,
piiriizsiiz, dairesel spor yapisina sahiptirler (Tseng vd, 2009). Optimum 28°C’de
gelisim gosteren liyelerinin yani sira, bazi tiirleri 25-40°C’de gelisim gdsterirken,
bazilar1 uygun gelisim icin daha yiliksek sicakliklara (50-65°C) ihtiya¢ duyar.
DNA’nin % G+C igerigi % 66-72 mol’diir (Wink vd, 2003; Wang vd, 2007).

Bu cins dyeleri kitin, ksantin ve xylan gibi maddeleri metabolize
edememektedirler. Karbon kaynagi olarak sekerleri kullanmakta, bir¢ogu kazein,
jelatin ve lignosellillozu parcalayabilmektedir. Bunlara ek olarak birgok bakterinin
parcalayamadigi keratin maddesini pargalayabilen A. keratinilytica Kanada’da sigir
giibresinden izole edilmistir (Kroppenstedt ve Goodfellow, 2006).

Actinomadura cinsi bu ozelliklerine ek olarak iyi bir biyoaktif sekonder
metabolit iireticisi olarakta tanimlanabilmektedir. Toprak izolatlarindan bazilar tipta
kullanilan baz1 antibiyotiklerin iireticileridir. A. oligospora, A. kijaniata, A. macra,
A. hibisca antibiyotik {iretebilme potansiyeline sahip olan tiirlerden bazilaridir
(Huang, 1980). Baz1 yeni Actinomadura suslari toksijenik mantarlara ve patojen

mikroorganizmalara kars1, ilging antifungal aktivitelere sahiptir (Lahoum vd, 2016).

Cogu Actinomadura tiirleri topraktan izole edilmistir (Trujillo, 2012). Son
zamanlarda literatiire kazandirilan sugslar klinik metaryellarden (Trujillo ve
Goodfellow, 1997; Yassin vd, 2010) oldugu kadar ¢olden (Lahoum vd, 2016) ,
ormandan (Phongsopitanun vd, 2015), dagdan (Songsumanus vd, 2016), jeotermal
olarak 1sitilmis toraktan (Jiao vd, 2015), bal arisindan (Promnuan vd, 2011), mangrov
sedimentinden (He vd, 2012) ve bitki dokularindan (Qin vd, 2009; Rachniyom vd,
2015) da izole edilmistir.



2.3.2. Amycolatopsis cinsi

Ustalem  : Bacteria

Sube . Actinobacteria

Sinif : Actinobacteria
Takim : Pseudonocardiales
Aile : Pseudonocardiaceae
Cins : Amycolatopsis

Amycolatopsis cinsi giincel ve gegerli olarak tanimlanmis 76 tiir ve dort alttiir

ihtiva etmektedir (URL-1: http://www.bacterio.net/amycolatopsis.html - Ocak 2019).

Bu cinsin iiyeleri, ¢ubuk-benzeri ve karesel elementlere boliinen dalli substrat hifleri
olusturan Gram-pozitif, asit-fast olmayan, hareketsiz, cubuk benzeri ve dalli substrat
hifleri olusturan, hareketli olmayan aktinobakterilerdir. Amycolatopsis suslari
peptidoglikanda mezo-diaminopimelik asit, arabinoz ve galaktoz, 6énemli miktarda
fosfatidiletanolamin ve fosfatidilgliserol icerir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970,
Lechevalier vd, 1977); genellikle baskin izoprenolog olarak tetrahidrogenated
menaquinones (MK9 (H4)); doymus, doymamis ve dallanmis zincirli yag asitlerinin
kompleks karisimlaria sahiptirler, ancak mikotoksidik asitlerden yoksundurlar (Tan
ve Goodfellow, 2012; Busarakam vd, 2016).

Cinsin iiyeleri dogal yasam alanlarinda yaygin olarak dagilmaktadir. Kore’de
bir magaradaki kurumus yarasa diskisindan (Lee, 2006), Almanya’da farkh
Ozelliklere ve yapilara sahip kaya yiizeyinden (Carlsohn, 2007), Kuweyt’te tarim
yapilan bataklik topraklarindan (Al-Musallam, 2003), Tayland’da orman topragindan
(Jamjan, 2018) ve yine Tayland’dan piring rizosfer topragindan (Thawai, 2018),
Tiirkiye’de Kapadokya yoresi topragindan (Isik vd, 2018) elde edilen yeni tiirler

literature kazandirilmstir.

Amycolatopsis suslari, en yaygin olarak, hem Amycolatopsis meditteranei
(Sensi vd, 1959; Margalith ve Beretta, 1960; Lechevalier vd, 1986), hem de
Amycolatopsis rifamycinica tarafindan sentezlenen, klinik olarak 6nemli ansamisin
antibiyotik, rifamisin, zengin bir yeni ikincil metabolit kaynagi olarak bilinirler (Bala
vd, 2004). Cinsin iiyelerinde biyosentetik gen kiimeleri ve filogenetik soylarin

dagilimi arasinda bir iliski bulunmustur (Adamek vd, 2018).
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Ayrica tim genom dizileme calismalarida gostermistirki, Amycolatopsis
suglari, antibiyotikler dahil olmak tizere, farkli metabolitleri sentezleyebilecek biiyiik
bir potansiyele sahiptir (Tang vd, 2016; Adamek vd, 2018). Cinsin tip tiirii
Amycolatopsis orientalis ATCC 19795 dir.

2.3.3. Kribbella cinsi

Ustalem  : Bacteria

Sube . Actinobacteria
Sinif : Actinobacteria
Takim : Actinomycetales
Familya : Nocardiaceae
Cins : Kribbella

Kribbella cinsinin ilk olarak Nocardioidaceae ailesine ait oldugu tespit edilen
bu cins giincel ve gecerli olarak tanimlanmis 27 tiirii ihtiva etmektedir (URL-1:
http://www.bacterio.net/kribbella.html - Ocak 2019)(Park vd, 1999). Cins Gram-

pozitif, aerobik, asit-fast direngsiz, hareketsiz, substrat miselyumlari son derece
dallanmis ve hava miselyumlar kisa ¢ubuk veya kokoid elementler seklindedir (Sun
vd, 2017). Kribbella tiirleri baskin yag asitleri olarak iS0-C 14.¢, iS0-C 6.9 V& anteiso-
C 150 igerir; MK-9(H,4) ana menaquinone ve polar lipid olarak fosfatidilkolin igerir
(Park vd, 1999). DNA G+C igerigi %66-77 mol arasinda degismektedir (Everest vd,
2013). Cinsin tip tiirii Kribbella flavida IFO 14399 dir.

Kribbella suslarinin ¢ogu topraktan olmak iizere, 6rnegin K. sandramycini, K.
flavida (Park vd, 1999), K. koreensis (Sohn vd, 2003), K. ginsengisoli (Cui vd, 2010)
ve K. jejuensis (Song vd, 2004) Kore topraklarindan; K. alba, K. yunnanensis (Li vd,
2006), K. antibiotica (Li vd, 2004), ve K. amoyensis (Xu vd, 2012) Cin
topraklarindan; K. lupini (Everest vd, 2008) ve K. swartbergensis, K. karoonensis
(Kirby vd, 2006) Giiney Afrika'daki topraklardan; K. soli (Kogak vd, 2017) Moskova
park ormani topragindan; K. sindirgiensis (Kogak vd, 2017) Tiirkiye-Sindirg: baraj
topragindan izole edilmistir. Buna karsilik, Kribbella catacumbae ve Kribbella
sancticallisti (Urzi vd, 2008) Roma mezarlarinda beyazimsi-gri tabakadan; K. solani
patates yumrularinin kabuk lezyonlarindan; K. lupini Lupinus angustifolius'un
kokiinden literature kazandirilmistir (Song vd, 2004, Trujillo vd, 2006).

11


http://www.bacterio.net/kribbella.html%20-%20Ocak%202019

2.3.4. Mycobacterium cinsi

Ustalem  : Bacteria

Sube . Actinobacteria
Sinif : Actinobacteria
Takim : Actinomycetales
Familya : Mycobacteriaceae
Cins : Mycobacterium

Mycobacteriaceae ailesi giincel ve gegerli olarak tanimlanmis 198 tiirii ve
ondort alttiir ihtiva eden Mycobacterium cinsiyle literatiirde yerini almigtir. Cinsin
tip tiri  Mycobacterium  tuberculosis ATCC  27294" dir (URL-1:
http://www.bacterio.net/mycobacterium.html - Ocak 2019). Farkli dogal ortamlarda

yayilig gosteren cinsin iiyeleri, diinyanin pek ¢ok yerinde insanlarin ciddi bakteriyel
enfeksiyonlarindan sorumlu olan Mycobacerium tuberculosis tiiriinii igerir. Diger

Mycobacterium tiirleri ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilmektedirler.

Mycobacteriaceae ailesi iiyeleri uzun veya kisa ¢omaklar halinde, asit-fast
direngli, sporsuz, Kkapsiilsiiz, hareketsiz ve aerobik ozellik  gosteren
mikroorganizmalardir. Sabit hiicre duvar yapisi gozlenmediginden, gram pozitif veya
gram negatif olarak siniflandirilamazlar. Kapsiil icermemelerine ragmen hiicre
duvarlar yapisinda fazla miktarda lipid bulundururlar. M. leprae gibi bazi 6rnekler
laboratuvarda hicbir medyada kiiltiir edilemez. Diger tiirlerin ¢ogu sekerleri, basit
alkolleri ve asitleri hatta kompleks organik molekiillerden olan aromatik veya alifatik
hidrokarbonlar1 da kullanmaktadirlar. Tam bir elektron tasima zincirine sahiptirler

(Fukano vd, 2017; Krajewska-Wedzina vd, 2018).

M. bovis tiirii insan ve kus tipi tiiberkiiloz etkenlerinden farkli olarak besin
ortaminda gliserine ihtiya¢ duymaz. Kat1 besin ortaminda yayvan veya kuru-kabarik,
oval veya kenarlar1 diizensiz koloniler olusturur. Ureme siiresi 28-35 giinii bulur. M.
tuberculosis ise daha kisa zamanda daha fazla ¢ogalarak, kabarik, kuru, tizeri girintili
ve pembe renkte koloniler meydana getirir. M. avium 38-41°C’de daha etkin bir
sekilde tirer. Bunun aksine insan ve sigir tipi etkenler bu sicaklik araliginda daha
diisiik bir tireme meydana getirir. Gliserinli siv1 besiyerlerinde M. bovis {ist kisimda

cogalir. Kalinca ve burusuk bir zar olusturur. Bu zar belirli bir siire sonra dip kisma
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cokerek bir tortu meydana getirir. Kus ve insan tipi etkenlerde de bu etki mevcuttur

(Fukano vd, 2017; Krajewska-Wedzina vd, 2018).

2.3.5. Saccharothrix cinsi

Ustalem: Bacteria

Sube: Actinobacteria

Sinif: Actinobacteria

Takim: Pseudonocardiales
Familya: Pseudonocardiaceae

Cins: Saccharothrix

Saccharothrix  cinsi  (Labeda wvd, 1984) Actinobacteria  smifinin
Pseudonocardiaceae (Labeda, 2012) ailesine aittir. Takson su anda Actinosynnema,
Alloactinosynnema, Lechevaleria, Lentzea ve Umezawaea cinsleri ile yakindan
iliskili oldugu belirlenmistir ve bu cins giincel ve gegerli olarak tanimlanmis 27 tiirii
ve dort alttiir ihtiva etmektedir. Cinsin tip tiirii Saccharothrix australiensis ATCC
314977 dir (URL-1: http://www.bacterio.net/saccharothrix.html - Ocak 2019)
(Ibeyaima vd, 2018). Kemotaksonomik ve morfolojik kriterlerin bir kombinasyonu
kullanilarak ayirt edilebilirler (Labeda, 2012; Li vd, 2015). Saccharothrix suslari,

cubuk benzeri elementlere parga olusturan substrat ve hava hifleri olusturmaktadirlar.
mezo-diamonopimelik asit (mezo-A2pm), galaktoz ve ramnoz bakimindan zengin
tiim organizma hidrolizatlarini iiretir; doymus, doymamis ve dallanmis zincirli yagh
asitlerin kompleks karisimlari; difosfatidilgliserol, fosfatidiletanolamin, hidroksi-
fosfatidiletanolamin, fosfatidilgliserol, fosfatidilinositol ve fosfatidilinositol
mannosidlerin biiyiik oranlarin igerirler. Baskin izoprenologlar olarak dokuz ve on
izopren birimleri ile tetrahidrojenli menaquinonlart bulundurmaktadirlar (Labeda
2012; Mohammadipanah vd, 2015; Lin vd, 2016). Bu cinsin tiyeleri, ¢ol topraklari
dahil olmak iizere, temel olarak topraktan izole edilmistir ve bakteri ve mantarlara
kars1 aktif olan yeni bir 6zel metabolit kaynagi olarak ilgi ¢ekicidirler (Singh vd,
2000; Bouras vd, 2008; Boubetra vd, 2013a; Bouznada vd, 2016).

Giliney Cezayir'deki Saharan ¢olii az kesfedilen bakteri habitatlarindan biridir.
Buradaki topraklar ekstrem mikrobiyomlar olarak kabul edilmektedirler. Bu ortam,
¢ogu yasam formunu ciddi kosullariyla smirlamaktadir. Bununla birlikte,

Saccharothrix cinsi gibi nadir bulunanlar da dahil olmak f{izere farkli cinslere ait
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birgok yeni aktinobakteriyel takson, bu ekstrem g¢evreden izole edilmistir (Bouznada
vd, 2017).

Gergekten de, Saccharothrix cinsinin bir ¢ok iiyesinin (Saccharothrix
algeriensis DSM 44581™de (Zitouni vd, 2004), S. hoggarensis DSM 45457 'de
(Boubetra vd, 2013a), S. saharensis DSM 45456"'de (Boubetra vd, 2013b) ve S.
tamanrassetensis DSM 45947" (Boubetra vd, 2015) literatiire ilave edilmesi, Sahra
¢Olii topraklarindan yapilan ¢alismalarla gergeklestirilmistir. Dahasi, bu Sahra
suslarinin ¢ogunun mutaktimiksinler (Zitouni vd, 2004), ditiyolpirrolonlar (Bouras
vd, 2008) ve kloramfenikol gibi yeni antibiyotiklerin potansiyel lireticileri oldugu
belirlenmistir (Aouiche vd, 2012).

2.3.6. Nocardia cinsi

Ustalem: Bacteria
Sube: Actinobacteria
Sinif: Actinobacteria
Takim: Actinomycetales
Familya: Nocardiaceae

Cins: Nocardia

Trevisan (1889) tarafindan onerilen Nocardia cinsi Actinobacteria smifinda
Corynebacteriales takimmin Nocardiaceae ailesine aittir. Bu cins giincel ve gegerli
olarak tanimlanmig 119 tiirii ihtiva etmektedir. Cinsin tip tiirti Nocardia asteroides
ATCC 192477 dir (URL-1: http://www.bacterio.net/nocardia.html - Ocak 2019).

Nocardiaceae ailesinin iiyelerine karasal ve sucul habitatlardan, deniz organizmalari

ve atik su sistemlerine kadar toplanan materyallerde siklikla rastlanir (Abdelmohsen
vd, 2014)

Nocardia cinsi dallanmis flamentlileri bir arada bulunduran, Gram pozitif
sonu¢ veren, aerobik, hareketsiz, katalaz pozitif ve tipik olarak da biiyiime
doneminin bazi evrelerinde asit-fast direngli Aktinobakteri grubu {iyeleridir. Koloni

goriinlimleri piirlizsiiz graniiler yada diizensiz kirigik olarak énemli 6l¢iide farklilik

gosterir (Thawai vd, 2017).

Tiim hiicre hidrolizatlar1 mezo-diaminopimelik asit icermekle birlikte tanisal

sekerleri arabinoz ve galaktozdur. Hiicreler major fosfolipit olarak difosfatidilgiserol,
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fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositol ve fosfatidilinositol mannositleri yapilarinda
bulundururlar (Minnikin ve Goodfellow, 1980). Nocardia cinsinin iiyeleri genellikle
doymus diiz zincirler, doymamis ve 10-methyl tipi yag asitlerini igerir ve genomik

DNA’nin G + C igerigi % 65.1 ile % 74.0 arasinda degisir (Li vd, 2017).

Nocardia cinsi zengin biyoaktif metabolitlerin kaynagidir. Amicoumacin B
tireten N. jinnensis ve nitrik oksit sentetaz enzimince zengin N. iowensis tiirleri,
biyoaktif metabolit iiretebilme potansiyeli yiiksek olan Nocardia tiirlerine 6rnek
olarak 2009 yilinda literatire kazandirilmislardir (Sun vd, 2009). Nocardia
tarafindan Ttretilen c¢esitli biyolojik olarak aktif maddelerden brasilicardin A,
chrysophanol 8-methyl ether, asphodelin, justicidin B ve ayamycin ise mantarlara,
Gram pozitif ve Gram negatiflere kars1 antimikrobiyal aktivite gosteren bilesikler,
nocardichelin insan hiicresinde yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip bilesikler olarak

bildirilmislerdir (Thawai vd, 2017).

Nocardia cinsinin bazi tiirleri bitki patojeni iken, bazilari firsat¢1 insan
patojenleridir. Nocardia genellikle immiin yetmezligine sebep olan, akciger, beyin ve
cilt dahil olmak iizere ¢esitli insan organlarin1 etkileyen nocardiosis ad1 verilen bir

hastaliga neden olur (Thawai vd, 2017).

Nocardia cinsinin iiyeleri orman topragi ve tuzlu toprak (Moshtaghi vd, 2015)
dahil olmak ftizere farkli toprak tiirleriyle, bazilarimin ise endofit olarak bitkilerle
iliskili olduklar1 belirlenmistir (Ghodhbane-Gtari vd, 2014). Deniz ortamlari i¢in ¢ok
sayida Nocardia susu deniz sedimentinden, kirmiz1 algden (Laurenica spectabilis)
(El-Gendy vd, 2008), ascidiadan (Trididemnum orbiculatum) (Wyche vd, 2012),
ozellikle deniz siingerlerinden Hymeniacidon perleve (Zhang vd, 2006), Craniella
australiensis, Halichondria rugosa, Reniochalina sp. ve Stelletta tenuis’ den (Zhang
vd, 2008) izole edilmistir.

Magaralar ¢ogu zaman az 1sikl1 alan, az miktarda organik igerik barindiran ve
sicaklik agisindan degisken ozellik gdstermeyen yasam ortamlaridir. Nocardia cinsi
bu 6zellesmis ortamlari ekosistemi olarak gormektedir. N. altamirensis. N. jejuensis
ve N. speluncae gibi Nocardia tiirleri magara ortamlarindan izole edilip literatiire
kazandirilmiglardir (Seo vd, 2007; Jurado vd, 2008).
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Ananas agacinin kokiinde patojen organizmalarla antagonistik iligki i¢inde olan
Nocardia callitridis tiirii izole edilmistir. Boylece endofitik 6zellige sahip olan yeni

bir aktinobakteri tiirii literature kazandirilmistir (Lamm vd, 2009).

Nocardia zapadnayensis Moskova park ormani topragindan izole edilmistir
(Kogak vd, 2016). N. miyunensis ve N. jiangxiensis asidik toprakdan, N.
neocaledoniensis ise ultrabazik yiiksek oranda magnezyum igeren topraktan izole
edilerek yeni Nocardia tiirleri olarak literatiire kazandirilmistir (Saintpierre-Bonaccio
vd, 2004; Cui vd, 2005; Yamamura vd, 2005). Seker kamisi tarlasi, petrol
kontamineli toprak, cam agaci kokii, sahil kumu ve karstik magara topragi gibi ¢cok
farkli habitatlardan Nocardia suslar1 izole edilebildigi gibi diinyanin farkli
lokalitelerini temsil eden topraklardan da izolasyonlar1 yapilmistir (Chun vd, 1998;
Isik vd, 1999; Wang vd, 2001; Albuquerque de Barros vd, 2003; Zhang vd, 2003;
2004; Xu vd, 2005; Seo ve Lee, 2006; Kampfer vd, 2007; Rodriguez-Nava vd, 2007;

Yamamura vd, 2007; Sun vd, 2009; Kaewkla ve Franco, 2010; Li, 2017).

2.3.7. Nonomuraea cinsi

Ustalem  : Bacteria

Sube . Actinobacteria

Sinif : Actinobacteria
Takim . Streptosporangiales
Aile : Streptosporangiaceae
Cins : Nonomuraea

Streptosporangiaceae ailesine ait olan Nonomuria cinsi ilk olarak Zhang vd,
(1998) tarafindan onerilmis, fakat cins adi daha sonra Chiba vd, (1999) tarafindan
Nonomuraea olarak degistirilmistir. Cinsin giincel ve gegerli olarak tanimlanmis 50
tiiri ve iki alt tiiri ihtiva etmektedir (URL-1:

http://www.bacterio.net/nonomuraea.html - Ocak 2019). Nonomuraea cinsinin

tiyeleri yaygin dallanmis substrat ve hava miselyumu olusturmaktadirlar (Rachniyom
vd, 2015). Hava miselyumlari ya diiz, spiral vaya kancali zincir seklinde sporlara ya
da katlanmis, diizensiz ve priizsiiz tek bir spor halindedir (Quintana vd, 2003;

Ka mpfer vd, 2004; Zhao vd, 2011; Zhang vd, 2014).
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Pek¢ok farkli Nonomuraea tiirii literature dahil edilmekle birlikte, cinsin tip
tirii N. pusilla ATCC 27296 dir (Nonomura ve Ohara, 1971; Zhang vd, 1998). N.
guangzhouensis ve N. harbinensis (Wang vd, 2014) ve N. shaanxiensis (Zhang vd,
2014), N. insulae (Saricaoglu vd, 2018) ve N. muscovyensis (Kocak vd, 2014) yakin

zamanda ag¢iklanmig olan yeni tiirler olarak tespit edilmislerdir.

Nonomuraea cinsinin iiyeleri, kiy1 tortulari, magaralar, bitkiler, karasal ve
mangrovV rizosferik topragi da dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli dogal ortamlardan izole
edilmislerdir (Wang vd, 2011, 2013, 2014; Xi vd, 2011; Zhao vd, 2011; Nakaew vd,
2012; Zhang vd, 2014). N. thailandensis (Sripreechasak vd, 2013) ve N. monospora
(Nakaew vd, 2012) yeni tiirleri Tayland'da topraktan izole edilerek literatiire

kazandirilan 6rneklerdir.

2.3.8. Promicromonospora cinsi

Ustalem  : Bacteria

Sube . Actinobacteria

Sinif : Actinobacteria
Takim : Micrococcales

Aile : Micrococcaceae
Cins : Promicromonospora

Promicromonospora cinsi Promicromonosporaceae ailesi iiyesi olarak, ilk kez
Krasil’nikov vd (1961) tarafindan tanimlanmigtir. Bu cins giincel ve gegerli olarak
tanimlanmis 17 tiirli ihtiva etmekte olup, Cinsin tip tiirii Promicromonospora citrea
ATCC 15908" dir (URL-1: http://www.bacterio.net/promicromonospora.html - Ocak

2019). Micrococcaceae familyasinin iiyeleri peptidoglikan diaminoasidi (L-lizin),
fosfolipit kompozisyonu (fosfatidilgliserol, difosfatidilgliserol) gibi kemotaksonomik
karakterler bakimindan 6zdes Ozellikler gostermektedirler. Cubuk veya dairesel
elementlere pargali substrat miyselyumu P. citrea tip tiiriiniin karakteristik 6zelligidir
(Alonso-Vega vd, 2008). Promicromonospora cinsi temsilcileri baskin menaquinone
olarak MK-9 (H4) igermektedirler. Cins iiyelerinin genomik DNA G+C oran1 % 70-75
olarak bildirilmistir. Baskin hiicresel yag asidi olarak iso-Cisp Ve anteiso-Cis,g
bulundurmaktadir (Schumann ve Stackbrand, 2014).
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Promicromonosporaceae ailesine ait bu cinsin tiyeleri gram pozitiftir. Substrat
miselyumu agar igerisine niifuz olabilmekte, substrat miselyumu gelismis ve
hareketsiz, kiire bicimli, Y-bi¢imli, V-bi¢cimli veya kivrimli ¢ubuksu elemanlar
seklinde parcalanmis 6zellik gostermektedir. Bazi ortamlarda belirli tiirler tek sesil,
dairesel sporlar gozlemlenir. Agar ortamima yayilabilen pigment {retirler. P.
thailandica kolonileri soluk yesilimsi-sart olmakla birlikte tip suslarin kolonileri
soluk saridan kreme, sarimsi beyazdan beyaza kadar degisen renkleri
alabilmektedirler. Birka¢g tip sus ksilan ve sellobiyozu parcaliyabilir.
Promicromonospora cinsi bazi agar ortamlarinda hava hifleri olusturabilselerde
genellikle hava hifleri olusturmadiklar1 gézlemlenmistir (Schumann ve Stackbrand

2014).

Promicromonospora cinsine ait tip tiirler ¢ok farkli habitatlarda yayilis
gostermektedirler. Basta tibbi ve tropik bitkiler olmak tizere (Zhao vd, 2011; Qin vd
2012); ¢inko ve kursun madenlerinden (Mendez vd, 2008), duvarlarin kiifli
bolgelerinden (Martin vd, 2010), rizosferden (Mohammadipanah vd, 2017), ¢am
agacinin sterilize edilmis kok yiizeyinden (Kaewkla ve Franco, 2017), bahge toprak

orneklerinden (Jin vd, 2018) izole edildikleri rapor edilmistir.

2.3.9. Saccharopolyspora cinsi

Ustalem  : Bacteria

Sube : Actinobacteria

Sinif : Actinobacteria
Takim : Actinomycetales
Aile : Pseudonocardiaceae
Cins : Saccharopolyspora

Saccharopolyspora cinsi Saccharopolyspora hirsuta ATCC 27875 mn tip tiir
olarak ilan edilmesiyle, Lacey ve Goodfellow (1975) tarafindan literatiire
kazandirilmigtir. Saccharopolyspora cinsi Pseudonocardiaceae ailesinin bir tiyesidir
ve giincel ve gegerli olarak tanimlanmug 31 tiirti ve 3 alt tiirii ihtiva etmektedir (URL-

1: http://www.bacterio.net/promicromonospora.html - Ocak 2019)(Embley vd, 1988;

Stackebrandt vd, 1997; Zhi vd, 2009). Cinsin tiyeleri aerobik, gram pozitif, asit-fast
olmayan ve genis dalli substrat miselyumu olusturan hiicrelerden olusturmaktadirlar.

Hava miselleri hareketsiz, boncuk benzeri zincirler olusturabilir. Hiicre duvari
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bilesimi kemotip IV ve meso-diaminopimelik asit, tiim hiicre hidrolizatlarinda
karakteristik sekerler olarak arabinoz ve galaktoz, ayrica iso- ve anteiso dallanmis
yag asitleri olusturmaktadir. Baskin menaquinone tipi MK-9(H;) ve mikolik asit
icermemektedirler (Embley vd, 1987; Goodfellow vd, 1989).

Saccharopolyspora’nin 6ncelikli habitatlarindan biri topraktir (Zhou vd,
1998; Lu vd, 2001; Yuan vd, 2008). Ayrica, brons kanseri olan bir hastadan da bir
sus (Yassin 2009), samandan iki sus (Goodfellow vd, 1989), bir bataklik bitkisinden
endofitik bir tiir (Zhang vd, 2013), Cinde yer alan hipersalin bir gélden halofilik
tiirler (Lv vd, 2014), Cin'deki Swallow Magarasi'ndan bir sus (Cheng vd, 2013), Olii
Deniz'den bir sus (Jiang vd, 2016) ve seker kamisi tarlasi topragindan termofilik bir
tiir (Wu vd, 2016) izole edimistir. Saccharopolyspora cinsinin tiyeleri farkli biyoaktif

sekonder metabolitler iiretme yetenegine sahiptir (Sun vd, 2017).

Saccharopolyspora tiirlerinin, nutrient agar (Lacey 1975), nisasta-kazein-
arginin agar (lwasaki vd, 1979), R8 agar (Amner vd, 1989), kazein hidrolizatlarla
desteklenmis tripton-soya agar1 (Lacey 1989), maya ekstresi ve malt ekstresi agari
(Yuan vd, 2008), oatmeal agar (Lu vd, 2001), seliiloz-kazein multi-tuzlar1 agar (Tang
vd, 2009) ve ketokonazol ve nalidiksik asit takviyesi ile nigasta kazein agar
(Duangmal vd, 2010) ortamlar1 kullanilarak izolasyonu yapilmistir. Bu cinse ait
izolasyonlar1 gergeklestirirken mantar biiylimesini onlemek i¢in agar ortamima 50
mg/ml cycloheximide eklenmistir (Cross vd, 1968). Ideal pH araliginin ¢ogu sus i¢in
5.0-9.0 oldugu gozlemlenmistir (Zhang vd, 2009).

S. erythraea eritromisin A ve eritronolide B iretir (Martin ve Rosenbrook,
1967). Ayrica tripsin benzeri proteaz (Yoshida vd, 1971), rennin benzeri bir enzim
(Sternberg 1976) ve bir N-asetilmuramidaz (Morita vd, 1978) iirettigi rapor
edilmigtir. S. spinosa tiriiniin makrolid boécek Oldiriiciilerden tiiretilmis
glikozillenmis poliketid trettigi tespit edilmistir (Hong vd, 2008). S. aurantica
CL307-24 olarak belirlenmis hasere oldiriicii bilesikler tiretmekte (Etienne vd,
1993), S. hirsuta’ nin ise bir siklik poliketit olan nodusmisin (Whaley vd, 1980) ve

aminoglikozit kompleksi olan apramisin (Kamiya vd, 1983) iirettigi tespit edilmistir.
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2.3.10. Streptomyces cinsi

Ustalem  : Bacteria

Sube . Actinobacteria
Sinif : Actinobacteria
Takim : Streptomycetales
Aile : Streptomycetaceae
Cins . Streptomyces

1943 yilinda Waksman ve Henrici tarafindan Onerilen Streptomyces cinsinin
tanimlanmus tiir sayis1 848 (buna ilave olarak 38 tane de alt tiir) olarak belirlenmistir.
Cinsin tip tirii  Streptomyces albus ATCC 25426" dir (URL-9:
http://www.bacterio.net/streptomyces.html Ocak-2019). Ulkemizden Streptomyces
cinsine ait Streptomyces seymenliensis B1041" tip tiirii Orta Anadolu bélgesinde tuz
goliinden toplanan toprak drneklerinden, S. burgazadensis Z1R7" tip tiirii Marmara
Bolgesi Burgazada topragindan ve S. sediminis tip tiiri MKSP12" Orta Anadolu 'da
bir krater goliiniin kiy1 tortusundan alinan toprak orneklerinden izole edilerek

literatiire kazandirilmistir (Tatar ve Sahin 2015; Saricaoglu vd, 2014; Ay vd, 2018).

Streptomyces cinsine ait izolatlar spor olusturmakla birlikte aerobik o6zellik
gosterirler. Toprak ekosisteminde yaygin olan bu cinsin substrat miselleri
dallanmalar gdsterir ve cins hava misellerine sahiptir. Uzunluklar belirsiz, vejetatif
fazda flamentlere sahiptirler. Hava misellerine sporofor adi verilir, bu sporaforlar
koloni iizerinde biiylir ve olgun sporlari olustururlar. Spor tagiyan kisimlarin sekilleri
ve diizenlerindeki degiskenlikler, Streptomyces cinsi iiyelerinin siniflandirilmasinda

onemli bir yere sahiptir (Sekil 2.1) (Zhou vd, 2017).

Sekil 2.1. Streptomyces cinsine ait farkli spor morfoloji sekilleri (Li vd, 2016)
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Streptomyces iiyeleri ¢ok farkli renklerde pigment iiretme yetenegine sahiptir.
Sahip olduklar1 bu pigmentler hava ve substrat misellerine farkli renkler verirler.
Bununla birlikte ¢o6ziinebilir pigment iireten bu cins, agar ortaminin rengini
degistirebilir  (Goodfellow ve Simpson, 1987). Hiicre duvarlarinda LL-
diaminopimelik asit (LL-DAP) ve glisin igerirler ancak karakteristik sekerleri
bulunmamaktadir. A3y tipinde peptidoglikan ihtiva eden hiicre duvar
kompozisyonuna sahiptir. Bu cinsin iiyeleri mikolik asit icermezler. DNA baz
dizisinde %71-75 oraninda (G+C) bulunur (Anderson ve Wellington, 2001; Schleifer
ve Kandler, 1972).

Streptomyces cinsine ait tiirler farkli sicakliklarda optimum gelisme
gosterebilmektedirler. 25-35°C sicaklik ta optimum gelisme gosterenler oldugu gibi
+4°C’de gelisebilen psikrofilik (Williams vd, 1989) ve 45-55°C’de gelisebilen
termofilik (Goodfellow vd, 1987; Kim vd, 1998) iiyeleri de bulunmaktadir.
Streptomyces cinsine ait tiyeler kitin, nisasta, lignoselliiloz gibi organik maddeleri ve
dogadaki bitki ve hayvan Oliilerinde ekstraseliller enzimler {ireterek

pargalayabilmektedirler (Kampfer, 20006).

Streptomyces cinsi iiyelerde ilag direngli biyoaktif molekiiller iiretebilen
mikroorganizmalarin kesfi onemlidir (Clardy vd, 2006). Yeni Streptomyces tiirlerinin
eldesinde tedavi edici bitkilerin rizosfer topragida dahil olmak {izere, ¢aligilacak

habitatlarin siradis1 olmasi goz oniinde bulundurulmalidir (Tiwari ve Gupta, 2012).

Deniz ortamlarinin, biyoaktif bilesikler iireten yeni Streptomyces'in kesfinde
potansiyel bir kaynak oldugu diisiiniilmektedir (Christensen ve Martin, 2017). Son
yillarda, deniz ve mangrov ortamlarinda 20'den fazla yeni Streptomyces tiirii tespit
edilmistir. Mangrov, milyonlarca hektarlik kiy1 alanin1 kaplar; diinyadaki en dinamik
ortamlardan biridir ve karasal, tatli su ve deniz tiirlerinin flora ve faunasinin
habitatidir (Law vd, 2017). Son zamanlarda, mangrovlardaki mikroorganizma
potansiyelinin degerlendirilmesi ¢ok dikkat ¢ekmistir. Bu daha sonra yeni

Streptomyces tiirlerinin kesfini saglamistir (Hong vd, 2009; Lee vd, 2014).

Streptomyces cinsinin, antitimor maddelerin arastirilmasi ve kesfedilmesi igin
onemli bir biyolojik kaynak oldugu diisiiniilmektedir. Anthracycline-bazli ilaglar,
Ornegin eritromisin, doksorubisin ve epirubisin, meme kanseri, kiigiik hiicreli akciger

kanseri, serviks kanseri ve bas ve boyun kanseri dahil ¢esitli kanser tiirlerini tedavi
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etmek i¢in klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ilaglar S. peucetius ve S.
nogalater tarafindan iiretilmektedir (Nobili vd, 2009; Zhang Z.G. vd, 2015; Lu vd,
2017). Polipeptid metabolit daktinomisin, antibakteriyel ve antifungal aktiviteye
sahip bir antibiyotiktir. Antitimor aktivitesi Juliano ve Stamp (1978) tarafindan
dogrulanmigtir. Benzer sekilde, bleomisin, bir dogal hibrid peptid-poliketid
metaboliti ve bir antitimor ilaci, S. plicatus, S. chrysomallus ve S. verticillus
tarafindan iiretilmektedir (Juliano ve Stamp, 1978; Du vd, 2000; Lee J.H. vd, 2016).
Mithramisin, iki deoksisugar zinciri (iki D-olivosun bir disakkariti ve D-olivozdan
olusan bir trisakkarit), bir D-olioz ve bir D-mycaroz igeren bir aromatik poliketittir
(Bilyk ve Luzhetskyy, 2016; Novakova vd, 2018). Dikkat ¢ekici bir sekilde, bu
bakteriler ayn1 zamanda benzersiz yapisal Ozelliklere sahip, antitiimor aktivitesi
sergileyen mitomisin C ve enediyen bilesikleri (kalicheamicins, neocarzinostatin ve

lidamisin dahil) iiretirler (Mao vd, 1999; Liu vd, 2005).

Streptomyces cinsinin iiyeleri, mikrobiyal kokenli bilinen antibiyotiklerin
yarisini Uretmekte ve bunun % 75'inin Streptomyces cinsi tarafindan {iretildigi
bilinmektedir (Be'rdy 2005; Goodfellow ve Fiedler, 2010). Antibakteriyel,
antifungal, anti-inflamatuar ve antitimor aktiviteye sahip farmasotik olarak uygun
bilesiklerin kaynagi olan Streptomyces cinsi giiniimiizde 6nemini korumaya devam

etmektedir (Demain, 2014; Barka vd, 2016).

2.4. Prokaryotik Sistematik

Mikrobiyal sistematik mikroorganizmalarin smiflandirilmasi, tanimlanmast ve
isimlendirilmesi ile ilgilenir. Sistematik, organizmalarin ¢esitliligini ve aralarindaki
tim yasamsal iliskileri, filogenetik akrabaliklarini ve olas1 biyolojik etkilesimlerini
caligmayi ifade eder (Prakash vd, 2007).

Prokaryotik taksonomisi, birbiri ile baglantili {i¢ béliimden olusur:

1. Siniflandirma; benzerlik ve iliski temeliyle olusan organizma gruplarinin

dizenlenmesidir.

2. Nomenclature (adlandirma), uluslararasi kurallara gore taksonomi
gruplariin isimlendirilmesidir (International Code of Nomenclature of Bacteria)

(Sneath, 1992).
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3. Tanimlama ise, taksonomide yer alan Onceden tanimlanmis tiirlerle olas1

yeni tiirleri tantmlamanin pratik bir yoludur.

Prokaryotlarin  smiflandirilmasinda, eski geleneksel metotlar ile yeni
gelistirilen metodolojilerin karsilastirilmasi gerekmektedir. Molekiiler ve fenotipik
karakterlerin tamami kullanilarak yapilan karsilagtirma ile bir susun bilinen bir
taksona m1 ait oldugu yoksa yeni bir takson mu oldugu belirlenebilmektedir

(Goodfellow ve Fiedler, 2010; Tindall vd, 2010).

Bakterilerin siiflandirilmasinda, genetik akrabaliklarinin ortaya ¢ikarilmasi igin
kimya, molekiiler biyoloji ve bilgisayar bilimindeki gelismelerle, son zamanlarda
dikkat edilmesi gereken degisiklikler kaydedilmistir. Fenotipik ve genomik verilerin
degerlendirilmesiyle  olusturulan polifazik taksonomi; niimerik taksonomi,
kemotaksonomi ve molekiiler taksonomiden olusmaktadir (Goodfellow ve O’Donnell,

1993; Goodfellow ve Fiedler, 2010; Tindall vd, 2010).

2.4.1. Niimerik taksonomi

Niimerik taksonomi c¢alismalarinda, sabit genetik yapida, cevresel faktorlerden
etkilenmeyen ve deneysel ya da gozlemsel belirsizliklere 6zellikle duyarli olmayan
fenotipik karakterler dikkate alinir. Genel prosediir tiim genomu ifade etmek igin
biyokimyasal, kiiltiirel, morfolojik, besinsel ve fizyolojik karakterlerin se¢imini
saglamaktir. Taksonlar arasindaki farkliliklar1 ortaya koyabilmek icin yeterli verinin
temin edilmis olmasi onemlidir, en azindan 50 ve tercihen 100 ya da 200 {inite
karakter caligilmalidir (Sneath ve Sokal, 1973; Stackebrandt vd, 1997). Cogu
karakter tinitesi ikili degerlendirilerek; karakterin sahip oldugu 6zellik 1 ya da + ve
yokluklar1 0 ya da - olarak kodlanir. Test sonuglari elde edilir edilmez duplike veya
triplike caligilan suslara ait verilerin analizleri sonucunda giivenilir olmayan testlerin

belirlenmesi ve analizlerden once test setinden ¢ikarilmasi gerekir.

Niimerik calismalarda hedef, fenotipik verilerin genis kullanimi ile benzer
analiz sonuglarina ulasilmis ise suslar ayni gruplara yerlestirilmektir. Nimerikte
tanimlanan gruplar hakkinda ulasilan giincel verilere gore bu gruplar tanimlama
sistemlerinin  gelistirilmesinde  kullanilabilir  (Priest ve Williams, 1993).
Aktinobakterilerin siiflandirilmasinda niimerik taksonomik metotlarin kullanilmasi
onemli gelismeler saglamistir. Niimerik taksonomik arastirmalar, cins gibi kompleks

aktinobakteri taksonlarini igeren kiimeleri sinirlandirmada kullanilmistir. Bunlara
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ornek olarak Actinomadura (Athalye vd, 1985; Trujillo ve Goodfellow, 2003),
Actinomyces (Schofield ve Schaal, 1981), Actinoplanes (Goodfellow vd, 1990),
Corynebacterium (Goodfellow vd, 1982), Gordonia (Goodfellow vd, 1999),
Nocardia (Goodfellow vd, 1999), Mycobacterium (Wayne vd, 1996), Rhodococcus
(Goodfellow vd, 1998), Streptomyces (Williams vd, 1983; Kampfer vd, 1991;
Manfio, 1995), Streptosporangium (Whitham vd, 1993) ve Thermomonospora
(McCarthy ve Cross, 1984) cimsleri verilebilir.

2.4.2. Kemotaksonomi

Kemotaksomi veya kemosistematik, yeni yontemlerin gelistigi ve analitik aletlerin de
uygulandig1, bakteriyal sistematikte 6nemli bir etkiye sahiptir. Kemosistematik, yeni
bakteri tiirlerini tanimlamak, gruplamak ve ortaya koymak i¢in hiicre kisimlarini ya
da tamamu kullanilarak bilgi elde eden bilim dalidir. Bu bilim dali; aminoasitler,
lipitler, proteinler ve sekerler gibi organik maddelerin dagilimiyla ilgilenmekte ve

siiflandirma ile tanimlama igin gerekli bilgilerin ortaya konmasini saglamaktadir.

Aminoasit ve hiicre duvari seker analizlerinin taksonomik calismalarda
kullanilmas1 aktinobakterilerin siniflandirilmasinin gelistirilmesine ve yenilenmesine
katki saglamistir. Bununla birlikte aktinobakterilerin  tanimlanmasinda ve
smiflandirilmasinda polar lipit, izoprenoid kinonlar ve yag asidinden elde edilen
kimyasal markorler yaygin olarak kullanilmaktadir. Actinobacteria siniflarindan
Actinomycetaceae  familyasinda MK-9, MK-10(H;), MK-9(Hy), MK-8,
Streptomycetaceae familyasinda MK-9(Hg), MK-9(Hg) ve Promicromonosporaceae
familyasinda MK-9(Hs;) major menakinonlari bulundugu tespit edilmistir.
Streptomyces cinsinin iiyelerinde difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidilethanolamin
(PE), fosfatidilinositol (PI) ve fosfatidilinosidolmannosit (PIMs) polar lipidleri
yaygin bir sekilde gozlenmistir (Goodfellow, 1989; Suziki vd, 1993; Lodders ve
Kéampfer, 2007; Goodfellow, 2012; Jiang, 2016).

2.4.3. Molekiiler sistematik

16S rRNA gen dizileme

RNA’nin bir alt birimi olan ve yaklasik olarak uzunlugu 1540 niikleotitten
ibaret olan 16S rRNA gen bdlgesi, filogenetik iligkinin belirlenmesinde ve bakteriyal

sistematikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek oranda korunakli boélgeleri
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ihtiva etmesinden, iizerinde heterojen bolgeler icermesinden ve yeterli veri tabanina
sahip olmasindan dolay1 tiir i¢in spesifik olan 16S rRNA gen bolgesi prokaryotik
tiirlerin tammimlanmasinda oldukga faydalidir. 16S rRNA sekans verileri genbanklarda
saklanabilmekte ve gerek duyuldugunda bu verilere rahatlikla ulasilabilmektedir

(Brown-Elliott, 2006; Zhi ve Stackebrandt, 2009; Tindall vd, 2010).

Yapilan karsilagtirmalar sonucu prokaryotik bir organizmanmm 16S rRNA
dizisinin diger prokaryotlardan %3’ten fazla farkliliga sahip olmasi, bize bu
organizmanin yeni bir tlire ait oldugunu ifade etmektedir. Bunu destekleyen en
onemli veri, 16S rRNA dizisinde % 98,5’den az benzerlik gostermis olup, bu iki
bakterinin DNA:DNA homolojisi yapildiginda % 70’den daha yiiksek bir deger elde
edildigi hicbir Ornegin varolmamasidir (Konstantinidis ve Tiedje, 2007).
Caligmalarda, 16S baz dizilemenin genomik DNA hibridizasyonuna gore
organizmalari tiir seviyesinde ayirmada yetersiz oldugu ifade edilmistir. 16S rRNA
gen bolgesi baz dizisi yiiksek oranda benzerlik gosteren bazi organizmalarin oldukca
farkli bir genoma sahip oldugu tespit edilmistir. Bundan dolay1 %97°den fazla dizi
benzerligi olan durumlarda genomik hibridizasyon yeni tiirlerin ortaya
¢ikarilmasinda kullanilan onemli bir taksonomik tekniktir (Coenye vd, 2005;
Stackebrandt, 2006; Goodfellow ve Fiedler, 2010). Bunlara ilave olarak giincel
caligmalarda, sadece 16S rRNA gen bdlgesinin yeni bir tiirii ortaya ¢ikarmak igin

yeterli olmadigini gosteren literatiirler de gézlemlenmistir (Kirby vd, 2010).

Mikrobiyal filogenetik akrabaliklarin ortaya ¢ikarilmasinda, rRNA dizilerininin
kullanilmasinin avantajlart bulunmasina ragmen; yalnizca rRNA dizilerini temel alan
filogenetik agaclarin kullanilmas1 bazi potansiyel problemleri beraberinde getirebilir
(Goldenfeld ve Woese, 2007). Oncelikle tRNA dizilerininin bazi karakteristikleri
temel alinarak yapilan filogenetik agaclarda benzer niikleotidlerin sikligi, farkl
bolgelerdeki tekrar eden kisimlarin birbirinden bagimsiz olmayislari, nesiller
arasindaki tekrar oranlarindaki cesitlilikler, uzak akraba taksonlar arasindaki DNA
hizalamalarinda bazi anlamsizliklar sebebiyle tiirlerin gercekte oldugundan daha
yakinmig gibi gorinmelerine neden olabilecektir. Bu durum filogenetik mutasyon
oraninin diisiik olmast ve birbiri ile iligkili olan tiirlerde ayirt ediciliginin diisiik
olmast nedeniyle filogenetik markor olarak 16S rRNA dizisinin kullanilmasimin

dezavantajlar olarak goriilebilecektir (Woese vd, 1990; Viale vd, 1994; Boto, 2010).
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Multilokus dizi analizi (MLST)

Ribozomal RNA genleri, fonksiyonel ve {iniversal olarak yiiksek derecede korunmus
yapiya ve daha fazla cesitlilik ortaya ¢ikaran bolgelere sahip oldugu i¢in filogenetik
calismalarda odaklanilmasi gercken alanlarin basinda gelmektedir. Modern
mikrobiyal taksonominin ana catisini olusturan 16S ve 23S rRNA gen dizilerinin
disinda diger protein kodlayan gen bolgelerinin de g¢aligilarak elde edilen verilerin
analizi tavsiye edilmektedir (Coenye ve LiPuma, 2002). Ad hoc komite yayinlamis
oldugu bildiride bakteriyal sistematikte tiir tanimlamalarinin yeniden godzden

gecirilmesi i¢in housekeeping (kontrol) genlerinin kullanilmasini  dnermistir

(Stackebrandt vd, 2002).

Multilokus dizi analizi (MLST), bakteriyel tiirlerin karakterizasyonu igin
kullanilan molekiiler bir teknik olmakla birlikte, mikroorganizmalar arasindaki
filogenetik iligkilerin tespit edilmesinde de 6nemli rol oynamaktadirlar (Woose,
1987; Maiden 2006). MLST Actinobacteridae alt sinifinda Bifidobacterium,
Kribbella, Micromonospora, Mycobacterium, Microbacterium, Microbispora ve
Streptomyces gibi bazi cinslerin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda kullanilmistir.
Actinobacteria simifi i¢cinde Frankia suslarinin tanimlanmasinda nitrogenaz demir
protein geni nifH, Microbacterium ve Aureobacterium cinslerinde gyrB, rpoB, recA
ve ppk genleri, Mycobacterium cinsinde recA rekombinaz tamir geni filogenetik
analizler i¢in arastirmalar1 yapilmis olan protein kodlayan genler olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Richert vd, 2005; Richert vd, 2007; Gtari vd, 2007; Adékambi vd,
2011; Mohammadipanah, 2017).

Streptomyces cinsinin endiistriyel agidan ¢ok degerli olmast bu cinsin
sistematigini onemli kilmistir. Streptomyces griseus tiirii, 53 tane tip tiirle 16S rRNA
gen bolgesi ve atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB korunakli genleriyle multilokus sekans
analizine tabi tutulmustur. 16S sekans analizi yapilarak siniflandirmasi yapilan
Streptomyces tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB korunakli gen boélgelerini
kullanarak multilokus sekans analizinin gerceklestirerek yeniden siniflandirilmasi
yapildi. Fitopatojenik Streptomyces iiyeleri de atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB
korunakli gen bolgeleri ile MLSA kullanilarak siniflandirilmistir (Guo vd, 2008).

Yakin akraba tiirleri daha iyi birbirinden ayirt edebilmek amaciyla farkli MLST

gen bolgelerine ait ¢aligsmalar yapilmistir. Bu bolgelerden biri olan rpoB gen bolgesi
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antibiyotik diren¢ bdlgesi oldugundan, klinik agidan 6nemli olan suslarin ayriminda
onemli oldugu gorilmistir. Devulder vd. (2005) vyaptigi c¢alismada, 97
Mycobacterium susunun 16S rRNA, hsp65, rpoB ve sod gen boélgelerinin dizi
analizleri gergeklestirmislerdir (Devulder vd, 2005).

Microbispora cinsine ait siniflandirmalarin birgogu 16S rRNA'ya dayanmasina
ragmen, taksonomik analizler gerceklestirilerek elde edilen filogenetik agaclarin
giivenilir olmadigi tespit edilmistir. Microbispora tiirlerinin siniflandirilmasi igin
16S-gyrB-rpoB gen dizilerinden yararlanilmistir. Taksonomik analizlere multilokus

sekans analizlerinin 6nemli bir sekilde katki sundugu goriilmiistiir (Savi vd, 2016).

Nocardia tiirlerinin multi gen dizi analizine dayali filogenisi ve tanimlamalari
lizerine ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Bu kapsamda 190 klinik tiir, 36 tip tiir ve 11
referans susun 16S rRNA, secAl, hsp65, gyrB and rpoB gen bolgeleri analiz
edilmistir. Multi gen dizi analizi sonuglarina bagli olarak olusturulan Neighbour-
joining dendograminda bootstrap degerlerinin % 85’ten yiiksek oldugu belirtilmistir.
Tiim bunlara ek olarak {i¢ ya da dort gen bolgesinin kombinasyonu ile yapilan
filogenetik analizlerin tiirlerin ayrismasinda oldukca etkili oldugu belirlenmistir

(McTaggart vd, 2010).

Tim genom analizi

Genom analizi ile ilgili gelismeler mikrobiyoloji, kanser hastaliklar1, ilag gelistirme
ve taniya yonelik araclarin gelistirilmesi ile ilgili yapilan arastirmalar
sekillendirmeye baslamistir. Arastirmacilarin daha hizli, daha verimli ve daha az
maliyetli yontemler gelistirmek i¢in ylrittiikleri ¢aligmalar, yeni nesil dizileme
(NGS) teknolojilerini ortaya ¢ikarmistir. Bu teknolojiler genis capli biyoinformatik
yazilimlarla birleserek, tim genom dizileme calismalarinda etkin bir sekilde

kullanilmaktadir (Metzker, 2010; Pareek vd, 2011; Glaeser ve Kédmpfer, 2015)

Yeni nesil dizileme ile birlikte, genomu dizilenen bakteri sayis1 giin gectikce
artmaktadir. Taksonomistlerin, tiim genom analizleri sonucunda olusturduklar
filogenetik agagclar ile daha fazla veri elde edebilmekte, bdylece taksonlar arasindaki
iligkiler daha net bir sekilde ortaya konulabilmektedir. Tiim genom analizi, giincel
bakteriyal sistematik alaninda, artik olmazsa olmaz yapilmasi gereken ¢aligmalardan

biri olarak yerini almis durumdadir (Pareek vd, 2011; Nouioui vd, 2018).
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3. METARYAL VE YONTEM

3.1. Arastirma Alam ve Orneklerin Toplanmasi

Kapadokya, Urgiip-Gdreme Yoresi Nevsehir ile birlikte Kirsehir, Nigde, Aksaray ve
Kayseri illerine yayilmis farkli toprak tiplerini barindiran bir volkanik yoéredir (Sekil

3.1).

Kozakl ===
39°07'36.3"N 34°47'56.1"E

Hacibektas
38°58'07.1"N 34°34'53.4"E

Avanos
38°50'42.4"N 34°55'22.1"E

Giilsehir

38°49'23.2"N 349,
Merkez

38038'17.1""N 34°45'03.0"E

Urgiip
38°38'16.9"'N 34°53'14.3"E

Acigol

38033'53.4"'N 34°33'36.4" Derinkuyu

38°30'12.1"N 34°51'53.8"E

Sekil 3.1. Urgiip-Goreme yoresinden alinan toprak érneklerinin koordinatlart

60 milyon yil 6nce Toroslar yiikselmis ve Kuzeydeki Anadolu Platosu'nun
stkismasiyla yanardaglar etkin hale gelmistir. Hasandagi, Erciyes ve ikisinin arasinda
kalan Golliidag, bolgeye lav piiskiirterek, platoda kiillerin olusturdugu yumusak bir
tif tabakast meydana getirmistir. Bu tabakanin yiizeyi kisim kisim sert bazalttan
olusan ince bir lav tabakasiyla oOrtiilerek, bazalt catlayip parcalara ayrilmistir.
Yagmurlarin catlaklardan igeri sizarak, yumusak tiifii asindirmaya baglamasi, 1sinan
ve soguyan hava ile riizgarlarin da olusuma katilmasiyla, sert bazalt kayasindan

sapkalari bulunan koniler meydana gelmistir (Y1lmaz vd, 2010).
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3.1.1. Arastirma alaninin yapisal ozellikleri

Sehri sinirlandiran yiiksek sahalarin yamaglarinda gri-beyaz renkli ¢apraz tabakali
miltasi, cakilli kumlu tiiffit, kumtasi, kiltas: ile kaba kumtasi1 ve ¢akiltasindan olusan
ortalama 200 m kalinligindaki yiiksekli formasyonlar1 bulunmaktadir. Bu yapilar 25
milyon yil 6nce meydana gelmis yash araziler olup calisma sahasmin igerisinde
bulunmakta ve yerlesme sinirlarindan olusturmaktadir. Yiiksekli formasyonlari
olarak adlandirilan birimin hemen iistiinde Agilli Uyesi olarak adlandirilan aglomera,
kiltasi, kumtag1 ve tiifitten olusan bir yapi bulunmaktadir ki bu yapilar Nevsehir
dolaylarinda yaklagik 80 m kalinligindadir (Arslan vd, 2017).

3.1.2. Arastirma alaninin jeomorfolojik ozellikleri

Yer sekilleri bakimindan ¢alisma sahasi karmasik bir yap1 gostermektedir. Sahanin
jeomorfolojik 6zellikleri ve gelisiminden 6nce sehir ve ¢evresinin belirgin topografik
goriinimiinden ve siirlandirici bazi rolyef esiklerinden bahsetmek gerekir. Nevsehir
ve yakin ¢evresinin genel hatlariyla orografik uzanisi kuzey-giiney dogrultusundadir.
Caligma alan1 dogu kisimda giineyden kuzeye dogru, Asikli Dag, Oylu Dagi, Gobeli
Tepe ve Kiligdag Tepe gibi yiikseltilerle sinirlandirilmistir. Nevsehir sehrinin kurulu
oldugu alanin hemen giineyi ise Nevsehir Kalesi ve kalenin hemen giineyindeki ise

Kahvecidagi Tepe gozlenmektedir (Sekil 3.2)(Arslan vd, 2017).

Sekil 3.2. Toprak 6rneklerinin toplandigi yorelerin (Kahvecidagi Tepe) yiiksekten goriiniimii
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Gerileyen kesimlerde bir gecis zonu seklinde asinim yiizeyleri, glasiler (buzul),
ekslime (siyrilmis) ylizeylerle yamaglar sekillenmistir. Aragtirma alaninda donemsel
asinim dolgu birimler yaninda pek c¢ok yapisal sekiller bulunmaktadir. Bu sekiller
daha ¢ok nehrin giineyindeki alanin biiylik boliimiinii kaplayan volkanik sekillerdir.
25 milyon yil onceden itibaren siddetlenen tektonizma ve volkanizma, bu yorede
once ortag (kayag), sonra asitik, en sonunda da bazik malzemeler g¢ikarmis; bu
malzemeler yapisal unsurlar1 olusturmustur. Urgiip Formasyonu iizerinde genellikle
dolgu ve asimim yiizeyleri olusmusken, esas yapisal sekilleri bu formasyonu deforme
eden veya kismen oOrten daha gen¢ volkanitler meydana getirmislerdir. Bunlar;
volkanik domlar (kayac), volkan konileri, kiil 6rtii ve konileri, kiil halkalar1 ve lav
akintilaridir (Sekil 3.3)(Arslan vd, 2017).

Alanmn bu jeolojik gelisiminde i¢-dis etken ve siireglerin birlikte etkili
olduklar1 gozlenmektedir. Dis etmen ve siiregler genel olarak akarsu, i¢ etmen ve

stiregler ise yer hareketleri ve volkanizma olarak belirginlesmektedir (Arslan vd,
2017).

Sekil 3.3. Urgiip yoresi toprak érneklerinin bdlge zemininden toplanmast

Nevsehir’in tizerine kuruldugu alan ile yakin g¢evresinin biiylik bir boliimii
plato yiizeylerinden olusmaktadir. Arazinin genel yapisinin volkanik olmast ve
gecirdigi jeomorfolojik gelisim siireci itibariyle olusan platolar volkanik terselme
platolaridir. Ancak Kizilirmak nehrinin asindirici giicii ve sahayr muhtelif yerlerde
dogu-bati eksenli kateden faylar nedeniyle bu platolar farkli yiikseltilerde uzanis
gosterirler (Arslan vd, 2017).
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Nevsehir bilindigi iizere i¢ Anadolu bdlgesinde Kapadokya olarak adlandirilan
alanin merkezinde bulunmaktadir. Bu alanin jeolojik-jeomorfolojik degisimi ile
Nevsehir sehri ¢evresinin jeolojik-jeomorfolojik degisimi neredeyse esdeger bir
anlam tagimaktadir (Arslan vd, 2017).

3.2. Mikroorganizmalarin Kullanilacag Toprak Ornekleri

Arasgtirma alanindan (8 farkli lokalite) temin edilen toprak orneklerlerine kisaltma
harfler verilmistir (Cizelge 3.1). Toprak ornekleri 20-25 gr tartilarak 100 ml’lik
behere konulmus ve iyonizasyon i¢in toprak 6rnegi suya doyuncaya kadar yavas bir
sekilde saf su ilave edilerek karistinlmistir. ilave edilen saf su seviyesi ornekler
iizerinde ¢ikinca, su ilavesi kesilmistir. Orneklerin pH’lar1 yaklasik 24 saat sonunda
pH metre ile dl¢iilmiistiir (Model 292, Unicam Ltd.). Orneklerin pH degerlerlerine ait
Olglim sonuglarinda farkliliklar olabilecegi hesap edilerek, ayni 6rnekten alinan 3
Olciimiin ortalamast hesaplanarak son deger belirlenmistir (Reed ve Cummings,
1945). Ek olarak toprak orneklerine ait kalsiyum karbonat (Caglar, 1958), organik

madde (Jackson, 1958) ve nem igerikleri belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Arastirma alanina ait lokaliteler

Sira Lokalite Ornek cinsi Kisaltma
1. Merkez (NEVSEHIR) Toprak M
2. Acigdél (NEVSEHIR) Toprak A
3. Avanos (NEVSEHIR) Toprak AV
4, Derinkuyu (NEVSEHIR) Toprak D
5. Giilsehir(NEVSEHIR) Toprak G
6. Hacibektas (NEVSEHIR) Toprak H
7. Kozakli NEVSEHIR) Toprak K
8. Urgiip (NEVSEHIR) Toprak U

3.3. Mikroorganizmalarin Toprak izolasyonu

Diliisyon Plaka Yontemi: Toprak orneklerinden 20-25 g alinip oda 1sisinda petri
kaplart icinde 15 giin bekletilmis ve kuruyan toprak ornekleri ayr1 havanlarda

doviilerek toz haline getirilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Toprak 6rneklerinin havanla doviilmesi

[zolasyona hazir hale gelen toprak &rneklerinin her birinden 1 g tartilarak daha
once steril hale getirilmis ve 9 ml Ringer ¢ozeltisi igeren ve cam boncuk bulunan 20
ml’lik topraklara ait kodlarla etiketlenmis siselere konulmus, 10" 1ik diliisyonlarin
her biri i¢in 30 dakika boyunca calkalama islemi gerceklestirilmistir. Izolasyon
plaklart sicakligi 50 °C’e olan su banyosunda 20 dakika bekletilmis ve bu sekilde

kontaminasyon riski azaltilmigtir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Ringer ¢ozeltilerini vortexle karigtirma

10, 10 ve 10 liik diliisyonlardan otomatik pipet (P200: Nicheryo, Tokyo,
Japan) ile alinan 0.2 ml olan ¢ozeltiler, siklohekzimid (50 pg/ml), rifampisin (5
pg/ml), nistatin (50 pg/ml), novobiyosin (10 pg/ml), neomisin sulphate (4 pg/ml) ve
nalidiksik asid_(10 pg/ml) gibi antibiyotiklerin ilave edildigi Hiimik-asit vitamin agar
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(Hayakawa ve Nonomura, 1987), SM1 Stevenson’s agar (Tan vd, 2006), SM2
Stevenson’s agar (Tan vd, 2006), SM3 Gauze’s agar (Tan vd, 2006), ISP2 agar
(Shirling ve Gottlieb, 1966), ISP5 agar (Pridham vd, 1957), Nisasta-kazein agar (SC)
(Kiister ve Williams, 1964) ve Czapek’s dox agar (CD) (Weyland, 1969) gibi farkli
besi yerleri yiizeyine inokiile edilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Farkli besiyerleri yilizeyine otomatik pipet ile inokiile islemi

Steril ekiivyon ¢ubuklar yardimi ile toprak cozeltileri besiyeri yiizeylerine
yayilmiglardir (Sekil 3.7). Her bir diliisyon igin 2 plak hazirlanmistir. Bu plaklar,
agizlar1 bagli olmayan posetlerde 28°C’deki etiivde 10-14 giin siireyle inkiibasyona
brrakilmigtir. Calisma siiresince tek kullanimlik steril plastik petriler (60 mm ve 90

mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK) kullanilmistir.

Sekil 3.7. Ekiivyon gubuklar yardimu ile toprak ¢ozeltilerinin besiyeri yiizeylerine yayilmasi
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3.4. Izolatlarin Sec¢imi, Saflastiriimasi ve Stoklanmasi

Ardigik diliisyonlarla farkli segici besiyerlerine aktarilan ornekler 28 °C’de 14-21
giin inkiibasyona birakilmis ve bu izolasyon plaklarindan 10 Lk diliisyonlarla

hazirlanmis izolasyon petrilerinden aktinobakteri oldugunu diisiindiigiimiiz sporlu,

deri benzeri ve yayilmayan koloniler segilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. izolasyon petrilerinden agar yiizeyine transfer islemi

Koloni se¢iminde boliim arastirma labaratuvarlarimizda bulunan gesitli
uluslararas: kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen tip kiiltiir ve mevcut referans
suslarla, morfolojik karsilastirmalar1 yapilarak belirlenen aktinobakteri ve benzeri
koloniler, steril kiirdanlar kullanilarak cycloheximide (50 pg/ml) ilaveli tryptone
yeast glucose extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930) ylizeyine transfer
edilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9 10™ liik diliisyonlarla hazirlanmis izolasyon petrilerine ait goriintii
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Transferi yapilmis izolatlar 28°C’de 14 giinliikk inkiibasyon sonrasinda
saflagtirilan  izolatlarim  tek  koloni ekimleri yapilarak, yogun ekimleri

gerceklestirilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Transferi yapilmis plaklardan saf izolatlar elde edilmesi, ekimlerin
gerceklestirilmesi

Toprak izolasyonu sonucunda toplamdaki 530 izolat cycloheximide (50ug ml
) ve rifampisin (0,5ug ml™) ilaveli tryptone yeast glukoz extract agar (TYGA;
Bower ve Hucker, 1930), NZ-amin agar veya glukoz- yeast extrat agar (GYEA,
Gordon ve Mihm, 1962) iizerine yogunlastirilarak ekilmis ve 28°C’de ve 14 giin
boyunca inkiibe edilmislerdir.

Inkiibasyon sonunda gelisen test izolatlarindan ayn1 oldugunu diisiindiigiimiiz
izolatlar ¢ikarilmig, 345 organizma %20’lik gliserol bulunduran otoklavlanabilir
vidal1 kapakl tlipler (1.5 ml) icerisine kiirdan veya steril bir 6ze yardimu ile transfer
edilerek -20°C de stoklanmustir (Sekil 3.12) (Wellington ve Williams, 1982). ISCC-
NBS (Inter-Society Color Council-National Bureau of Standards Color-names
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Chards Illustrated with centroid colors) (Kelly, 1964) uluslararasi renk katologuna
gore yapilan karsilastirmalarla 28 farkli renk grubu olusturulmustur (Sekil 3.11).

Sekil 3.12. -20 °C de stoklanmus toprak izolatlar1

Renk gruplamasi yapilan izolatlardan (her gruptan en az bir tane seg¢ilmek
kaydiyla) 157 tanesinin substrat ve hava miselyum ile ¢6ziiniir pigment renkleri
gozle ve binokiiler mikroskopla (x400; Nikon, Tokyo, Japan) dikkatlice incelenerek
kat1 besiyeri olan tryptone yeast glucose extract agar (TYGA; Bower ve Hucker,
1930) ortaminda aktiflestirilmis ve tryptone yeast glucose extract broth sivi
ortaminda molekiiler ¢alismalar igin gelistirilmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve pellet alimi

Sivi besi yeri ortaminda gelisen izolatlar 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine
alinarak sanrifiijlenmis ve TE (Tris-EDTA) tamponu ile yikanmustir. Pelletler DNA

izolasyon islemine kadar -20 °C’de stoklanmuigtir.

3.5. Test Suslarinin Genomik DNA izolasyonu

Test organizmalarinin genomik DNA'’lari, PureLink® Genomik DNA Mini kiti
(Invitrogen, USA) kullanilarak elde edilmistir. Uygulamada test organizmalarina ait
hiicre pelletleri 100 pl TE (10mM Tris, | mM EDTA, pH 8) tamponu ile tekrar
yikanmus, lizozim (50 mg/ml™), proteinaz K (100pg/ml) gibi enzimler ve triton-x
100 (% 2) gibi deterjanlar ile muamele edilerek hiicre duvarlar1 yikilmis, sonra
proteinaz K ve RNaz (10 mg/ml™") uygulamasiyla olasi protein ve RNA

kontaminasyonlari giderilerek elde edilen saf DNA’lar, etidyum bromiir (10 mg/ml™)

ilaveli agoroz jelde (% 0.8) kontrol edildikten sonra kullanima kadar -20 °C de
stoklanmustir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Test suslarindan izole edilen genomik DNA’larin % 0.8’lik agoroz jele
yiiklenmesi ve kontrolii
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3.6. 16S rRNA Gen Bolgesinin Amplifikasyonu ve Saflagtirilmasi

Test organizmalarindan elde edilen DNA orneklerinden 16S rRNA genini kodlayan
DNA boélgesinin amplifikasyonu igin iki evrensel primer (27F ve 1525R; Lane,
1991) kullanilarak ve 0.5 ml’lik PZR tiiplerinde Termal Cycler (PZR EXxpress,
Thermo Hybaid) ile gergeklestirilmistir. Denatiirasyon, amplifikasyon, bitis ve
soguma basamaklarindan olusan 35 dongii sonucu 16S rRNA gen bolgesi elde
edilmistir. PZR reaksiyonu i¢in (PZR Express, ThermoHybaid, Middlesex, UK)
Cizelge 3.2°deki sartlar uygulanmistir.

Cizelge 3.2. PZR reaksiyonundaki sartlar

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon Baglanma Uzama Uzama
95 °C 95°C 55°C 72 °C 72 °C 25°C
2 dk 1dk 2dk 3dk 8 dk 1dk
1 dongii 35 dongii 1 dongii

16S rRNA bolgesinin amplifikasyonunun gerceklesip-gerceklesmedigi, %0,8’lik
agaroz jelde PZR DNA marker (Fermantas) ile 100 voltta 30 dakika yiiriitiilerek UV
transilliiminator ile kontrol edilmis ve goriintiilenen test organizmalarinin PZR

tiriinleri -20 °C de stoklanmustir.

PZR amplifikasyon {riinlerinin dizileme islemi hizmet alimi1 kapsaminda

Macrogen Inc. (Kore) firmasina yaptirilmustir.

Cizelge 3.3. 16S rRNA’nin PZR amplifikasyonunda ve dizilemede kullanilan primerler

Primer g7 dizisi (5-3") Kullanim Amact Referans

kodu PZR  Dizileme

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG X Lane, 1991

518F CCAGCAGCCGCGGTAAT X Chun ve Goodfellow, 1995
800R TACCAGGGTATCTAATCC X Chun ve Goodfellow, 1995
MG5F AAACTCAAAGGAATTGACGG X Chun ve Goodfellow, 1995
1525R AAGGAGGTGWTCCARCC X Lane, 1991

Lane (1991)e gére; M: A,C; R: A,G; W: AT
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3.7. Molekiiler Verilerin Analizi

Elde edilen 16S rRNA dizi verileri ChromasPro Version 1.7.6 (Technelysium Pty
Ltd) programi kullanilarak hizaland1 (Sekil 3.15). EzTaxon (URL-13:

http://www.ezbiocloud.net/eztaxon; Kim vd, 2012) sunucusunda bulunan global

hizalama algoritmalar1 kullanilarak, izolatlarin en yakin akraba organizmalarla olan

16S rRNA dizi benzerligi belirlenmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.15. 16S rRNA dizi verilerinin hizalanmasi (Chromas Pro)

Filogenetik analizler i¢cin MEGA 7.0 programinda (Kimura vd, 2016), bir hizalama
yontemi olan CLUSTAL W secenegi (Thompson vd, 1994) kullanildi. Filogenetik
agaclarin ¢izilmesinde Neighbour-Joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmasi
kullanildi. Neighbour-Joining analizinde evrimsel uzaklik matrisi olusturmak i¢in
Jukes & Cantor (1969) modeli kullanilmigtir. Olusturulan agaglarin topolojileri veri
setlerinin 1000 kez tekrar edildigi bootstrap analizi (Felsenstein, 1985) ile
degerlendirildi. Niikleotid farkliliklar1 ve ylizde benzerlik tablolart MEGA 7.0
(Kimura vd, 2016) ve PHYDIT 3.1 (Chun, 2001) paket programlarindan elde edilen

veriler ile olusturulmustur.
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Sekil 3.16. Ezbiocloud Server ‘da (Kim vd, 2012) test izolatlarimin ve yakin akraba tiirlerin
benzerlik ve niikleotit farliliklart

3.8. Multi Gen Dizi Analizi

Streptomyces sp. HC44, Streptomyces sp. AVC15, Streptomyces sp. GG61 test
izolatlar1 ve 16S rRNA gen boélgesi dizi analizine gdre bu izolatlara en yakin tip
tiirlerine ait bes gen bolgesi dizi verileri genbankasinda temin edilerek rpoB, gyrB,

recA, atpD, trpB gen bolgeleri niikleotit dizileme ¢alismalar1 yapilmistir.

3.8.1. gyrB, rpoB, recA, trpB ve atpD gen bélgeleri PZR amplifikasyonu

Multi gen bolgelerinin reaksiyon islemleri 0.2 m1’lik PZR tiiplerinde Thermal Block
(Bioneer, MyGenie96 Thermal Block, Korea)’da yapildi. Test organizmalarindan
izole edilmis ve varlig1 ile saflig1 kontrol edilmis DNA oOrneklerinin atpD, gyrB,
rpoB, recA ve trpB gen bolgelerini kodlayan DNA bélgesinin amplifikasyonu i¢in

Cizelge 3.4’de verilen primerler kullanilmigtir.

Cizelge 3.4. Multi gen dizi analizi caligmalarina ait amplifikasyon {riinlerinin elde
edilmesinde kullanilan primerler (Guo vd, 2008)

Primer .

Baz dizisi (5'-3' °C B
Kodu ( ) ¢
atpDPF  GTCGGCGACTTCACCAAGGGCAAGGTGTTCAACACC 63 998
atpDPR  GTGAACTGCTTGGCGACGTGGGTGTTCTGGGACAGGAA

gyrBPF  GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCACGCGGGCGGCAAGTTCGGC 65 1305

gyrBPR  GTTGATGTGCTGGCCGTCGACGTCGGCGTCCGCCAT

rpoBPF GAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGC 65 994
rpoBPR CCTCGTAGTTGTGACCCTCCCACGGCATGA
recAPF CCGCRCTCGCACAGATTGAACGSCAATTC 60 913

recAPR  GCSAGGTCGGGGTTGTCCTTSAGGAAGTTGCG
trpBPF GCGCGAGGACCTGAACCACACCGGCTCACACAAGATCAACA 66 822
trpBPR TCGATGGCCGGGATGATGCCCTCGGTGCGCGACAGCAGGC
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PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan bir 6rnek i¢in 50 pl 6l¢iideki bir reaksiyon
karisimi hazirlandi. Karisima ait igerik; Master mix (Promega) 25 pl, gen bolgesi i¢in
uygun forward primer (20uM) 1 ul, gen bolgesi i¢in uygun reverse primer (20uM) 1
ul, ddH,0 17 ul, DNA (50-300 ng) 1 ul, DMSO 5 ul dir. 0.5 mI’lik PZR tiiplerine 1
ul ilave edildi. Uzerine 17 ul ddH,O eklendi. Her bir reaksiyon tiipiine 25 pl master
mix ve ardindan her bir gen bolgesi i¢in uygun forward ve reverse primerlerden 1 pl
PZR tiipiine ilave edildi. 5 ul DMSO ilave edildi ve her gen bolgesi i¢in uygun
baglanma sicakliklarinda PZR reaksiyonu (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block,
Korea) gergeklestirildi. PZR reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.5’da belirtilmistir.

Cizelge 3.5. atpD, gyrB, rpoB, recA ve trpB gen bolgeleri PZR reaksiyon sartlari

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon Baglanma Uzama Uzama
95°C 95°C 60-66 °C 72°C 72°C 25°C
5dk 30 saniye 30 saniye 90 saniye 10 dk 1dk
1 dongii 30 dongii 1 dongii

3.8.2. atpD, gyrB, rpoB, recA ve trpB gen boélgeleri PZR amplifikasyonlarimin

kontrolii ve saflastirilmasi

Amplifikasyon tiriinleri % 1.5’luk agaroz jelde PZR markor (Biolabs, 1kb) ile
birlikte 100 voltta 40 dakika yiiriitiilerek UV-transilliminatér (DNR, MiniLumi Bio-
Imaging Systems, Israel) iizerinde kontrol edildi. UV-transilliiminatorde istenilen
bliyiikliikte bantlarin olustugu gozlendi. Her bir gen bdolgesinin belirli olan
biiylikliigli ile markoriin Griin bityikliikleri karsilastirilarak PZR amplifikasyonu
kontrol edildi. PZR amplifikasyon iiriinleri elde edildikten sonra, test izolatlarinin
atpD, gyrB, rpoB, recA ve trpB gen boélgelerinin saflastirilmasi Macrogen Inc.

Firmasinda (Korea) hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir.

3.8.3. atpD, gyrB, rpoB, recA ve trpB gen bdélgelerinin dizi analizi

16S rRNA gen bolgesi analizlerine gore en yakin tip tiirleriyle on ve iizeri niikleotit
farklilig1 gosteren, Streptomyces sp. HC44, Streptomyces sp. AVC15, Streptomyces
sp. GG61 test izolatlarimin atpD, gyrB, rpoB, recA ve trpB gen bolgelerinin baz dizi
analizi Macrogen Inc. Firmasindan hizmet alimi1 seklinde gerceklestirilmistir. atpD,
gyrB, rpoB, recA ve trpB gen bolgelerinin baz dizilimi, her gen bdlgesine ait farkli 2
oligoniikleotit primer ile Macrogen firmasi tarafindan ABI 3730XL (otomatik baz
dizileme) cihazi ile okunmustur (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. atpD, gyrB, rpoB, recA ve trpB gen boélgeleri baz dizileme analizinde
kullanilan oligoniikleotit primerler, bu primerlerin niikleotit dizileri (Guo vd,

2008)

Primer Kodu Baz dizisi (5'-3")
gyrBF-1 GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCA
gyrBR-4 CGCTCCTTGTCCTCGGCCTC
rpoBF1 TTCATGGACCAGAACAACC
rpoBR1 CGTAGTTGTGACCCTCCC

trpBF GGCTCACACAAGATCAACAA
trpBR TCGATGGCCGGGATGATGCC
recAF ACAGATTGAACGGCAATTCG
recAR ACCTTGTTCTTGACCACCTT

atpDF ACCAAGGGCAAGGTGTTCAA
atpDR GCCGGGTAGATGCCCTTCTC

3.8.4. atpD, gyrB, rpoB, recA ve trpB gen bolgelerine dayah verilerin analizi ve

filogenetik dendogramlarin olusturulmasi

Streptomyces sp. HC44, Streptomyces sp. AVC15, Streptomyces sp. GG61 test
izolatlarinin Macrogen Inc. firmasindan hizmet alimi ile elde edilen atpD, gyrB,
rpoB, recA ve trpB gen bolgelerinin baz dizileri, ayrica da tip tiirlerinin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov adresinden elde edilen atpD, gyrB, rpoB, recA ve trpB
dizileri ile Mega 7.0 (Kimura vd, 2016) programi kullanilarak hizalanmis ve elde
edilen diziler filogenetik analizlerde kullanilmstir.

Streptomyces sp. HC44, Streptomyces sp. AVC15, Streptomyces sp. GG61 test
izolatlarmin ve tip tiirlerinin toplu hizalamasi yapildi ve filogenetik analizleri
gerceklestirildi. Test organizmasi ve ilgili tip tlirlerinin dizi analizine bagh
filogenetik dendrogramlar1 Neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmasi
kullanilarak olusturuldu. Neighbour-joining algoritmasinda filogenetik uzaklik
matriksi olarak p-distance metodu kullanildi (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik
analizler i¢in olusturulan filogenetik agaclarin bootstrap analizleri 1000 tekrarli
olarak Mega 7.0’de (Kimura vd, 2016) ve niikleotit farklilig: ¢izelgeleri PHYDIT 3.1
(Chun, 2001) paket programlarinda gergeklestirilmistir.
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3.9. Fenotipik Karakterizasyon

Gliserol stoklarinda (%25 v/v) -20 °C‘de depolanmis Actinomadura sp. DG80, A.
jiaehensis DSM 1021277, A. viridis DSM 43175, Amycolatopsis sp. AG28, A.
pigmentata TT00-43", A. taiwanensis KCTC 19116, A.  helveola  KCTC
19329", Nonomuraea sp. AG16, Nonomuraea sp. GG64, N. spiralis DSM
43555, N. endophytica DSM 45385", N. salmonea DSM 43678,
Saccharopolyspora sp. DC11, S. spongia DSM 1032187, S. dendranthemae
DSM 46699, S. vastus DSM 40309 ve Streptomyces sp. HC44, Glukoz- yeast
extract agar (ISP 2; Shirling ve Gottlieb, 1966) tizerine transfer edildi ve 28 °C ‘de 14
giin silireyle inkiibe edilerek niimerik siniflandirmada uygulanacak testler i¢in hazir
hale getirildi.

Yeni tiir olma potansiyeli yliksek olan bazi suslarin fenotipik karakterizasyonu
farkli besi ortamlarindaki gelisim, temel karbon ve azot kaynaklarmi kullanabilme,
belirli bilesikleri hidroliz edebilme, sodyum kloriir varliginda gelisebilme ve farkli
sicaklik ve pH degerlerine tolerans gibi ozellikleri igin fenotipik testlere tabi

tutulmustur.

3.9.1. Kiiltiirel ve morfolojik 6zellikler

Test suslarindan yeni tiir olma ihtimali yliksek olan organizmalarin tripton-maya
Oziitli, maya Oziitli-malt 0Oziitli, yulaf ezmesi, inorganik tuzlar-nisasta, gliserol-
asparajin, pepton-maya oziitii-demir ve tirozin agar (sirasiyla ISP 1-7 besi ortamlart;
Shirling ve Gottlieb, 1966) ile Czapek’s (Weyland, 1969), modifiye Bennett’s
(Jones, 1949) ve triptik soy agar (TSA, Difco) besi ortamlarindaki gelisim 6zellikleri
28°C sicaklikta 14 gilin inkiibasyondan sonra incelendi. Organizmalarin bu
ortamlardaki biiyiime ozellikleri, spor rengi, hava misel rengi ve ¢oziiniir pigment
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirildi.

Test suglarinin spor zincir morfolojisi Pridham vd, (1958)’ne gore taramali
elektron mikroskobu (JEOL JSM 6060, JEOL Ltd. Tokyo, Japan) kullanilarak Gazi
Universitesi arastirma laboratuvarinda gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasinda
organizmalarin yogun olarak sporlandigi kisimlardan 5 mm c¢apinda agar bloklar
alimarak %2’lik gluteraldehit igerisinde +4°C’de 24 saat bekletilerek fikse edildi.
Fiksasyondan sonra her bir agar blok dehidrasyon islemi i¢in 10 dk siire ile etanol

serilerinden (%10 — 100) gegcirildi.
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Daha sonra 6rnekler sivi CO; ile Critical Point Dryer (Polaron, CPD 7501)
cihazinda kurutuldu. Kurumus agar bloklar Gold Sputter ile altin kaplanarak elektron
mikroskobunda spor ylizey morfolojilerinin arastirilmasit i¢in hazir hale getirildi.

Taramal1 elektron mikroskobu ile spor ylizey morfolojileri goriintiilendi.

3.9.2. Niimerik taksonomi

Test izolatlar1 ile referans kiiltiirler arasindaki farkliliklari en iyi sekilde gdsterecek
olan morfolojik testler, besinsel testler, biyokimyasal ve fizyolojik testler yapildi.
Niimerik taksonomik caligmada uygulanan 83 birim karakterler Cizelge 3.7°de

verilmigtir.

Test suslarinin inokiilasyonu, kiiltir ortamima organizma inokiile edebilen
Multipoint Inokiilatér (Order Code SCAN 400, Mast Group Ltd., Merseyside, UK)
kullanilarak yapildi. Inokiilasyon &ncesi uygulanacak testler igin bazal Kkiiltiir
ortamlar1 hazirlandi. Her bir test susu icin, agz1 kapakli kii¢iik cam sgiselere 1.5 ml
Ringer cozeltisi ilave edildi ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.
Glukoz- yeast extract agar (ISP 2; Shirling ve Gottlieb, 1966) plaklarinda gelisen test
suslarinin spor ve substrat miselleri, steril 6ze yardimi ile etiketlenmis igerisinde
ringer bulunan kiiclik cam siselere aseptik kosullarda transfer edildi. Daha sonra
vorteksle karistirilarak homojenize edilen bakteri soliisyonlari, steril kabin (Pbi,

Miniflo International, Milano-Italy) igerisinde multipoint inokiilatoriin tablasina

otomatik pipet ile transfer edilerek ve test plaklarina otomatik inokiilasyon
gerceklestirildi (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. Multipoint inokiilatoriin tablasina otomatik pipet ile transfer

45



Cizelge 3.7. Izolatlarm niimerik analizi igin uygulanan testler

B~ ow NP>

Biyokimyasal Testler
Allantoin hidrolizi

Arbutin hidrolizi
Ureaz tiretimi
Nitrat indirgenmesi

Degradasyon Testleri
Adenin

Guanin

Hipoksantin

Nisasta

Tween 20

Tween 40

Tween 80

Ksantin

Ksilan

Besinsel Testler

Azot kaynaklari (%0.1, w/v)

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

Alfa-iso-16sin
DL-Fenilalanin
Glisin
L-Alanin
L-Arjinin
L-Asparajin
L-Sistein
L-Histidin
L-Hidroksiprolin
L-Metiyonin
L- Fenilalanin
L-Prolin
L-Serin
L-Treonin
L-Tirozin
L-Lizin

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

Karbon kaynaklari (%1, w/v)
Alfa-L-Ramnoz

D(+) Galaktoz
Glikoz
D-Mannitol
D(+)Mannoz
D(+)Melezitoz
D(+)Raffinoz
D(+)Sellobiyoz
D(-)Sorbitol
D(+)Trehaloz
Gliserol

Inulin
myo-inositol
Ksilitol

Siikroz
Palatinoz

L(+) Tartarik asit
Ure
D(-)Arabinoz
D(-)Fruktoz
D(+)Riboz
D(+) Sellobiyoz
D(+)Melibiyoz
Dekstran
Dekstrin
Laktoz

56
57
58
59
60
61
62
63

64
65
66
67
68
69
70
71
72

73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

Tolerans Testleri
Sicaklik (°C)
4°C

10°C

20°C

28°C

37°C

45°C

50°C

55°C

NaCl (%, wiv)
%0
%1
%2
%3
%4
%5
%6
%7
%8
%9
%10

3.9.3. Biyokimyasal testler

Allantoin hidrolizi (Gordon, 1968)

Allantoin hidrolizi testi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan

Bazal besiyeri kullanilarak gergeklestirildi. Besiyeri igeren tiiplerin tamamina, 28°C

de 7 giin boyunca inkiibasyonda kalacak sekilde ekimler gerceklestirildi.

Inokiilatdr vasitasiyla belirlenen aktif enzim iiretimi bir alkalin reaksiyonuna

neden olur. Indikatér olarak reaksiyon sonucunda saridan kirmiziya renk degisikligi

ortaya ¢ikaran fenol red kullanilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda, negatif kontrol ortamiyla karsilastirilarak
degerlendirme yapildi. Negatif kontrollerden farkli olarak koyu pembe renk olusumu
pozitif (+) sonug olarak kaydedildi (Sekil 3.18).

H,N
H,0
NH 2 HO. _O
o] \ o) o)
o NJ§ HoN” N7 N7 NH,
N o H H

Sekil 3.18. Allontoik asit olusumu

Arbutin hidrolizi (Williams vd, 1983)
Arbutin hidrolizi testi Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal

besiyeri kullanilarak gerceklestirildi. Test sonuglart 28°C de 7 giinliik inkiibasyon
sonucunda besiyerinin siyah/koyu kahve rengine doniismesi pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir.

Hidrolaz enzimi arbutin hidrolizinin  katalizlenmesini  saglamaktadir.
Hydroxyquinone, besiyerindeki demir iyonlar1 ve siyah-kahverengi melanin benzeri
pigmentle komplex olusturmaktadir. Arbutin eklenmemis olan bazal besiyeri iceren
negatif kontrol tiiplerinede, koyulasmanin kahverengi-siyah pigment olusumundan

kaynaklanmadigindan emin olmak icin ekimler gerceklestirilmistir.

Ure hidrolizi

Ure hidrolizi, Kutzner ve Korn-Wendisch (1992) tarafindan tamimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. % 1 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanan iire 100 ml
saf su icerisinde ayr1 olarak ¢oziildii ve sterilizasyon islemi filtrasyon teknigi ile
gerceklestirildi. Ure, otoklavda steril hale getirilmis bazal ortam igerigine aseptik
sartlarda transfer edilerek karigtirildi ve besiyeri aseptik kosullarda 5 ml’lik steril
tiiplere her tiipte 2’ser ml olacak sekilde ilave edildi. Negatif kontrol olarak fire
bulundurmayan tiipler, pozitif kontrol olarak da iire bulunduran tiipler hazirlandi.
Steril 6ze ile ekimleri gerceklestirilen tiipler, 28 °C’de 7 giin boyunca inkiibasyona
tabi tutuldu. Inkiibasyon sonrasinda, mikroorganizma inokiilasyonu yapilmis tiipler
negatif kontrol ortamiyla karsilagtirilarak degerlendirme yapildi. Negatif
kontrollerden farkli olarak sari/turuncudan parlak pembe/kirmizi renk degisimi

gbzlenmesi pozitif (+) sonug olarak degerlendirildi (Sekil 3.19).
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Ureaz
NH,CONH, +2 H, O ———» 2NH;+ CO,+ H,O

Ure Amonyak

Sekil 3.19. Ure hidrolizi gériintiisii

Nitrat rediiksiyonu

Nitrat (0.1%, w/v) rediiksiyonu, Goodfellow (1971) tarafindan tanimlanmis besiyeri
kullanilarak belirlendi. 5 ml’lik tiiplere 2’ser ml besiyeri hazirlanarak otoklav da
sterilizasyon saglandi. Steril 6ze ile ekimleri gergeklestirilen tiipler, 28 °C’de 2 hafta
inkiibasyona birakildi. Gelisim gerceklestikten sonra, tiiplere esit oranlarda nitrat
rediiksiyonu ayiraglarindan (A ve B soliisyonlari; Goodfellow, 1971: icerigi Ek-A’da
verilmistir) eklendi. Siilfanilik asit, diazonyum tuzunu olusturmak i¢in nitrit ile
reaksiyona girer, naftilamin varliginda pembe-kirmiz1 (koyu kirmizi: stabil red azo)
renk olusur. Renk degisikligi bu sekilde gerceklesen tiipler, nitrat rediiksiyonunda
pozitif sonug olarak degerlendirildi. Renk degisiminin ger¢eklesmemesi iki sonugtan

birini ifade etmektedir.

Renk degisimi gerceklesmeyen tiiplere az miktarda ¢inko tozu ilave edildi.
Cinko iyonlar1 (Zn+) ayn1 reaksiyonu nitrat rediiktaz enzimi gibi katalizler. Besiyeri
icerisinde nitrat var ise, ¢inko tozu ilavesi onu nitrite donistiirecek, karakteristik
olarak kirmizi renk orataya g¢ikacaktir. Bu sekilde gozlenen test tiipleri i¢in sonug
negatif olarak kaydedildi. Bununla birlikte, ¢inko tozunun ilavesiyle gerceklesen
stiregte herhangi bir renk degisikliginin gézlemlenememesi, nitratin nitrojen gazina

indirgenmis oldugunu ifade ettigi i¢in pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.9.4. Degredasyon testleri

Jelatin (%0.4, w/v), kazein (%1, w/v), DNA (%0.2, w/v), nisasta (%1, w/v), ksantin
(%0.4, wiv), hipoksantin (%0.4, w/v), ksilan (%0.4, w/v), L-Tirozin (%0.5, w/v),
Tween 40 (%1, v/v) ve Tween 80 (%1, v/v) tindalizasyonla steril edildikten sonra
besi ortamina ilave edildi. Test organizmalarinin ekimlerinin gerceklestigi petriler,
28°C sicaklikta 14 giin inkiibasyondan sonra kontrol edildi. Gelisim bdlgesinin
altinda ve etrafinda substrat yoklugu pozitif sonu¢ olarak kaydedildi. Degradasyon
testinde kullanilan hipoksantin, adenin, ksantin ve guanin niikleik asitlerin

biyosentezine katilan azotlu piirin bazlaridir. Elastin ise hayvanlarin bag dokusunda
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yer alan bir proteindir. Ksilanaz enziminin organizmada varligi ksilanin

degradasyonu ile anlasilir.

Nisasta, a-1,4 bagl diiz zincirli amiloz ve hem a-1,4 hem de o-1,6 bagh
dallanmis amilopektin olmak tizere iki farkli yapisal sekli olan a-D-glucopyronose
alt iinitelerinden meydana gelmis, bitkilerde bulunan temel polisakkarittir. Nigasta
degredasyon testinin amaci nisastay1 pargalayabilen estraselliiler a-amilaz enziminin
tiretimini tespit edebilmektir. a- ve B- amilaz enzimlerinin her ikisi de nisastay1
pargalayabilmektedir. Bazal ortam olarak nisasta degredasyon testinde Modified
Bennett’s agar kullanildi (Jones, 1949). Nisasta 50 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten
sonra besiyerine eklendi (10 gr/lt). inokiilasyon sonrasi1 28 °C’de 7 giin inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonunda Lugol’ iodin eriyigi petri yiizeyine ince bir tabaka
olusturacak sekilde dokiilerek degerlendirme yapildi. (Cowen ve Steel, 1965) Nisasta
degredasyonu degerlendirilmesinde ortama ilave edilen iodin ortamda nigasta varsa
nisastayla birlesip koyu mavi bir renk meydana getirir. Nisasta molekiilleri, amilaz
enzimleri ile oligosakkarit ve diger basit sekerlere par¢alandiginda, ortaya ¢ikan bu

kiiciik molekiiller iodinle kompleks olusturamaz.

Bundan dolayi, oligosakkarit ve diger basit sekerlerin ortamda varliklari
bliylime alan1 etrafindaki agik zon tabakasindan anlasilir ve degerlendirme esnasinda

bu durum pozitif (+) olarak kaydedildi.

Tween 20, 40 ve 80 degredasyonu, Nash ve Krenz (1991) tarafindan
tamimlanan pepton agar bazal ortami kullanilarak gergeklestirildi. Tween’lerin
tindalizasyon ile sterilizasyonu gergeklestirildi sonrasinda steril bazal ortama ilave
edilerek petrilere dokiildii. Inokiilasyonlu plaklar, 28 °C’de inkiibe edildi ve
okumalar inkiibasyonun 3. 7. ve 14. giiniinde yapildi. Tween sorbitoliin
polioksialkilen tiirevinin suda ¢oziinebilir, yiiksek molekiiler agiliga sahip yag asidi
esterlerinin homolog serilerindendir ve spesifik esterazlarin tespit edilmesinde
kullanilabilmektedir. Test suslar1 tarafindan iretilen esterazlar Tween’deki
esterbaglarini parcalayarak, serbest yag asitlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Yag
asitleri de ortamda bulunan kalsiyum iyonlari ile bir araya gelerek karakteristik beyaz
kristaller olarak ¢okerek ¢Oziinmeyen kalsiyum tuzlarini meydana getirir.
Coziinemeyen kalsiyum tuzu kristalleri koloniler etrafinda opak bir halka

olusturdugunda pozitif (+) sonug olarak degerlendirildi.
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3.9.5. Besinsel testler

ISP 9 agar (Shirling ve Gottlieb, 1966) kullanilarak, test suslarinin enerji ve gelisim
i¢cin farkli karbon kaynaklarini kullanabilme 6zellikleri tespit edildi. Her bir karbon
bilesigini igeren c¢ozeltiler, bazal ortama tindalizasyon yontemiyle steril edilerek
ilave edildi. Farkli karbon kaynaklarini igeren ISP 9 agar ortamina test suslari esit
olarak 3’er pl hacimde inokiile edildi. Pozitif kontrol olarak %1 oraninda glukoz
igeren bazal ortam, negatif kontrol olarak karbon kaynagi igermeyen bazal ortam
kullanildi. Test suslarinin gelisimleri 2 haftalik inkiibasyondan sonra incelendi. Test
ortamindaki gelisim diizeyi negatif kontrole esit veya daha az oranda oldugunda
negatif olarak, pozitif kontrole esit veya daha fazla oldugunda pozitif olarak ifade
edildi.

Test suglarinin farkli azot kaynaklarinda gelisimleri, bazal ortam olarak azot
kaynagi kullanim ortami kullanilarak belirlendi (Williams vd, 1983). Farkli azot
kaynaklarini barindiran ¢ozeltilerin steril edilmesinde filtrasyon yontemi uygulandi.
Cozeltiler sirasiyla bazal ortama eklendi. Azot kaynagini iceren agar ortamina test
suslar1 3 pl hacimde inokiile edildi. Bu suslariin gelisimleri 14 giin inkiibasyondan
sonra incelendi. Pozitif kontrol belirlenirken L-Asparajin iceren ortam ve negatif
kontrol belirlenirken ise azot kaynagi i¢cermeyen bazal ortam kullanildi. Gelisim
diizeyi pozitif kontrole esit veya pozitif kontrolden fazla oldugunda pozitif, negatif

kontrole esit veya negatif kontrolden diisiik oldugunda negatif olarak degerlendirildi.

3.9.6. Tolerans testleri

Farkli sicakliklarda test suslarinin (45°C, 37°C, 28°C, 20°C, 10°C, 4°C) gelisebilme
ozellikleri, ISP 2 agar (Shirling ve Gottlieb, 1966) bazal ortami kullanilarak
belirlendi. Test suslar1 besi ortamina 3 pl olarak inokiile edildikten sonra 2 hafta
stireyle inkiibasyona birakildi.

Test suslarin farkli pH araliklarindaki gelisim 6zellikleri ISP 2 agar (Shirling
ve Gottlieb, 1966) ortaminda belirlendi. 0.1 M potasyum dihidrojen fosfat ve 0.1 M
dipotasyum hidrojen fosfat kullanilarak, besi ortamlarinin pH ayarlamasi yapildi.
Test suslarinin besi ortamina 3 pl olarak inokiile islemi gerceklestirildikten sonra 2
hafta 28°C inkiibasyona tabi tutuldu.

NaCl toleransinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in %1-10 NaCl i¢eren ISP 2 agar besi

ortamlar1 hazirlandi. Besi ortamina 3 pl inokiile edilen suslarin gelisimleri 2 haftalik
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28°C inkiibasyondan sonra, tolerans test suslarinin gelisimleri (+), gelismeme

durumlari (-) olarak kaydedildi.

3.9.7. Farkh besiyerlerindeki biiyiime ve gelisim morfolojileri

16S rRNA sekans verilerine gore filogenetik pozisyonu belirlenen test suslarindan
yeni tiir oldugu kesinlesen suslarin ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6, ISP7, Nutrient
agar, Bennett’s agar, Glucose-yeast extract malt agar ve Czapek’s agar besiyerindeki

gelisim ve bitylime morfolojileri goriintiilendi (Sekil 3.20).

Sekil 3.20.  On farkli besiyerine test izolatlarinin ve bunlara en yakin tip tiirlerinin
ekimlerinin gerceklestirilmesi

3.9.8. Antibakteriyal aktivite testi

Test izolatlari, Gram (-) bakteriler ve Gram (+) bakterilerden olusan (1, Aspercillus
niger ATCC 16404"; 2, Candida albicans ATCC 10231"; 3, Staphylococcus aureus
ATCC 25923"; 4, Escherichia coli ATCC 25922"; 5, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603"; 6, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853"; 7, Bacillus subtilis ATCC
6633"; 8, Enterococcus faecalis ATCC 29212") toplam sekiz patojen organizma
kullanilarak, yayma (overlay) teknigi ile antimikrobiyal aktivite testine tabi tutuldu
(Williams vd, 1983) (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. Antimikrobiyal aktivite testi hazirlik asamalari
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Cam siselere 2 ml Ringer ¢ozeltisi ilave edildi ve 20 dakika otoklavlanarak
steril hale getirildi. ISP ortaminda gelisen izolatlarin spor ve substrat miselleri,
etiketlenmis siselere steril 6ze ile aseptik sartlarda eklendi ve vortekste karistirilarak,
homojenize spor ve misel soliisyon karisimi sekline getirildi. Bu asamadan sonra,
soliisyonlardan otomatik pipet (P1000: Nichipet EX, Nichiryo Co.,Ltd, Tokyo 101-
0038, Japan) ile 7 pl alinarak, 5’li gruplar halinde nokta ekim yontemiyle antibiyotik
ilavesiz modifiye Bennett’s Agar (Jones, 1949) ortamima inokiile edildi.
Inokiilasyonlu plaklar, 28 °C’de 3 giin siireyle inkiibasyona birakildi. 3. giiniin
sonunda gelisen koloniler iist kismina, steril enjektor ile 3-5 ml’lik Kloroform
dokiildii. Kloroformun buharlagmasi icin petri plaklarinin kapagi, 40 dakika boyunca
yar1 agik olarak muhafaza edildi. Bu sekilde 6ldiiriilen kolonilerin iizerine, 2 giin
boyunca gelisen patojen test organizmalarin her birinin, % 0,5’lik nutrient agar
icerisine yayma plaka yontemiyle inokiilasyonu yapildi (Sekil 3.21). Inokiilasyonlu
plaklar 37 °C’de 48 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Koloniler etrafinda olusan

inhibisyon zonlar1 kumpas ile 6l¢iildii.
3.9.9. Tiim-hiicre seker analizi

Stanek ve Roberts (1974)’in metoduna gore tim hiicre seker analizleri
gergeklestirildi. 1,5 ml 1N H,SO,4 kapakl tiipler igerisindeki 50 mg liyofilize 6rnek
tizerine eklendikten sonra 100°C sicakliktaki su banyosunda 3 saat bekletildi.
Sogumaya birakilan ornekler ilizerine Ba(OH), ilave edilerek 10 ml hacmindeki
beherlere aktarildi. Ornekler pH 5.0 — 5.5 araliginda olacak sekilde ayarland.
Karigim 1800 rpm de 5 dk santrifiij edildikten sonra sivi kisimi hidroliz tiipiine
aktarildi. Aktarilan sivi tamamen uzaklasincaya kadar buharlastirildi. Kalint1 0,1 ml
dH,0 ve 0.25 ml pyridinde ¢6ziildii ve standart karigimlari ile birlikte her bir 6rnek
Merck 60-F254 silica gel TLC plakalarina 3’er pl olacak sekilde yiiklendi. Kuruma
tamamlandiktan sonra n-biitanol: dH,O: piridin: toluen (10:6:6:1, v/v) yiiriitiicii
ortaminda yaklasik 4 saat yiiriitiildii. Plaka 30 dk iyice kurutulduktan sonra anilin-
fitalat ayiraci ile spreylendi ve 100°C’de 4 dk. bekletildi. Bes karbonlu sekerler kizil
tonlarinda, alt1 karbonlu sekerler ise kahve ve koyukahve tonlarinda gozlendi. Test

izolatlarinin seker tipleri aktinomisetlerde varligir bilinen 7 temel seker standart
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olarak kullanildi. TLC plakasinda daha belirgin bir ayrisma sagladigi igin, bu
sekerlerin iki gruba ayrilarak TLC tabakaya yiiklenmesi gergeklestirildi.

Birinci grupta arabinoz, galaktoz ve ksiloz, ikinci grupta ise riboz, glikoz,
mannoz ve ramnoz yer almaktadir. Ayni hizada ayni sartlarda yiiklenen standart
sekerler ve izolatlardan elde edilen seker hidrolizati yiiriitme isleminden sonra

hizalama ve tonlamaya gore test izolatlarinin seker tipleri belirlenmistir.

3.9.10. Yag asiti analizi

Test organizmalarinin hiicre duvar yag asiti metil esterlerinin (FAME) izolasyonunu
takiben FAME analizleri (Kdmpfer ve Kroppenstedt, 1996)’e gore, MIDI (Microbial
Identification System) (Microbial 1D, Inc. Newark, Del.) sistemini kullanan G2614A
otosampler ve 6783 enjektorii ile donanimli Agilent Technologies 6890N gaz
kromotografisi (GC) ile Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Test organizmalarmin yag asidi profillerinin belirlenmesi i¢in iiretici firmanin
tavsiye ettigi sekilde Actinomycete Library Culture Technique [Microbial
Identification System, Microbial ID (MIDI), Inc., Newark, DE, USA] kullanildi. Bu
amagla, tip tiirii ve test izolatlarimin saf kiiltiirleri Tripticase soy agar (Ek A) (TSA,
BBL) iizerinde ¢izgi ekimi yapilarak gelistirildi ve bir 6ze dolusu kiiltiir, 20 ml
Tripticase Soy Broth (TSB, BBL) besi ortamina aktarilarak 150 rpm de 72 saat siire
ile 28 °C de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi alman 5 ml starter kiiltiir 50 ml TSB
i¢ine asilanarak 150 rpm de 28 °C de 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi yas
hiicreler filtrasyon (selliiloz filtre, 0.45 um capl) ile toplanarak yaklasik 250 mg yas
hiicre kiitlesi vidal teflon kapakl: tiiplere aktarildi ve 4 basamakli iglem ile yag asiti

metil esterleri (FAME) ekstrakte edildi.

Saponifikasyon: 1 ml metanol ortaminda baz [45 g sodyum hidroksit (ACS
sertifikal1), 150 ml etanol (HPLC grade) ve 150 ml deiyonize distile su] ekleyerek
vortekslendi ve kaynar 95-100 °C’lik su banyosunda 30 dakika bekletildi. Bu
asamada sicaklik ile beraber methanol ortamindaki yiiksek derisimli baz hiicreleri

parcalayarak yag asitlerini lipitlerden ayirdu.

Metilasyon: 2 ml metilasyon reagenti [(325 ml 6N HCI ve 275 ml metanol (HPLC
grade)] eklenerek vortekslendi ve 80 °C’lik su banyosunda 10 dakika tutuldu. Bu
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islem, sodyum tuzu halindeki yag asitlerini Gaz Kromatografisi (GC) analizinde yag

asitlerinin uguculugunu arttirmak icin metil esterlerine doniistiirdii.

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

ekstraksiyonuyla organik faza transfer edildi.

Baz yikama: Serbest yag asitlerini ve organik ekstraktaki kalint1 ajanlar
uzaklagtirmak i¢in 3 ml seyreltik bir baz ¢ozeltisi [10,8 g sodyum hidroksit (ACS
sertifikali) ve 900 ml deiyonize distile su] eklendi. 5 dakika rotator ile calkalandi.
Emulsiyon olusumunun ardindan 1 ka¢ damla doymus tuz ¢ozeltisinden damlatildi.
Temiz bir pastor pipeti yardimu ile tstteki organik fazin yaklagik 2/3°0 temiz bir GC

sisesine aktarildu.

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

Identification System, software version ACTIN-1 3.80 ile analiz edildi.
3.9.11. Polar lipid profilinin belirlenmesi

Amycolatopsis sp. AG28’in polar lipit profilinin belirlenmesinde kullanilacak olan
liyofilize 6rnek i¢in, Amycolatopsis sp. AG28 susu gliserol stok ortamdan alinarak
Tryptone -Yeast Glikoz Extract agar (TYGA, Bower ve Hucker, 1930) kat1 besiyeri
ortaminda aktiflestirildi. Ardindan tek koloni ekimi yapilarak, saf oldugu tespit
edilen koloniden TYG sivi besiyeri ortamma ekim yapildi ve 28°C’de 14 giin
inkiibasyona birakildi. Kontrol ekimleri gergeklestirildi. Kontominasyonun olmadigi
tespit edilen sus falkon tiiplerinde santrifiij edildi. Liyofilizasyon islemi Ondokuz
Mayis Universitesi, Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
(KITAM), Biyoteknoloji Birim Laboratuvarindaki Liyofilizatér cihazinda
(Labconco, Freezone 12Plus, ABD) ve hizmet alimi seklinde gergeklestirildi.

Liyofilize haldeki susun polar lipid profillerinin belirlenmesi, Almanya’nin Leibniz
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Institute DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Almanya)

firmasindan hizmet alimi yoluyla gerceklestirildi.

Streptomyces sp. HC44 ve Saccharopolyspora sp. DC11 izolatlarin polar lipit
analizleri igin, gliserol stok ortamdan alinarak Tryptone-Yeast Glikoz Extract agar
(TYGA, Bower ve Hucker, 1930) kat1 besiyeri ortaminda aktiflestirildiler. Ardindan
tek koloni ekimi yapilarak, saf oldugu tespit edilen koloniden TYG siv1 besiyeri
ortamina ekimleri yapildi ve 28°C’de 14 giin inkiibasyona birakildi. Kontrol ekimleri
gergeklestirildi. Kontominasyonun olmadigl tespit edilen sus falkon tiiplerinde
santrifiij edildi. Liyofilizasyon islemi Ondokuz Mayis Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Bolim arastirma laboratuvarindaki Liyofilizatér cihazinda (Telstar-
Technologies, Lyoquest-85, ABD) gergeklestirildi.

Streptomyces sp. HC44 ve Saccharopolyspora sp. DC11 izolatlarin polar lipit
analizleri Minnikin vd. (1984) tarafindan oOnerilen, Kroppenstedt ve Goodfellow
(2006) tarafindan modifiye edilen metot uygulanarak gergeklestirildi.

Hazirlanan liyofilize 6rneklerden herbirinden 100 mg 10 ml'lik bir teflon
kapli vidali tiip i¢ine hidroliz islemi i¢in aktarildi. Tiiplerin igerisine NaCl: metanol
(1:10) ve petrolyum eterden 2’ser ml eklenerek, agiz kismi parafilm ile kapatilan
tiipler 30 dk boyunca karstiricida dondiiriildii. Ardindan 5 dk 1800 rpm’de santrifiij
islemine tabi tutulan tiiplerin iist bolgesi uzaklastirilarak hiicrelere 1 ml petrolyum
eter ilave edildi. Tiipler 30 dk doner galkalayiciya koyuldu. 5 dk 1800 rpm’de
santrifiij edilerek, tiiplerin iist bolgesi tekrar uzaklastirildi. 2700 rpm'de 20 saniye
vortekslenen tiipler su banyosunda 99 °C sicaklikta 5 dk siireyle bekletildi. Ardindan
5 dk 37 °C'de sogumaya birakildi. Igerisine 2,3 ml CHCl3:CH30H:%0.3 NaCl
(90:100:30) ¢ozeltisinden eklenen tiipler 60 dk calkalayicida karistirildi. 1800
rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra, iist bolge bagka bir vidali tiipler igerisine
aktarilarak, tizerine 0.75 ml kloroform:metanol:%0.3 NaCl (50:100:40) soliisyonu
ilave edildi. 30 dk calkalayiciya cirakilan tiipler tekrar 1800 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi ve iist bolgeler birlestirildi. Birlestirilen ekstraktlara 1,3 ml kloroform ve 1,3
ml % 0,3 NaCl ilave edildi ve 2700 rpm'de 20 saniye karistirildi. 1800 rpm’de 5 dk
santrifiij edilen tiiplerin alt bolgeleri evaporator tiipiine aktarildi. Evaporator
cihazinda 40°C sicaklikta 20-30 dK siiresince tamamen buharlastirilan tiiplere 0,4 ml

CHCI3:CH30H (2:1) ilave edilerek vial tiiplere transferleri gerceklestirildi.
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Polar lipid profillerinin tespiti i¢in dort adet kromatografi plakasi (10x10 cm)
kullanildi. Aliminyum TLC plakanin kose kismindan 20 pl 6rnek sa¢ kurutma
makinesi yardimu ile yiiklendi ve TLC kurutuldu. Buna ek standart olarak da polar
lipidler koselere kisimlara yiiklenebilmektedir. Ilk yiiriitiicii olarak 30 ml
kloroform:metanol:saf su (65:25:4) karigimi kullanildi. Tankin i¢ bolgesine iki tarafli
olarak kurutma kagidi yerlestirildi ve karistm cam pipet ile kurutma kagitlarina
eklendi. Tankin igerisine yerlestirilen, TLC plakalarindaki iist cizgi seviyesine kadar
¢oziiciiniin ulagsmasi beklendi. Ardindan ¢eker ocak altinda (20-30 dk) plakalar
kurutuldu. Bu esnada ikinci yiiriitiicti olarak 30 ml kloroform:asetik asit:metanol:saf
su (80:12:15:4) hazirlanarak tanka yerlestirilen yeni kurutma kagitlarina eklendi.
Tankin igerisine yerlestirilen, TLC plakalarindaki {ist cizgi seviyesine kadar
¢oziiciiniin ulasmasi beklendi. Ardindan ¢eker ocak altinda (20-30 dk) plakalar
kurutuldu. Farkli boya maddeleri kullanilarak gruplarin tespit islemi gerceklestirildi.

3.9.12. Menakinon profillerinin belirlenmesi

Menakinon profillerinin belirlenmesi igin, Amycolatopsis sp. AG28 susu
gliserol stok ortamdan alinarak Tryptone-Yeast Glikoz Extract agar (TYGA, Bower
ve Hucker, 1930) kat1 besiyeri ortaminda aktiflestirildi. Ardindan tek koloni ekimi
yapilarak, saf oldugu tespit edilen koloniden TYG sivi besiyeri ortamina ekim
yapild1 ve 28°C’de 14 giin inkiibasyona birakildi. Kontrol ekimleri gergeklestirildi.
Kontominasyonun olmadig1 tespit edilen sus falkon tiiplerinde santrifiij edildi.
Liyofilizasyon islemi Ondokuz Mayis Universitesi, Karadeniz Ileri Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi (KITAM), Biyoteknoloji Birim Labaratuvarmdaki
Liyofilizator cihazinda (Labconco, Freezone 12Plus, ABD) ve hizmet alimi seklinde
ile gerceklestirildi.

Test izolati Amycolatopsis sp. AG28’in menakinon profillerinin belirlenmesi,
Almanya’nin Leibniz Institute DSMZ (German Collection of Microorganisms and

Cell Cultures, Almanya) firmasindan hizmet alim1 yoluyla gergeklestirildi.

56



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Toprak orneklerinin fizikokimyasal 6zellikleri

Kapadokya, Urgiip-Géreme yoresinde yer alan 8 farkli lokaliteden elde edilen
topraklarin pH degeri, kire¢ kapsami (% CaCQOg3), organik madde miktar1 (Jackson,
1958), % nem ile tekstiir (% Kum, % Silt ve % Kil) analizleri (Jackson, 1979)

yapilarak, bazi1 fizikokimyasal 6zellikleri belirlenerek Cizelge 4.1°de verilmistir.

Toprak orneklerimizde 7,07 ve 8,16 araliginda pH degerleri olgiildii. Organik
madde miktar1 ise en yiiksek deger olarak % 2,18 ile Urgiip’ten aldigimiz
ornegimizde, en diisik deger olarak ise % 0.76 ile Giilsehir’den aldigimiz
ornegimizde Ol¢iilmiistiir. Toprak drneklerimizde % 37,04 ile en yiiksek kalsiyum
karbonat igerigine Derinkuyu sahip iken % 2,61 ile Merkez en diisiik kalsiyum
karbonat igerigine sahiptir. Nem oraninin ise % 1.42 ile % 3.15 aralifinda oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Kapadokya, Urgiip-Géreme Yoresin’den alinan toprak — drneklerinin
fizikokimyasal 6zelliklerine ait veriler

Sira Toprak Ornegi pH % OM % CaCO; % nem Tekstiir

1 Hacibektas 7,19 1,19 25,37 3,15 Kumlu killi tin
2 Avanos 7,20 1,67 7,64 2,15 Kumlu killi tin
3 Merkez 7,07 1,72 2,61 1,42 Kum

4 Urgiip 7,95 2,18 5,63 2,25 Kumlu tin

5 Giilsehir 8,00 0,76 6,61 1,92 Kumlu tin

6 Acigol 8,20 1,10 5,03 1,52 Tmh

7 Derinkuyu 8,16 1,79 37,04 1,79 Tinlt kum

8 Kozakli 7,25 0,97 3.62 1,92 Tinl kum

OM: organik madde (<1 ise ¢ok az, 1.1-2.0 ise az, 2.1-3.0 ise orta, 3.1-4.0 ise fazla, >4 ise ¢ok fazla)
% CaCosz (0-2 ise kiregsiz, 0-4 ise az kiregli, 4-8 ise orta kiregli, 8-15 ise kiregli, 15-50 ise ¢ok kiregli,
>50 ise ¢ok fazla kirecli) (Jackson, 1979)
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4.2. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Toprak oOrneklerinin izolasyonunda 8 farkli besiyeri Hiimik-asit vitamin agar
(Hayakawa ve Nonomura, 1987), SM1 Stevenson’s agar (Tan vd, 2006), SM2
Stevenson’s agar (Tan vd, 2006), SM3 Gauze’s agar (Tan vd, 2006), ISP2 agar
(Shirling ve Gottlieb, 1966), ISP5 agar (Pridham vd, 1957), Nisasta-kazein agar (SC)
(Kiister ve Williams, 1964) ve Czapek’s dox agar (CD) (Weyland, 1969) kullanildi
(Cizelge 4.2). Diliisyon plak yontemi kullanilarak toprak izolasyonu yapilan toprak
orneklerine, yayma plaka yontemiyle ekimleri gergeklesen plaklardan, 14 giinliik
inkiibasyon sonrasinda elde edilen bazi izolasyon petri goriintiileri Sekil 4.1.’de

verilmistir (Yamamura vd, 2003).

Cizelge 4.2. Toprak orneklerinden mikroorganizmalarin segici izolasyonunda kullanilan

besiyerleri (EK 1)

izolasyon besiyeri

Secici ajan

ISP5 agar (Pridham vd, 1957) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirland1. Rifampisin (5pg/ml)
Czapek’s dox agar (Weyland, 1969) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirlandi. Sikloheksimid (50pg/ml)
Nisasta-kazein agar (Kiister ve Williams, 1964) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirlandi. Nalidiksik asit (10 pg/ml)
ISP2 agar (Shirling ve Gottlieb, 1966) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirland1 Rifampisin (5pg/ml)
SM1 Stevenson’s agar (Tan vd, 2006) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirlandu. Neomisin siilfat (50/ml)
SM2 Stevenson’s agar (Tan vd, 2006) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirland:. Rifampisin (Spg/ml)
SM3 agar - Gauze’s agar (Tan vd, 2006) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirland1. Nalidiksik asit (10pg/ml)
Humik Asit Vitamin agar (Hayakawa ve Nonomura, Nistatin (50pg/ml),

1987) Saf su ile hazirlandi.

Rifampisin (5pg/ml)




Sekil 4.1.  Segici izolasyon besiyerlerinin petri goriintiisti (a. Hiimik-asit vitamin agar
(Hayakawa ve Nonomura, 1987) b. Nisasta-kazein agar (SC) (Kiister ve
Williams, 1964)) c. ISP5 agar (Pridham vd, 1957) d. ISP2 agar (Shirling ve
Gottlieb, 1966))

4.3. Izolatlarin Saflastirilmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyon sonrasinda mikroorganizmalar GYM, TYGA (tripton yeast glukoz
ekstrakt agar) (Blackall vd, 1989) ortamina aktarilarak saflastirilma prosediiriine
gecilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Agar ortamina aktarilarak saflastirilma yapilmasi
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Tek koloni i¢in dekontamine haldeki mikroorganizmalar, glukoz-yeast ekstrakt
agar (Gordon ve Mihm, 1962) ortamina aktarilmis, gelisen organizmalarin yogun
ekimleri, glukoz-yeast ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) ortamina yapilmustir.
Inkiibasyon siiresi sonunda her bir izolat % 25’lik gliserol igeren otoklavlanabilir
vidali kapakli tiipler (1,5 ml) igerisine steril bir 6ze yada kiirdan kullanilarak transfer

edilerek -20°C de stoklanmistir (Wellington ve Williams, 1982).

4.4. Test izolatlarinin se¢cimi

Toprak izolasyonu sonucunda elde edilen izolatlardan 345 tanesinin, makroskobik ve
mikroskobik goriintiileri dikkate alinarak renk gruplandirmalart yapilmis, 157 izolat
16S rRNA gen bolgesi analizleri icin secilmis ve ilgili gen bolgeleri analizlerine gore
Aktinobakteri izolatlariin cins, kod, izolasyon besiyeri ve lokaliteleri Cizelge 4.3’te
verilmistir. Filogenetik olarak calisilan izolatlarin, 22’si Avanos, 21°i Urgiip, 5’
Kozakli, 18’1 Derinkuyu, 16’st Merkez, 20’si Acigol, 43’ Gilsehir ve 27’si
Hacibektas seklinde dagilim gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.3).

Nevsehir
merkezi

Derinkuyu
18

Sekil 4.3. 16S rRNA gen bolgesi analizleri i¢in secilmis 157 izolatin bolgedeki dagilim
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Cizelge 4.3. 16S rRNA gen dizi analizleri yapilan aktinobakteri izolatlarmin kod

numaralari, izole edildikleri besiyerleri ve lokaliteleri
Cins izolat kod numarasi izole edildigi Lokalite

besiyeri

Actinomadura sp. DG68 (Gengbay, T., Istk K.) ISP2 Agar Nevsehir, Derinkuyu
Actinomadura sp. DGB80 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Derinkuyu
Amycolatopsis sp. AG28 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Acigol
Kribbella sp. MGY?2 (Gengbay, T., Isik K.) ISP5 Agar Nevsehir, Merkez
Kribbella sp. GC78 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Giilsehir
Promicromonospora sp. HG25 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Promicromonospora sp. HG29 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Promicromonospora sp. HG38 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Mycobacterium sp. AS13 (Gengbay, T., Isik K.) SM1 Nevsehir, Acigol
Nocardia sp. HG39 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Nocardia sp. HGA12 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Nocardia sp. AG27 (Gengbay, T., Istk K.) ISP2 Agar Nevsehir, Acigol
Nonomuraea sp. GG64 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Giilsehir
Nonomuraea sp. AG16 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Acigol
Saccharopolyspora sp. DG79 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Derinkuyu
Saccharopolyspora sp. DC11 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Derinkuyu
Saccharopolyspora sp. DG70 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Derinkuyu
Saccharothrix sp. DNI18 (Gengbay, T., Isik K.) Nigasta-kazein Agar  Nevsehir, Derinkuyu
Streptomyces sp. HGAS (Gengbay, T., Isik K.) ISP5 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HY18 (Gengbay, T., Isik K.) ISP5 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HGT75 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HG15 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HC41 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HG44 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HC40 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HC37 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HG27 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HGA4 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HGA10 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HY24 (Gengbay, T., Isik K.) ISP5 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HY19 (Gengbay, T., Isik K.) ISP5 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HGA16 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HG42 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HC44 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HY23 (Gengbay, T., Isik K.) ISP5 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HY21 (Gengbay, T., Isik K.) ISP5 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HGAT7 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HGA7 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HGA2 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. HGAI1 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Hacibektas
Streptomyces sp. GY27 (Gengbay, T., Isik K.) ISP5 Agar Nevsehir, Giilsehir
Streptomyces sp. GY16 (Gengbay, T., Isik K.) ISP5 Agar Nevsehir, Giilsehir
Streptomyces sp. GG62 (Gengbay, T., Isik K.) ISP2 Agar Nevsehir, Giilsehir
Streptomyces sp. GC52 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Giilsehir
Streptomyces sp. GC45 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Giilsehir
Streptomyces sp. GC35 (Gengbay, T., Isik K.) Czapek’s Agar Nevsehir, Giilsehir

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

GC42 (Gengbay, T., Isik K.)
GC36 (Gengbay, T., Isik K.)
GY25 (Gengbay, T., Isik K.)
GY24 (Gengbay, T., Isik K.)
GY15 (Gengbay, T., Isik K.)
GC37 (Gengbay, T., Isik K.)
GC4 (Gengbay, T., Isik K.)

GC3 (Gengbay, T., Isik K.)

GI3 (Gengbay, T., Isik K.)

GC60 (Gengbay, T., Isik K.)
GG60 (Gengbay, T., Isik K.)
GC59 (Gengbay, T., Isik K.)

Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
ISP5 Agar
ISP5 Agar
ISP5 Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
ISP2 Agar
Czapek’s Agar
ISP2 Agar
Czapek’s Agar

Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
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Cizelge 4.3. (devam)

Cins

izolat Kod

izole edildigi
Besiyeri

Lokalite

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

GC58 (Gengbay, T., Isik K.)
GC57 (Gengbay, T., Isik K.)
GCS55 (Gengbay, T., Isik K.)
GC31 (Gengbay, T., Isik K.)
GY23 (Gengbay, T., Isik K.)
GY21 (Gengbay, T., Isik K.)
GG66 (Gengbay, T., Isik K.)
GG61 (Gengbay, T., Isik K.)
AC44 (Gengbay, T., Isik K.)
AG66 (Gengbay, T., Isik K.)
AG24 (Gengbay, T., Isik K.)
AG23 (Gengbay, T., Isik K.)
AG15 (Gengbay, T., Isik K.)
AG8 (Gengbay, T., Isik K.)

AC63 (Gengbay, T., Isik K.)
AC62 (Gengbay, T., Isik K.)
AC56 (Gengbay, T., Isik K.)
ACS53 (Gengbay, T., Isik K.)
AC49 (Gengbay, T., Isik K.)
AG67 (Gengbay, T., Isik K.)
AG20 (Gengbay, T., Isik K.)
AG14 (Gengbay, T., Isik K.)
AG14 (Gengbay, T., Isik K.)
AG72 (Gengbay, T., Isik K.)
MI18 (Gengbay, T., Isik K.)

MCI10 (Gengbay, T., Isik K.)
MC27 (Gengbay, T., Isik K.)
MG30 (Gengbay, T., Isik K.)
MG37 (Gengbay, T., Isik K.)

MNK17B (Gengbay, T., Isik K.)
MNKI17K (Gengbay, T., Isik K.)

MY21 (Gengbay, T., Isik K.)
MY24 (Gengbay, T., Isik K.)
MG16 (Gengbay, T., Isik K.)
MC4 (Gengbay, T., Isik K.)
MG43 (Gengbay, T., Isik K.)
MY23 (Gengbay, T., Isik K.)
MY20 (Gengbay, T., Isik K.)
MC4 (Gengbay, T., Isik K.)
DG1 (Gengbay, T., Isik K.)
DN15 (Gengbay, T., Isik K.)
DG74 (Gengbay, T., Isik K.)
DG73 (Gengbay, T., Isik K.)
DG71 (Gengbay, T., Isik K.)
DNK70 (Gengbay, T., Isik K.)
DN19 (Gengbay, T., Isik K.)
DN17 (Gengbay, T., Isik K.)
DG78 (Gengbay, T., Isik K.)
DG4 (Gengbay, T., Isik K.)
DG8 (Gengbay, T., Isik K.)
DC12 (Gengbay, T., Isik K.)
KC14 (Gengbay, T., Isik K.)
KZ4 (Gengbay, T., Isik K.)
KZ13 (Gengbay, T., Isik K.)
KZ5 (Gengbay, T., Isik K.)
KZ2 (Gengbay, T., Isik K.)
UG19 (Gengbay, T., Isik K.)
UG20 (Gengbay, T., Isik K.)
US21 (Gengbay, T., Istk K.)

Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
ISP5 Agar
ISP5 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
Czapek’s Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
Nisasta-kazein Agar
Nisasta kazein Agar
ISP5 Agar
ISP5 Agar
ISP2 Agar
Czapek’s Agar
ISP2 Agar
ISP5 Agar
ISP5 Agar
Czapek’s Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
Nisasta-kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar

Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Giilsehir
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Acigol
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Merkez
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Derinkuyu
Nevsehir, Kozakh
Nevsehir, Kozakh
Nevsehir, Kozakh
Nevsehir, Kozakh
Nevsehir, Kozakh
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
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Cizelge 4.3. (devam)

Cins

izolat Kod

izole edildigi
Besiyeri

Lokalite

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

US24 (Gengbay, T., Isik K.)
UG25 (Gengbay, T., Isik K.)
US26 (Gengbay, T., Isik K.)
UN27 (Gengbay, T., Isik K.)
US28 (Gengbay, T., Istk K.)
US30 (Gengbay, T., Isik K.)
UN31 (Gengbay, T., Isik K.)
UN32 (Gengbay, T., Isik K.)
US33 (Gengbay, T., Isik K.)
US34 (Gengbay, T., Isik K.)
UG35 (Gengbay, T., Isik K.)
UG37 (Gengbay, T., Isik K.)
UG38 (Gengbay, T., Isik K.)
US39 (Gengbay, T., Isik K.)
US40 (Gengbay, T., Isik K.)
US41 (Gengbay, T., Isik K.)
US42 (Gengbay, T., Isik K.)
US43 (Gengbay, T., Isik K.)
AVC15 (Gengbay, T., Isik K.)
AVC27 (Gengbay, T., Isik K.)
AVC28 (Gengbay, T., Isik K.)
AVC29 (Gengbay, T., Isik K.)
AVCI16 (Gengbay, T., Isik K.)
AVC33 (Gengbay, T., Isik K.)
AVC34 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG18 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG19 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG20 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG21 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG22 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG23 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG24 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG25 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG26 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG30 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG31 (Gengbay, T., Isik K.)
AVG32 (Gengbay, T., Isik K.)
AVY3 (Gengbay, T., Isik K.)
AVY35 (Gengbay, T., Isik K.)
AVY36 (Gengbay, T., Isik K.)

Nisasta kazein Agar
ISP2 Agar

Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar
Nisasta kazein Agar

Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
Czapek’s Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
ISP2 Agar
SM1 Agar
SM1 Agar
SM1 Agar

Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Urgiip
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos
Nevsehir, Avanos

Aktinobakteri izolatlar1 icerisinden 23 izolat Nisasta-kazein agar, 67 izolat

ISP2 agar, 45 izolat Czapek’s dox agar, 18 izolat ISP5 agar, 4 izolat SM1 agar

besiyeri ortamlarindan izole edilmislerdir.

63



4.5. Molekiiler Tiplendirme Uygulamalari ve Analiz

4.5.1. Test suslarmin genomik DNA izolasyonu

Izolasyon ¢alismalar1 esnasinda, mevcut referans ve tip kiiltiir suslarindan morfolojik
olarak farkliliklar1 ile dikkat c¢eken, Aktinobakteri gruplart oldugu Ongoriilen
izolatlarrmizin, genomik DNA’lari; PureLink® Genomik DNA Izolasyon Kiti
(Invitrogen, USA) ile elde edilmistir.

45.2. 16S rRNA gen bdlgesinin amplifikasyonu, saflagtirilmas1 ve sekans
dizileme

Test organizmalarindan saf olarak elde edilen DNA o6rneklerinin, 16S rRNA genini
kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu, evrensel 27f ve 1525r primerleri (Lane,
1991) kullanilarak Thermal Cycler (PZR Express, ThermoHybaid, Middlesex, UK)’
da elde edilmistir. Amplifiye tirtinler DNA markor (Fermentas™; 100kb Gene Ruler)
yiklii % 1°lik kontrol agaroz jelde (35 ml 1xTBE tampon, 0.35 gr agaroz) 100 Voltta
30 dakika ytirtitiildiikten sonra goriintiileme sisteminde (GeneGenius, SyneGene, Bio
Imaging Systems, UK) fotograflanarak kaydedilmistir. Test izolatlarindan bazilarina
ait 16S rRNA gen bolgesi PZR amplifikasyon {iriinlerinin %1°lik kontrol agaroz
jeldeki goriintiisii Sekil 4.4.’de verilmistir. 1500 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda tek bir

bant jelde gézlemlenmistir.

Markor _AC28 HG29 DC1l DG68 DG60 CC64 ACL6 AS13 HC44

2000 b

1500b§ E——————————

Sekil 4.4. Farkli lokalitelerden izole edilmis Aktinobakterilerin 16S rRNA gen
bolgesinin PZR amplifikasyonu {iriinii O6rnekleri. M, DNA Markor
(Fermentas™; 100kb Gene Ruler)

PZR amplifikasyon iiriinleri elde edildikten sonra ¢alisma izolatlarimizin 16S rRNA
gen bolgesinin baz dizi analizi MacroGen (Hollanda) firmasindan hizmet alimi
seklinde gergeklestirilmistir. 16S rRNA gen bolgesinin baz dizilimi analizleri, farkl
3 oligoniikleotit primeri ile yapilmistir. Ulasilan dizi verileri, EzBioCloud Server
(URL-13: http://www.ezbiocloud.net/eztaxon; Kim vd, 2012) kullanilarak,

uluslararasi veritabanlarindaki en yakin akraba tiirlerin dizi verileri ile kiyaslanmistir.
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Bu tiirlerle % benzerlik oranlar1 belirlenmis ve molekiiler verilerin analizine

gecilmistir.

4.5.3. Molekiiler verilerin analizi

Mega 7.0 (Kimura vd, 2016) paket programinda, organizmalarin 16S rRNA gen
bolgesi filogenetik analizlerinden elde edilen baz dizileri yakin tip tiirleriyle
hizalanmis, sonraki asamalarda kullanilmak iizere fasta ve mega formatinda

kaydedilmistir.

Fasta formatinda kaydedilen dosyalardan yiizde benzerlik degerleri
olusturulmus ve Cizelge 4.4 - 4.13’de verilmistir. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina
gore izolatlarin cinslere gore temsili dagilimini gosteren grafik Sekil 4.5°te
verilmistir. Elde edilen dizi verilerine gore test izolatlarinin filogenetik
pozisyonlariin belirlenmesi i¢in dendogramlari, niikleotit say1 farkliliklar1 ve

benzerlik degerleri olusturulmustur.

4 N\

204 m Actinomadura

m Amycolatopsis

m Kribbella

m Mycobacterium

m Nocardia

67% m Nonomuraea
Promicromonospora

Saccharopolyspora

Streptomyces
Saccharothrix
\- J

Sekil 4.5.  16S rRNA gen bolgesi dizi analizi sonuglarina gore farklilik gosteren test
izolatlarinin cinslere gore dagilimi

Test izolatlar1 ve ilgili cinslerin tip tiirlerinin filogenetik analizleri Neighbor-
joining (Saitou ve Nei, 1987) ve Maximum Likelihood (Tamura ve Nei, 1993)

algoritmalar1 uygulanarak gerceklestirilmistir.
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67

gor—A. maheshkhaliensis 13-12-50 (AB331731)
A. glauciflava AS 4.12027 (AF153881)
A. mexicana A290 T (AF277195)
A. luteofluorescens IFO 13057 T (U49008)
A. verrucosospora NBRC 14100 T (U49011)
A. coerulea IFO 14679 T (U49002)
A. formosensis JCM 7474 T (AF002263)
A. macra NBRC 14102 T (BCQT01000047)
A. xylanilytica BK147 T (FR692101)
A. geliboluensis A8036 T (HQ157187)
A. syzygii GKU 157 T (KF667496)
gg| A. bangladeshensis 3-46-b3 T (AB331652)
A. chokoriensis 3-45-a/11 T (AB331730)
A. meyerae DSM 447157 (1107661)
A. napierensis B60 T (AY568292)
A. latina NBRC 106108 T (BCQS01000065)
A. madurae DSM 43067 T (1068094)
A. darangshiensis DSLS-70 T (FN646682)
A. montaniterrae CYP1-1B T (LC126428)
A. rudentiformis HMC1 T (DQ285420)
A. hibisca NBRC 15177 " (BCR0O01000158)
A. fibrosa ATCC 49459 T (AF163114)
A. nitritigenes DSM 44137 T (AY035999)
Actinomadura sp. DG80 (KX608876)
*{ ——— A. rugatobispora IFO 14382 T (U49010)
A. vinacea JCM 3325 T (AF134070)
A. viridis IFO 15238 " (D85467)
g0l A Jiaoheensis NEAU-Jh1-3 T (KM000835)
76 A. sporangiiformans NEAU-Jh2-5 T (KM000834)
A. livida JCM 3387 T (AF163116 )

97

_|:A. sputi IMMIB L-889 T (FM957483)
92 A. hallensis H647-17 (DQ076484)

0.005

Nocardiopsis dassonvillei DSM43111 " (X97886)

Sekil 4.6.  Actinomadura cinsine ait izolatin filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, %50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak Nocardiopsis
dassonvillei DSM43111" (X97886) tip tiirii kullamilmustir.
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Cizelge 4.4. Actinomadura cinsine ait izolatin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip
tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No izolat Kiiltiir Genbank % Nt.
Koleksiyon ~ No benzerlik  Farki
No

Actinomadura sp. DG80

1 Actinomadura vinacea JCM 33257 AF134070 98.68 19/1440

2 Actinomadura jiaoheensis JCM 74747 AF002263 98.54 22/1454

3 Actinomadura sporangiiformans 3-46-h3" AB331652 98.54 23/1457

4 Actinomadura formosensis BK147" FR692101 98.47 23/1437

5 Actinomadura bangladeshensis A8036" HQ157187 98.40 24/1461

800r, MG5f ve 518f primerleriyle okumalar1 gergeklestirilen Actinomadura sp.
DG8O test izolatinin 16S rRNA gen dizisi, Actinomadura Cinsine ait tip tiirlerin gen
dizileriyle hizalanmis ve toplamda 1492 nt’lik dizi elde edilmistir. Bu islem sirasinda
32 adet Actinomadura cinsine ait tip tiir kullanilmigtir. Literatiirlerle uyumlu olarak
Nocardiopsis dassonvillei DSM43111"7 (X97886) tip tiiri dis grup olarak
kullanilarak Actinomadura cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen bdlgesine ait
filogenetik analizleri Mega 7.0 (Kimura vd, 2016) paket programinda yapilmistir.
Actinomadura cinsine ait DG80 izolat1 19 niikleotit farkliligi ve %98.68 benzerlik
orani ile A. vinacea JCM3325" ¢ yakinlik gosterirken, A. jiaoheensis JCM 7474 tiirii
ile de %98.54 benzerlik ve 22 niikleotit farklilig1 gostermektedir (Sekil 4.6, Cizelge
4.4).
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K. karoonensis DSM 173447 (FN643222)
K. swartbergensis HMC25" (AY995147)
K. shirazensis UTMC 693" (JN038072)
K. aluminosa HKI 04787 (EF126967)

K. jejuensis HD9" (AY253866)
Kribbella sp. GC78

K. hippodromi S1.4" (EF472955)

K. solani DSALT (AY253862)

K. karoonensis Q41" (AY995146)

K. swartbergensis DSM 173457 (FN643223)

K. albertanoniae BC640" (KC283016)

Kribbella sp. MGY?2

K. sandramycini ATCC 39419" (AF005020)

K. yunnanensis YIM 30006 T (AY082061)

K. flavida DSM 17836" (CP001736)
L K. amoyensis XMU 198 (HM368615)
75— K. italica BC637" (KJ875927)

K. lupini LU14" (AJ811962)

K. alba YIM 31075" (AY082062)

K. catacumbae DSM 196017 (AQUZ01000130)

K. sancticallisti BC633" (AM778577)

K. gitaiheensis NEAU-GQTH2-3" (KM094178)

K. ginsengisoli Gsoil 001" (AB245391)

K. koreensis IMSNU 50530" (Y09159)

K. endophytica PIP 118" (HQ396152)

K. antibiotica YIM 315307 (AY082063)

Microlunatus phosphovorus NM-1" (AP012204)

100

99

57

67

0.01

Sekil 4.6. Kribbella cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak Microlunatus
phosphovorus NM-1T (AP012204) tip tiirii kullanilmistur.
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Cizelge 4.5. Kribbella cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip tiirleri
ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

Kiiltiir Genbank %

No  lzolat Koleksiyon No No benzerlik Nt. Farla
Kribbella sp. GC78

1 Kribbella hippodromi S1.47 EF472955 99.14 12/1389
2 Kribbella karoonensis DSM 173447 FN643222 99.03 13/1334
3 Kribbella swartbergensis ~ HMC25" AY995147 99.01 14/1417
4 Kribbella shirazensis UTMC 693" JN038072 99.00 14/1402
5 Kribbella aluminosa HKI1 04787 EF126967 98.93 15/1421
Kribbella sp. MGY2

1 Kribbella albertanoniae BC640" KC283016 100.00 0/1448
2 Kribbella sandramycini ATCC 394197 AF005020 99.72 4/1447
3 Kribbella yunnanensis YIM 30006" AY 082061 99.59 6/1449
4 Kribbella italica BC637' KJ875927 99.31 10/1450
5 Kribbella swartbergensis  DSM 173457 FN643223 99.17 11/1330

Kribbella cinsine ait test izolatlart MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutulmustur.
Test izolatlar, 24 adet Kribbella cinsine ait tip tilirliyle birlikte hizalanmis ve
toplamda 1495 nt’lik dizi elde edilmistir. Dis grup olarak Microlunatus
phosphovorus NM-1" (AP012204) tip tiirii kullamlmistir. Kribbella cinsine ait
izolatlarin 16S rRNA gen bolgesine ait filogenetik analizleri Mega 7.0 (Kimura vd,
2016) paket programinda yapilmistir. Kribbella cinsinde yer alan GC78 izolati
%99.14 benzerlikle K. hippodromi S1.4" ile yakin iliskili ve 12 farkli niikleotide
sahip oldugu, %99.03 benzerlikle K. karoonensi DSM17344" ile yakimn iliskili ve 13
farkli niikleotide sahip oldugu, %99.01 K. swartbergensis HMC25" ile komsu olup
ve 14 niikleotit farkliligi bulundugu tespit edilmistir. Yine bu cinsin liyesi oldugu
belirlenen MGY2 izolati en yakin tip tiirii Kribbella albertanoniae BC640" ile %100
benzerlik gostermistir (Sekil 4.7, Cizelge 4.5).
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60

i[ M. smegmatis ATCC 19420 (AJ131761)
M. goodii ATCC 700504" (AY457079)

_:M. moriokaense DSM 442217 (AJ429044)
95 M. pulveris DSM 442227 (AJ429046)
M. anyangense QIA-38" (KJ855063)

M. duvalii ATCC 439107 (U94745)
M. flavescens ATCC 14474" (X52932)

M. hippocampi BFLP-6" (FN430736)

56

94

67

51
90

— M. vaccae ATCC 25954 (JH814714)
100—— M. austroafricanum ATCC 334647 (X93182)

M. litorale F4T (GU997640)

—— M. monacense B9-21-178" (AF107039)

99 Mycobacterium sp. AS13
74;7 M. doricum DSM 443397 (AF264700)
M. gilvum ATCC 43909 (X81996)
ggE M. aromaticivorans JCM 16368" (JALN02000001)
M. rhodesiae DSM 44223 (AJ429047)
98| M. senegalense CIP 1049417 (AY457081)
M. houstonense ATCC 49403" (AY457067)
M. setense DSM 45070" (JTIW01000014)
M. septicum DSM 44393" (HG322957)
M. conceptionense CIP 108544 (AY859684)
5411 M. porcinum CIP 105392" (AY457077)
66 — M. neworleansense ATCC 49404" (TAY457068)
M. rufum JS14" (JROA01000001)

Mycobacterium tuberculosis H37RV' (NR044826)

Sekil 4.7.

0.01

Mycobacterium cinsine ait izolatin filogenetik dendogrami. Neighbor joining

algoritmasina gore ¢izilmis

agacta, % 50’nin lizerinde desteklenen dallanma

noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak Mycobacterium
tuberculosis H37RV' (NR044826) tip tiirii kullanilmistir.
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Cizelge 4.6. Mycobacterium cinsine ait izolatin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip tiirleri
ile niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No  izolat Egllglgiyon No (l\“ignbank (k))/gnzerlik Nt. Farla
Mycobacterium sp. AS13

1 Mycobacterium monacense B9-21-178" AF107039 99.66 5/1457

2 Mycobacterium doricum DSM 44339" AF264700 99.38 9/1442

3 Mycobacterium litorale F4" GU997640  98.61 20/1380
4 Mycobacterium flavescens ATCC 144747 X52932 98.18 26/1442
5 Mycobacterium anyangense ATCC 194207 AJ131761 98.06 28/1443

Mycobacterium cinsine ait izolatimizin 16S rRNA gen bolgesi ilgili primerlerle
(MG5f, 800r ve 518f) elde edilmistir. Dis grup olarak M. tuberculosis H37RV'
(NR044826) tip tiirti kullanilarak, Mycobacterium cinsi {iyesi 24 tip tiir ile birlikte
hizalanmig ve 1506 nt’lik dizi elde edilmistir. Mycobacterium sp. AS13 izolati
9%99,66 benzerlikle M. monacense B9-21-178" ile yakin iliskili oldugu ve 5 niikleotit
farkliligi bulundugu tespit edilmis, M. doricum DSM 443397 ile %99,38 benzerlik
orani ile komsu oldugu ve 9 niikleotit farklilig1 gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.8,
Cizelge 4.6).
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99 {N. cummidelens R89" (AF277202)
57| L N. soli DSM 44488" (AF430051)

L— N. salmonicida JCM 4826" (Z46750)

97 L N. fluminea S1T (AF277204)

L N. ignorata DSM 44496" (AJ303008)
N. jejuensis N3-2T (AY964666)

87 L, r Nocardia sp. HGA12
100—L N. ninae OFN 02.72" (DQ235687)
N. alba YIM 30243" (AY222321)
N. artemisiae YIM 65623 (GU367157)

N. xishanensis AS 4.1860" (AY333115)

Lo N lijiangensis YIM 333787 (AY779043)
100 N. polyresistens YIM 3336" (AY626158)
[| L— N. exalbida NBRC 100660" (BAFZ01000028)
N. pseudobrasiliensis ATCC 515127 (X84857)
83 N. anaemiae IFM 0323 (AB162801)

— N. jiangxiensis NBRC 101359" (BAGB01000020)

85 N. nova JCM 6044" (Z36930)

L N. sungurluensis CR3272" (JN989289)
73
— N. cyriacigeorgica NBRC 100375" (BAFY01000107)

N. brevicatena NBRC 12119" (BAFU01000024)
E[ N. paucivorans NBRC 100373" (BAGE01000021)
81 N. speluncae N2-117 (AM422449)

N. jinanensis 04-5195" (DQ462650)
N. grenadensis GW5-5797 T (FR729900)

{N. testacea NBRC 100365" (BAGJ01000040)
N. sienata IFM 10088" (AB121770)
— N. flavorosea JCM 33327 (Z46754)

71 I Nocardia sp. HG39
L N. rhamnosiphila NRRL B-24637" (JOAJ01000028)
-N. carnea NBRC 14403" (BAFV01000017)

75! Nocardia sp. AG27

N. puris DSM 445997 (AJ508748)

N. pigrifrangens 70317 (AF219974)
Streptomyces somaliensis DSM 40738 (AJ007403)

0.01

Sekil 4.9. Nocardia cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, %50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalart icin bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak Streptomyces
somaliensis DSM 40738 (AJ007403) tip tiirii kullanilmistir.
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Cizelge 4.7. Nocardia cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip tiirleri ile
olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No izolat Kiiltiir Genbankasi No % Nt. Farki
Koleksiyon No benzerlik

Nocardia sp. HGA12

1 Nocardia ninae OFN 02.727 DQ235687 99.70 4/1321

2 Nocardia alba YIM 302437 AY222321 98.68 19/1442

3 Nocardia iowensis R89" AF277202 97.90 30/1441

4 Nocardia Ul 1225407 DQ925490 97.84 31/1427
cummidelens

5 Nocardia DSM 444887 AF430051 97.84 31/1454
lijangensis

Nocardia sp. HG39

1 Nocardia NRRL B-24637" JOAJ01000028 99.65 5/1445
rhamnosiphila

2 Nocardia NBRC 144037 BAFV01000017 99.52 7/1445
flavorosea

3 Nocardia carnea NBRC 100365" BAGJ01000040 99.51 7/1445

4 Nocardia testacea  JCM 33327 Z46754 99.44 8/1445

5 Nocardia sienata IFM 10088" AB121770 99.30 10/1407

Nocardia sp. AG27

1 Nocardia carnea NBRC 14403" BAFV01000017 99.79 3/1450

2 Nocardia NRRL B-24637" JOAJ01000028 99.59 6/1450
rhamnosiphila

3 Nocardia JCM 33327 Z46754 99.58 6/1450
flavorosea

4 Nocardia sienata NBRC 100365" BAGJ01000040 99.23 11/1450

5 Nocardia testacea  IFM 10088" AB121770 99.23 11/1412

Nocardia cinsine ait izolatlarin MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutularak elde
edilen dizileri, 31 Nocardia tip tiirii ile birlikte hizalanmis ve 1486 nt’lik dizi elde
edilmistir. dis grup olarak Streptomyces
somaliensis DSM 407387 (AJ007403) tip tiirii kullanilmistir. Izolatlardan Nocardia
cinsine ait HGA12 izolati %99,70 benzerlik orani ile N. ninae OFN 02.72" ile yakin

iliskili ve 4 niikleotit farklihg1 gostemekte, %98,68 benzerlik ile N. alba YIM 30243"

Filogenetik soyagaci analizlerinde

ile yakin iligkili ve 19 niikleotit farklilik gostermektedir. Nocardia sp. HG39 izolati
%99,65 ve %99,52 arasinda benzerlikle N. rhamnosiphila NRRL B-24637" ve N.
flavorosea NBRC 14403 tip tiirleriyle yakin iliski gostermekte ve sirasiyla 5 ve 7
niikleotit farkliligi bulunmaktadir. Nocardia sp. AG27 izolati, N. carnea NBRC
14403" ile 16S rRNA gen bolgesi bakimindan %99.79 benzerlik ve 3 niikleotit
faklilig1 gostermektedir. %99,59 benzerlik ve 6 niikleotit farklilikla N. rhamnosiphila
NRRL B-24637" tip tiiriiyle filogenetik soy agacinda yakin konumlanmustir (Sekil
4.9, Cizelge 4.7).
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_gll_— N. muscovyensis FMNO3" (JN896617)
N. indica DRQ-2" (KM522835)

N. guangzhouensis NEAU-ZJ3" (KC417349)
N roseoviolacea subsp. carminata IFO 159037 (AB039961)
N roseoviolacea subsp. roseoviolacea IFO 14098" (AB039959)

— N. rhodomycinica NR4-ASCO07" (LC082232)
N. spiralis IFO 140977 (U48983)
Nonomuraea sp. AG16 (KX608878)

N. ceibae XMU 1107 (KX024666)

_|—_N harbinensis NEAU-yn31" (KC306503)

N. ferruginea IFO 14094 (U48845)
——— Nonomuraea flavida ex1" (JX467533)

endophytica YIM 65601 (GU367158)
{LL N. longicatena NRRL 155327 (AB018787)
N. salmonea DSM 436787 (X97892)

N. candida HMC10" (DQ285421)
N. turkmeniaca DSM 43926" (AF277201)
N. rubra DSM 43768" (AF277200)
N. zeae NEAU-ND5' (KR106591)
N. helvata IFO 14681" (U48975)
N. jabiensis A4036" (HQ157186)

N. angiospora IFO 13155" (U48843)
N. gerenzanensis ATCC 39727" (AJ582011)

N. kuesteri NRRL B-24325" (JOAMO01000718)
72| 'N. kuesteri NRRL B-24325" (JOAMO01000718)
N. maheshkhaliensis 16-5-14T (AB290014)

N. bangladeshensis 5-10-10T (AB274966)
LL N. coxensis DSM 45129 (ARBV01000098)
5

51

98

8 N. wenchangensis 2104177 (F3261959)

99'N. wenchangensis 2104177 (FJ261959)
N. recticatena IFO 14525" (U48979)
N. roseola IFO 14685" (U48980)
N. africana IFO 147457 (U48842)
N. dietziae DSM 443207 (AJ278220)
N. purpurea 1SM4-017 (LC148616)

6 N. rosea GW 12687" (FN356742)
FLEE N. shaanxiensis NEAU-st1" (KC287247)
1A N. rhizophila YIM 67092" (HM755723)
—— Nonomuraea sp. GG64 (KX608875)

N. solani CGMCC 4.7037" (jgi.1085050)
— N. thailandensis KC-061" (AB720113)

N. monospora PT708" (FJ347524)

50
[ N. syzygii GKU 164" (KF667499)
Amycolatopsis orientalis DSM 40040" (X76958)

62

94

—
0.01
Nonomuraea cinsine ait izolatlarn filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, %50’nin ilizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 igin bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak Amycolatopsis
orientalis DSM 40040" (X76958) tip tiirii kullanilmustir.

Sekil 4.10.
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Cizelge 4.8. Nonomuraea cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip
tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No izolat Kiiltiir Genbankas1 % Nt. Farki
Koleksiyon No No benzerlik
Nonomuraea sp. GG64
1 Nonomuraea rhizophila YIM 670927 HM755723  98.91 16/1463
2 Nonomuraea solani NEAU-Z6" JQO73731 98.63 20/1461
3 Nonomuraea monospora PT708" FJ347524 98.45 22/1415
4 Nonomuraea syzygii GKU 164" KF667499 98.32 24/1428
5 Nonomuraea thailandensis KC-061" AB720113 98.28 25/1457
Nonomuraea sp. AG16
1 Nonomuraea ceibae XMU 1107 KX024666  99.37 9/1437
2 Nonomuraea spiralis IFO 140977 U48983 98.37 23/1407
3 Nonomuraea endophytica YIM 656017 GU367158  98.23 26/1466
4 Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31" KC306503 98.09 28/1466
5 Nonomuraea salmonea DSM 436787 X97892 98.07 28/1449

Nonomuraea cinsine ait 41 tip tirii ile birlikte hizalanan, MG5f, 800r ve 518f
primerleriyle okutulan Nonomuraea cinsine ait izolatlarin dizileriyle, toplamda 1488
nt’lik dizi elde edilmis ve Amycolatopsis orientalis DSM 400407 (X76958) tip tiirii
dis grup olarak se¢ilmistir. Nonomuraea sp. GG64 izolat1 %98,91 benzerlik ve 16
niikleotit farkla N. rhizophila YIM 670927 tip tiiriinden, %98,63 benzerlik ve 20
niikleotit farkla N. solani NEAU-Z6' tip tiiriinden ayrilarak, farkli bir dala
yerlesmistir. Bu izolat 22 niikleotit farkliligi ve %98,45 benzerlik orami ile N.
monospora PT708" tiiriine yakinhk gosterdigi tespit edilmistir. Nonomuraea cinsine
ait oldugu belirlenen AG16 izolat1 %99,37 benzerlik oran1 ve 9 niikleotit farklilig: ile
N. ceibae XMU 110" tiiriinden, %98,23 benzerlik ve 26 niikleotit farklilig ile N.
endophytica YIM 65601 tiiriinden ayrilip farkhilasarak filogenetik dendogramda ayri
bir kiimede yer almigtir. Yine bu izolat %98,37 benzerlik orani ile N. spiralis DSM
43555 tiirii ile yakin iliskili olup 23 niikleotit farklihigi bulunmakta iken, %98,07
benzerlikle N. salmonea DSM 43678" tip tiiriine yakinlik gostermekte ve 28

niikleotit farkliligina sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10, Cizelge 4.8).
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Sekil 4.11.

67

68~ Promicromonospora sp. HG25
61[Lp alba 1C-HVI2T (KP784765)
P. kermanensis HM 533" (KJ780745)
P. umidemergens 09-Be-007" (FN293378)
P. soli NEAU-GS50" (KY352348.1)
93| Promicromonospora sp. HG38

91 'Promicromonospora sp. HG29 (MF150035)

P. endophytica EUM 273" (GU434253)
EP. aerolata V54AT (AJ487303)
55

P. xylanilytica YIM 615157 (FJ214352)
P. iranensis HM 792" (JN038073)
60 P. vindobonensis V45" (AJ487302)
P. kroppenstedtii DSM 193497 (K191170)
P. callitridis CAP 94" (GU434237.2)
74 P. sukumoe IFO 146507 (AB023375)

P. thailandica S7F-02" (AB560974)
T'_Tip. viridis NEAU-JGR1T (MF611698.1)
54

P. citrea DSM 43110 (X83808)

P. flava CC 0387" (AM992980.1)

—
0.01

Myceligenerans xiligouense XLG9A10" (AY354285)

Promicromonospora cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami. Neighbor
joining algoritmasina gore ¢izilmis agacta, %50’nin iizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Dig grup olarak
Myceligenerans xiligouense XLG9A10" (AY354285) tip tiirii kullanilmustir.
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Cizelge 4.9. Promicromonospora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin

tip tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No izolat Kiiltiir Genbankas1 % Nt. Farki
Koleksiyon No benzerlik
No

Promicromonospora sp. HG29

1 Promicromonospora soli NEAU-GS50"  KY352348 99.86 2/1443

2 Promicromonospora 09-Be-007" FN293378 99.09 12/1325
umidemergens
Promicromonospora alba V54AT AJ487303 98.96 15/1379

4 Promicromonospora HM 7927 JN038073 98.84 16/1463
aerolata

5 Promicromonospora V457 AJ487302 98.82 17/1337
karmanensis

Promicromonospora sp. HG38

1 Promicromonospora soli NEAU-GS50"  KY352348 99.86 2/1443

2 Promicromonospora 09-Be-007" FN293378 99.45 7/1275
umidemergens
Promicromonospora alba V54AT AJ487303 99.13 12/1320

4 Promicromonospora HM 7927 JNO038073 99.09 121399
aerolata

5 Promicromonospora V457 AJ487302 98.99 14/1328
karmanensis

Promicromonospora sp. HG25

1 Promicromonospora alba V54AT AJ487303 99.86 2/1444

2 Promicromonospora V45" AJ487302 99.45 8/1444
karmanensis

3 Promicromonospora 09-Be-007" FN293378 99.17 11/1327
umidemergens

4 Promicromonospora V457 AJ487302 98.88 15/1381
vindobonensis

5 Promicromonospora soli NEAU-GS50" KY352348.1  98.85 17/1482
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MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutulan, Promicromonospora cinsine ait
izolatlarin dizileriyle, 16 adet Promicromonospora cinsine ait tip tiirle birlikte
hizalanmis ve toplamda 1494 nt’lik dizi elde edilmistir. Dis grup olarak
Myceligenerans xiligouense XLG9A10" (AY354285) tip tiirii kullanilmistir. Mega
7.0 (Kimura vd, 2016) paket programinda Promicromonospora cinsine ait izolatlarin
16S rRNA gen bdlgesine ait filogenetik analizleri yapilmistir. Promicromonospora
cinsine ait HG29 izolat1 %99.86 benzerlik 2 niikleotit farklilig: ile P. soli NEAU-
GS50" ile benzerdir. Yine bu izolat %99.09 benzerlikle P. umidemergens 09-Be-
0077 ile yakin iliskili oldugu ve 12 farkli niikleotide sahip oldugu, %98.96 P. alba
V54AT ile yakin iliskili ve 15 farkl niikleotide sahip oldugu, %98.84 P.aerolata HM
792" ile komsu oldugu ve 16 niikleotit farkliligi bulundugu belirlenmistir.
Promicromonospora cinsine ait HG38 izolat1 % 99.86 benzerlik 2 niikleotit farklilig
ile P. soli NEAU-GS50" ile benzerdir. P. alba V54AT tip tiiriiyle aym kiimede
oldugu ve 12 niikleotit farkliligina sahip oldugu gdzlenmistir. Promicromonospora
cinsine ait HG25 izolat1 %99.86 benzerlik orani ve 2 niikleotid farklilig: ile P. alba
V54AT ile benzerdir. Yine bu izolat %99.45 benzerlikle P. karmanensis V45" ile
yakin iligkili oldugu ve 8 niikleotit farkliligina sahip oldugu, P. umidemergens 09-
Be-007" ile %99.17 benzerlik ve 11 niikleotit farkliligina sahip oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.11, Cizelge 4.9).
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100]

S. flava AS4.1520" (AF154128)
S. halotolerans TRM 451237 (KC295227)
gor S- phatthalungensis NRRL B-24798" (JINYW01000388)
100[L s. spinosa NRRL 18395" (AEYC01000092)
S. cebuensis SPE 10-1T (EF030715)
S. cavernae YIM C01235" (KF177334)

4100? Saccharopolyspora sp. DC11 (KX608877)
S. jiangxiensis CGMCC 4.3529" (jgi.1076308

89 J|:s halophila Y1M 905007 (DQ923129)
55 S. gloriosae YIM 60513 (EU005371)

S. hirsuta subsp. hirsuta ATCC 27875" (U93341)

100

S. hordei DSM 44065" (FN179275)

S. erythraea NRRL 23387 (AM420293)

100 S. pathumthaniensis $582" (HM067865)

100 S dendranthemae KLBMP 1305" (JQ819260)
54 S endophytica YIM 61095" (EU814512)
61'S. spongiae CMAA 14527 (KX037095)

100

100 rSaccharoponspora sp. DG79

|-Saccharopolyspora sp. DG70
S. hirsuta subsp. kobensis JCM 9109" (EU267029)

51

S. indica VRC122" (JX411621)

100 [s. shandongensis 88" (EF104116)
100L s, antimicrobica 105-00074" (EF693956)

S. rosea IMMIB L-1070" (AM992060)

S. tripterygii YIM 65359" (FJ214364)

S. subtropica T3" (KM114900)

S. rectivirgula ATCC 33515 ( X53194)
S. gijiaojingensis YIM 91168 (EF687715)

1

S. gregorii NCIMB 12823" (X76962)

—
0.01

Sekil 4.12.

L Amycolatopsis australiensis DSM 44671" (FPJG01000006)

Saccharopolyspora cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami. Neighbor
joining algoritmasina gore cizilmis agacta, %50’nin iizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak
Amycolatopsis australiensis DSM 446717 (FPJG01000006) tip tiirii
kullanilmugtir.
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Cizelge 4.10. Saccharopolyspora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin

tip tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No lzolat Kiiltiir Genbankas1 % Nt.
Koleksiyon No No benzerlik  Farki

Saccharopolyspora sp. DC11

1 Saccharopolyspora YIM 61095" EU814512 98.77 18/1463
endophytica

2 Saccharopolyspora spongiae CMAA 14527 KX037095 98.75 18/1463

3 Saccharopolyspora KLBMP 1305" JQ819260 98.47 22/1443
dendranthemae

4 Saccharopolyspora S5827 HMO067865  98.41 23/1464
pathumthaniensis

5 Saccharopolyspora YIM 653597 FJ214364 97.88 30/1416
tripterygii

Saccharopolyspora sp. DG79

1 Saccharopolyspora YIM 61095" EU814512 98.76 18/1448
endophytica

2 Saccharopolyspora KLBMP 1305" JQ819260 98.46 2211430
dendranthemae

3 Saccharopolyspora S5827 HMO067865 98.39 23/1448
pathumthaniensis

4 Saccharopolyspora YIM 653597 FJ214364 97.88 30/1416
tripterygii

5 Saccharopolyspora flava AS4.1520" AF154128 97.62 34/1426

Saccharopolyspora sp. DG70

1 Saccharopolyspora YIM 61095" EU814512 98.65 18/1409
endophytica

2 Saccharopolyspora KLBMP 1305" JQ819260 98.37 23/1409
dendranthemae

3 Saccharopolyspora S5827 HMO067865 98.30 24/1409
pathumthaniensis

4 Saccharopolyspora YIM 65359" FJ214364 97.77 31/1391
tripterygii

5 Saccharopolyspora flava AS4.1520" AF154128 97.59 34/1411
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MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutulan Saccharopolyspora cinsine ait izolatlarin
dizileriyle, 26 adet Saccharopolyspora cinsine ait tip tiir hizalanarak, toplamda 1492
nt’lik dizi elde edilmistir. Dis grup olarak Amycolatopsis orientalis DSM 446717
(FPJG01000006) tip tiirii kullanilmistir. Saccharopolyspora sp. DC11 izolat1 %98,77
benzerlik ile S. endophytica YIM 61095" tiirii ile yakinhk gostermekte ve 18
niikleotit farklihig bulunmaktadir. S. spongiae CMAA 14527 tip tiirii ile %98,75
benzerlik oran1 ve 18 niikleotit farkliligi gostermektedir. Saccharopolyspora sp.
DG79 izolat1 16S gen bolgesi bakimindan %98,76 benzerlik orani ile S. endophytica
YIM 61095 tiirii ile yakin iliski gostermekle birlikte 18 niikleotit farklilig:
bulunmaktadir. Yine bu izolat S. dendranthemae KLBMP 1305" tiirii ile %98,46
benzerlik oranmma ve 22  niikleotit farka sahip oldugu goriilmistiir.
Saccharopolyspora sp. DG70 %99,44 benzerlikle S. endophytica YIM 61095" tip
tiriiyle filogenetik soy agacinda kiime olusturmustur. DG70, DG79 ve DCI11
izolatlart S. tripterygii YIM 65359 tip tiirii ile aym kiimede yer alipp %97,77 -
%97,88 arasinda benzerlik gostermistir (Sekil 4.12, Cizelge 4.10).
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A. decaplanina DSM 44594" (AJ508237)
53 A. keratiniphila DSM 44409" (LQMT01000206)
55 A. speibonae JS72" (KF771257)
97 A. azurea DSM 43854" (ANMG01000133)
A. alba DSM 442627 (KB913032)
99 89|  A. coloradensis DSM 442257 (MQUQ01000038)

82L A. thailandensis JCM 16380 (NMQT01000085)
99 —— A australiensis DSM 446717 (FPJG01000006)

80— A mediterranei IMSNU 20056" (AJ293754)

A. jiangsuensis KLBMP 12627 (JQ819253)

A. sulphurea DSM 46092 (AF051343)
jo0r A halophila YIM 932237 (K1632509)

L A. salitolerans TRM F103" (HQ436534)

A. marina CGMCC 43568" (1076316)
100|: A. palatopharyngis 1BDZ" (AF479268)

52 A. acidiphila 2-5" (GU132436)
100[ A. bartoniae SF26" (HQ651729)

Amycolatopsis cappadoca AG28" (KX608880)

% — A helveola TT 99-32" (AB327254)

o —— A pigmentata TT00-43" (AB327253)

98— A taiwanensis 0345M-7" (DQ160215)
A. eurytherma NT202" (AJ000285)
93 A. tucumanensis ABO" (DQ886938)
57| L A thermoflava N1165" (K1421511)
A. methanolica 239" (AQUL01000001)

E A. deserti GY024" (AF453717)

99 A. endophytica KLBMP 12217 (HM153799)

L A ruanii NMG112" (HQ668524)

A. thermophila GY088" (AY129774)
A. thermalba SF45" (HQ668525)

52 A. granulosa GY307" (AF466101)
83 A. viridis GY115" (AF466095)

0.01

Sekil 4.13.

Streptomyces avermitilis DSM 464927 (AF145223)

Amycolatopsis cinsine ait izolatin filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, %50’nin tizerinde desteklenen dallanma
noktalart i¢in bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak Streptomyces
avermitilis DSM 46492" (AF145223) tip tiirii kullanilmistir.
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Cizelge 4.11. Amycolatopsis cinsine ait izolatin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip
tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No izolat Kiiltiir Genbankas1 % Nt. Farki
Koleksiyon  No benzerlik
No
Amycolatopsis sp. AG28
1 Amycolatopsis deserti GY024" AF453717 97.10 40/1377
2 Amycolatopsis taiwanensis 0345M-77 DQ160215  96.94 44/1461
3 Amycolatopsis pigmentata TT00-43" AB327253 96.88 45/1456
4 Amycolatopsis ruanii NMG112" HQ668524  96.81 46/1461
5  Amycolatopsis thermalba SF45" HQ668525  96.69 46/1392

MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutulan Amycolatopsis cinsine ait izolatin
dizisiyle, 31 adet Amycolatopsis cinsine ait tip tiirii ile birlikte hizalanmis ve dig grup
olarak Streptomyces avermitilis DSM 464927 (AF145223) tip tiirii kullanilmstir ve
toplamda 1481 nt’lik dizi elde edilmistir. Amycolatopsis sp. AG28 izolatinin 16S
rRNA gen bélgesi bakimmdan %97.10 benzerlik oran ile A. deserti GY024 " tip tiirii
ile yakin iligkili oldugu, 40 niikleotit farkliliga sahip oldugu tespit edilmistir. 16S
rRNA gen bolgesi bakimindan %96.94 benzerlik orani ile A. taiwanensis 0345M-7"
tip tlirli ile yakin iliskili oldugu ve 44 niikleotit farklilik gosterdigi belirlenmistir.
izolat A. pigmentata TT00-43" tiirii ile %96.88 benzerlik oranna ve 45 niikleotit
farkhihigina, A. ruani NMG112" tiirii ile %96.81 benzerlik oranma ve 46 niikleotit
farkliligina sahip oldugu tespit edilmistir. Filogenetik soy agacinda bu tip tiirleriyle
yakin konumda yer almistir (Sekil 4.13, Cizelge 4.11).

Izolatin tamamlanan polifazik taksonomi calismalar1 sonucu Amycolatopsis
cappadoca AG28" (DSM 104280" ve KCTC 39884") olarak literatiire

kazandirilmastir.
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1OQ|: S. mutabilis subsp. mutabilis DSM 43853 (X76966)
S. mutabilis subsp. capreolus DSM 402257 (X76965)
68| L— 5. espanaensis DSM 44229" (HE804045)

S. variisporea NRRL B-16296" (GQ917213)
S. violaceirubra NBRC 102064" (AB284261)

S. tamanrassetensis SA198" (JN036396)
S. australiensis NRRL 112397 (AF114803)
E|—— S. algeriensis NRRL B-24137" (AY054972)
S. coeruleofusca NRRL B-16115" (AF114805)
E':syringae NRRL B-16468" (JNY001000115)
S. xinjiangensis NBRC 1019117 (AB381939)
S. saharensis SA152" (FJ379333)

S. carnea NEAU-yn17" (KC195859)
—Saccharothrix sp. DN18

100— S. texasensis NRRL B-16107" (AF114815)
S. hoggarensis SA181" (HQ399564)

924|_— S. longispora NRRL B-116116" (AF114809)
98— S. yanglingensis Hhs.015" (GQ284639)

Umezawaea tangerina MK27-91F2" (AB020031)

Sekil 4.14. Saccharothrix cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, %50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalari i¢in bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak Umezawaea tangerina
MK27-91F2" (AB020031) tip tiirii kullanilmustir.
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Cizelge 4.12. Saccharothrix cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip
tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerlerleri

No izolat Kiiltiir Genbankas1 % Nt. Farki
Koleksiyon No No benzerlik

Saccharothrix sp. DN18

1  Saccharothrix texasensis NRRL B-16107" AF114815 99.59 6/1455

2 Saccharothrix espanaensis ~ DSM 442297 HE804045 98.76 18/1457

3 Saccharothrix saharensis SA152" FJ379333 98.70 19/1457

4  Saccharothrix hoggarensis ~ SA181" HQ399564  98.63 20/1457

5  Saccharothrix xinjiangensis NBRC 1019117  AB381939  98.49 22/1453

Saccharothrix cinsine ait izolatimiz ilgili primerlerle (MGS5f, 800r ve 518f)
okutularak 16S rRNA gen dizisi elde edilmistir. Dig grup olarak Umezawaea
tangerina MK27-91F2" (AB020031) tip tiirii kullanilmustir. Saccharothrix cinsi
tiyesi 17 tip tiir ile birlikte hizalanmig ve 1506 nt’lik dizi elde edilmistir.
Saccharothrix sp. DN18 izolatinin 16S rRNA gen bolgesi bakimidan %99.59
benzerlik orani ile S. texasensis NRRL B-16107" tip tiirii ile yakin iligkili olup, 6
niikleotit farklilik gosterdigi tespit edilmistir. izolat S. saharensis SA152" tiirii ile
%98.70 benzerlik oranina ve 19 niikleotit farkliligina sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayni zamanda filogenetik soy agacinda ilgili tip tiirleriyle yakin konumda yer

almakta oldugu goriilmustiir (Sekil 4.14, Cizelge 4.12).
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60 Streptomyces sp. AVY13
Streptomyces caelestis NRRL 2418 T (X80824)
Streptomyces azureus ATCC 14921 " (DF968281)
Streptomyces carpinensis NRRL B-16921 T (MUBMO01000291)
Streptomyces sp. GY15
65L Streptomyces levis NBRC 154237 (AB184670)
Streptomyces cellulosae NBRC 13027 T (AB184265)
62| Streptomyces pseudogriseolus NRRL B-3288 T (MUNG01000290)
Streptomyces werraensis NBRC 13404 T (AB184381)
Streptomyces sp. AC56
Streptomyces atrovirens NRRL B-16357 T (DQ026672)
Streptomyces malachitofuscus NBRC 13059 T (AB184282)
Streptomyces viridochromogenes NBRC 3113 " (AB184728)
100; Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316 T (AJ781321)
! Streptomyces erythrogriseus LMG 19406 T (AJ781328)
%6 89 Streptomyces sp. AVC15 (KX608886)
Streptomyces ambofaciens ATCC23877 T (CP012382)
Streptomyces sp. AG8
Streptomyces heliomycini NBRC 15899 T (AB184712)
Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 T (AJ781373)
o1 94L Streptomyces lienomycini LMG 20091 T (AJ781353)
Streptomyces pilosus NBRC 12807 T (AB184161)
E Streptomyces sp. AG24
64 Streptomyces parvulus NBRC 13193 (AB184326)
I__ Streptomyces poonensis NBRC 13485 " (AB184437)
99 Streptomyces fumigatiscleroticus NBRC 12999 " (AB184248)
Streptomyces tacrolimicus ATCC 55098 T (FN429653)
68 ——— Streptomyces griseoaurantiacus NBRC 15440 T (AB184676)
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52 Streptomyces vastus NBRC 13094 T (AB184307)
485‘_‘— Streptomyces sp. HC44 (KX608881)
Streptomyces kalpinensis TRM 46509 " (KX021818)
Streptomyces sp. KZ4

@E Streptomyces aldersoniae NRRL 18513 T (EU170123)

Streptomyces bingchenggensis BCW-1T (CP002047)
Streptomyces sparsogenes ATCC 25498 T (MAXF01000077)

92 Streptomyces sp. DG74
65 _L Streptomyces plumbiresistens CCNWHX 13-160 " (EU526954)

[Streptomyces bobili NRRL B-1338 T (MUBA01000087)

99L streptomyces galilaeus JCM 4757 T (AB045878)

Streptomyces adustus WH-9 T (LC026279)
Streptomyces davaonensis JCM 4913 T (HE971709)
Streptomyces sp. GG61 (KX608884)
Streptomyces atriruber NRRL B-24165 T (LIPN01000196)

100

81
77

3 69— Streptomyces sp. GC60
55 Streptomyces neopeptinius KNF 2047 T (EU258679)
Streptomyces bungoensis DSM 417817 (KQ948892)
Streptomyces variegatus NRRL B-16380" (AF346475)
Streptomyces curacoi DSM 40107 T (KQ948008)
Streptomyces shaanxiensis CCNWHQ 0031 T (FJ465151)
99, Streptomyces cyaneus NRRL B-2296 T (AF346475)
Streptomyces canus DSM 40017 T (KQ948708)
Streptomyces caeruleatus NRRL B-248027 (KQ948975)
Streptomyces sp. MG43
Streptomyces griseoruber NRRB-1818" (LIQS01000280)

0.005

Sekil 4.15.

Kitasatospora setae AP010968 KCTC 9793" (JF424218)

Streptomyces cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore c¢izilmis agacta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma

noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak Kitasatospora setae
KCTC 9793" (JF424218) tip tiirii kullanilmustir.
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Cizelge 4.13. Streptomyces cinsine ait izolatlarmn 16S rRNA sekansina gore en yakin tip
tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No izolat Kiiltiir Genbankas1 % Nt. Farki
Koleksiyon No No benzerlik

Streptomyces sp. HC44

Streptomyces vastus NBRC 13094" AB184307  97.24 40/1447

Streptomyces kalpinensis TRM 46509" KX021818  97.03 43/1447

Streptomyces poonensis NBRC 13485" AB184437 96.68 48/1446

Streptomyces NBRC 12247" AB184248  96.68 48/1446

fumigatiscleroticus

Streptomyces violaceus NRRL B-2867" KL569104 96.54 50/1447

Streptomyces sp. GG61

Streptomyces atriruber NRRL B-24165"  EU812169 98.83 17/1452

Streptomyces bobili JCM 46247 AB045876  98.55 21/1451

Streptomyces galilaeus JCM 47577 AB045878 98.48 22/1452

Streptomyces NBRC 12904" AB184233  98.35 24/1452

pseudovenezuelae

Streptomyces avermitilis MA-4680" BA000030 98.35 24/1452

Streptomyces sp. AVC15

Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 M27245 99.29 10/1423

Streptomyces heliomycini NBRC 15899" AB184712 99.08 13/1407

Streptomyces NBRC 3113" AB184728 99.07 13/1405

viridochromogenes

Streptomyces griseoincarnatus  LMG 19316 AJ781321 98.94 15/1409

Streptomyces erythrogriseus LMG 19406" AJ781328 98.93 15/1408

Streptomyces sp. DG74

Streptomyces plumbiresistens CNWHX13160"T  EU526954 99.29 10/1416

Streptomyces bobili NRRL B-1338" MUBAO0100 99.02 14/1435
0087

Streptomyces galilaeus JCM 47577 AB045878 98.95 15/1435

Streptomyces resistomycificus NRRLISP-5133"  JOBA01000 98.88 16/1435
220

Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 41896" MPOH0100 98.88 16/1435
0466

Streptomyces sp. GY15

Streptomyces levis NBRC 154237 AB184670 99.33 10/1432
MUBMO010

Streptomyces carpinensis NRRL B-16921" 00291 99.02 14/1443

Streptomyces werraensis NBRC 134047 AB184381 98.96 15/1445

Streptomyces viridiviolaceus NBRC 13359" AB184350 98.96 15/1443

Streptomyces asenjonii KNN 35.1b" LT621750 98.91 15/1382

Streptomyces sp. AG8

Streptomyces heliomycini NBRC 15899" AB184712 99.37 9/1448

Streptomyces rubrogriseus LMG 203187 AJ781373 99.30 10/1448

Streptomyces lienomycini LMG 200917 AJ781353 99.23 11/1438

Streptomyces coelescens DSM 404217 AF503496 99.17 12/1449

Streptomyces anthocyanicus NBRC 14892" AB184631 99.17 12/1448
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Cizelge 4.13. devamu

No Izolat Kiiltiir Genbankasi No % Nt. Farki
Koleksiyon No benzerlik
Streptomyces sp. GC60
Streptomyces neopeptinius KNF 20477 EU258679 99.35 9/1398
Streptomyces cyaneus NRRL B-2296" AF346475 99.17 12/1448
Streptomyces bungoensis DSM 417817 KQ948892 99.10 13/1448
Streptomyces variegatus NRRL B-16380"  JYJH01000110 98.96 15/1448
Streptomyces flavovariabilis NRRL B-16367"  JNXD01000071  98.96 15/1448
Streptomyces sp. AC56
Streptomyces atrovirens NRRL B-16357"  DQ026672 99.37 9/1442
Streptomyces griseoflavus LMG 193447 AJ781322 99.30 10/1442
Streptomyces azureus ATCC 149217 DF968281 99.30 10/1442
Streptomyces djakartensis NBRC 15409" AB184657 99.30 10/1435
Streptomyces cellulosae NBRC 13027" AB184265 99.23 11/1442
Streptomyces sp. AG24
Streptomyces parvulus NBRC 13193" AB184326 99.37 9/1438
Streptomyces malachitofuscus NBRC 13059" AB184282 99.23 11/1440
Streptomyces pilosus NBRC 12807" AB184161 99.16 12/1438
Streptomyces flavoviridis NBRC 127727 AB184842 99.16 12/1438
Streptomyces luteogriseus NBRC 134027 AB184379 99.15 12/1425
Streptomyces sp. MG43
Streptomyces caeruleatus NRRL B-24802"  KQ948975 99.37 9/1438
Streptomyces canus DSM 400177 KQ948708 99.23 11/1438
Streptomyces shaanxiensis CCNWHQ 00317  FJ465151 99.22 11/1420
Streptomyces griseoruber NRRL B-1818" L1QS01000280 98.88 16/1438
Streptomyces cyaneus NRRL B-2296" AF346475 98.74 18/1438
Streptomyces sp. KZ4
Streptomyces bingchenggensis ~ BCW-1" CP002047 99.39 8/1450
Streptomyces aldersoniae NRRL 18513" EU170123 99.29 10/1420
Streptomyces sparsogenes ATCC 254987 MAXF01000077  99.17 12/1447
Streptomyces cuspidosporus NBRC 123787 AB184090 99.01 14/1426
Streptomyces palmae CMU-AB204" LCO073309 98.62 20/1450
Streptomyces sp. AVY13
Streptomyces levis NBRC 154237 AB184670 99.50 7/1432
Streptomyces caelestis NRRL 24187 X80824 99.31 10/1448
Streptomyces azureus ATCC 149217 DF968281 99.24 11/1449
Streptomyces carpinensis NBRC 142147 AB184574 99.24 11/1446
Streptomyces capillispiralis NBRC 142227 AB184577 99.24 11/1442
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Streptomyces cinsine ait, 6n degerlendirme analizlerimize ve literatlirdeki
yayimlanmig ornekler dikkate alinarak, 11 izolatimizin dizileri Streptomyces cinsine
ait 66 tip tiirli ile birlikte hizalanmis ve toplamda 1490 nt’lik dizi elde edilmistir.
Kitasatospora setae KCTC 9793" (JF424218) tip tiirii dig grup olarak kullanilmistir.
Streptomyces cinsine ait bir sus olan HC44 izolati, en yakin tip tiirleri olan S. vastus
ile %97.24 (40 niikleotit farkhihig), S. kalpinensis TRM 46509" ile %97.03 (43
niikleotit farkliligi), S. poonensis NBRC 13485 ile %96.68 (48 niikleotit farklilig1)
16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi gostermektedir. Streptomyces sp. GG61 izolat1
%98.83 benzerlik ile S. atriruber NRRL B-24165" tiirii ile yakin iliski gdstermekte
ve 17 niikleotit farkliligina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu izolatin S. bobili JCM
4624 tiirii ile %98.55 benzerlik gosterdigi ve 21 niikleotit farkliligina sahip oldugu
belirlenmistir. Streptomyces sp. AVC15 ise S. ambofaciens ATCC 23877 tip tiirii ile
%99.29 (10 nt farklilik ) ve S. heliomycini NBRC 15899" tip tiirii ile %99.08
benzerlik (13 nt Lik farklilik) gostermektedir. DG74 izolati S. plumbiresistens
CNWHX13160 T ile 10 niikleotit farkliigina ve %99.29 benzerligine sahiptir.
Streptomyces sp. GY15 izolati S. levis NBRC 15423 ile %99.33 benzerlik ve 10 nt
farklilik, S. carpinensis NRRL B-16921" ile %99.02 benzerlik ve 14 nt farklilik
gostererek filogenetik soy agacinda ayni kiimede yer almistir. Soy agacinda verilen
diger Streptomyces izolatlarimizindan AG8, GC60, AC56, AG24, MG43, KZ4 ve
AVY13 soy agacinda konumlandiklari ilgili en yakin tip tiirleriyle (S. heliomycini
NBRC 15899', Streptomyces neopeptinius KNF 2047', Streptomyces atrovirens
NRRL B-16357", Streptomyces caeruleatus NRRL B-24802', Streptomyces
bingchenggensis BCW-1", Streptomyces levis NBRC 15423") %99,3 ile 99,5
benzerlik ve sirasiyla 9 ile 7 niikleotit farkliliklar1 gosterdikleri belirlenmistir (Sekil
4.15, Cizelge 4.13).
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4.5. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB Sekans Verilerinin Analizi ve Filogenetik
Dendrogram Olusturulmasi

Streptomyces cinsine ait izolatlarin ve tip tiirlerinin toplu hizalamasi yapilmis ve
filogenetik analizleri gerceklestirilmistir. Test organizmalar1 ve ilgili cinslerin tip
tiirlerinin dizi analizine baglh filogenetik dendrogramlart Neighbor-joining (Saitou ve
Nei, 1987) algoritmasi kullanilarak  olusturulmustur.  Neighbour-joining
algoritmasinda filogenetik uzaklik matriksi olarak p-distance metodu uygulanmistir
(Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler i¢in olusturulan filogenetik agaclarin
bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak Mega 7.0’de (Kimura vd, 2016) ve niikleotit
farkliig@r  ¢izelgeleri Phydit 3.1 (Chun, 2001) paket programlarinda
gerceklestirilmistir. Streptomyces cinsine ait test organizmalarinin filogenetik
dendrograminda Kitasatospora setae KCTC 9793" dis grup olarak kullamilmustr.
atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB dizileme analizleri sonucu Neighbour-joining
matriksiyle olusturulan filogenetik agaglar Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18’de, atpD, gyrB,
recA, rpoB ve trpB dizileme benzerlikleri ve niikleotit farkliliklar1 Cizelge 4.14 -
4.18, 20-24, 26-30°’da, atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB birlestirilmis dizileme
analizlerine gore olusturulan filogenetik uzaklik matrixleri Cizelge 4.19, 4.25 ve
4.31°de verilmistir.

Streptomyces sp. HC44 izolat1 atpD gen bolgesi bakimindan incelendiginde,
%97.18 dizi benzerlik orani 14 niikleotit farklilig: ile S. vastus NRRL B-12232" tip
tird ile yakin iligkili olup, %97.78 dizi benzerlik oran1 11 niikleotit farklilig1 ile S.
cinereus NRRL B-2909" tip tiirii ile yakin iligkili oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.16)

gryB gen bolgesi bakimindan Streptomyces sp. HC44 izolati %98.53 dizi
benzerlik oran1 6 niikleotit farkliligi ile S. vastus NRRL B-12232 tip tiirii ile yakin
iligkili olup, %98.04 dizi benzerlik oran1 8 niikleotit farklilig: ile S. cinereus NRRL
B-2909" tip tiirdi ile yakin iligkili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.17).

recA gen bolgesi bakimindan Streptomyces sp. HC44 izolati %97.62 dizi
benzerlik orani 12 niikleotit farkliligr ile S. hygroscopicus subsp. hygroscopicustip
CGMCC 4.1527" tiirii ile yakin iliskili olup, %97.82 dizi benzerlik oran1 11 niikleotit
farkhihg ile S. prasinopilosus NRRL F-4655" tip tiirii ile yakin iligkili oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.18).

90



rpoB gen bolgesi bakimindan Streptomyces sp. HC44 izolati %95.93 dizi
benzerlik orani 22 niikleotit farklilig: ile S. poonensis NRRL B-2951" tiirii ile yakin
iliskili olup, %95.56 dizi benzerlik oran1 24 niikleotit farklilig: ile S. prasinopilosus
NRRL F-4655" tip tiirii ile yakin iliskili oldugu belirlenmistir.

trpB gen bolgesi bakimindan Streptomyces sp. HC44 izolatt %95.80 dizi
benzerlik orani 24 niikleotit farklilig: ile S. flaveus NRRL B-16074" tiirii ile yakin
iliskili olup, %95.62 dizi benzerlik orani1 25 niikleotit farklilig: ile S. spiralis NRRL
B-16922" tip tiirii ile yakin iliskili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.19).

atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB sekans analizlerine bagli filogenetik uzaklik
matriksi Streptomyces sp. HC44 izolat1 ve 12 tip tiirli arasindaki Mega 7.0 programi1
(Kimura vd, 2016) kullanilarak olusturulmustur. Uzaklik matriks sonuglari Cizelge
4.20°de verilmistir. Streptomyces sp. HC44 izolat1 yakin iliskili oldugu S. vastus
NRRL B-12232" tip tiirii ile 0.043 filogenetik uzakhk degerlerine, S. flaveus NRRL
B-16074" tip tiirii ile 0,030 filogenetik uzakhk degerlerine sahip oldugu tespit

edilmistir.

100 S. cinereus NRRL B-2909" (KT384513)

75 S. flaveus NRRL B-16074" (KT384551)

100 S. vastus NRRL B-12232" (KU323834)

96 — Streptomyces sp. HC44 (KX608881)
S. roseoviolaceus NRRL B-12177" (KT384710)

100 30{ S. purpurascens NRRL B-12230" (KT384696)
99 S. hawaiiensis DSM 40042" (KT844509)

S. spiralis NRRL B-16922" (KT384726)
75‘_,— S. fumigatiscleroticus NRRL B-3856" (KJ137024)
96 S. prasinopilosus NRRL F-4655" (KP343799)

S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.1527" (HQ244473.

S. poonensis NRRL B-2951" (KT384689)
Kitasatospora setae KCTC 9793" (JF424218)

0.5

Sekil 4.16. Streptomyces sp. HC44 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB
birlestirilmis dizileme analizleri Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 1000
tekrarlt uygulanan bootstrap degeri %50 ve ilizerinde olan nodlar verilmistir.
Niikleotit pozisyon degisimi %0,5’dir.
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Cizelge 4.14. Streptomyces sp. HC44 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki atpD gen bdlgesinin niikleotit sayis1 farkliliklart ve dizi
benzerlik % degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 --- 14/496 61/496 35/496 59/496 46/496 48/495 53/496 11/496 38/495 9/496 61/496
2 97.18 = 59/496 35/496 58/496 52/496 42/495 53/496 9/496 38/495 6/496 57/496
3 87.70 88.10 - 50/496 36/496 22/496 49/495 25/496 53/496 50/495 56/496 10/496
4 92.94 92.94 89.92 --- 51/496 45/496 48/495 50/496 34/496 4/495 32/496 52/496
5 88.10 88.31 92.74 89.72 --- 41/496 59/495 37/496 55/496 51/495 58/496 42/496
6 90.73 89.52 95.56 90.93 91.73 --- 50/495 19/496 471496 46/495 471496 23/496
7 90.30 91.52 90.10 90.30 88.08 89.90 --- 49/495 41/495 49/495 42/495 50/495
8 89.31 89.31 94.96 89.92 92.54 96.17 90.10 --- 50/496 51/495 52/496 23/496
9 97.78 98.19 89.31 93.15 88.91 90.52 91.72 89.92 --- 35/495 6/496 53/496
10 92.32 92.32 89.90 99.19 89.70 90.71 90.10 89.70 92.93 --- 35/495 52/495
11 98.19 98.79 88.71 93.55 88.31 90.52 91.52 89.52 98.79 92.93 --- 56/496
12 87.70 88.51 97.98 89.52 91.53 95.36 89.90 95.36 89.31 89.49 88.71 ---

c6

1. Streptomyces sp. HC44, 2. S. vastus NRRL B-12232", 3. S. fumigatiscleroticus NRRL B-3856", 4. S. purpurascens NRRL B-12230", 5. S. poonensis NRRL B-2951", 6. S.
roseoviolaceus NRRL B-12177", 7. S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.15277, 8. S. spiralis NRRL B-16922", 9. S. cinereus NRRL B-2909", 10. S.
hawaiiensis DSM 400427, 11. S. flaveus NRRL B-16074", 12. S. prasinopilosus NRRL F-4655"
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Cizelge 4.15. Streptomyces sp. HC44 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki gryB gen bdolgesinin niikleotit sayis1 farkliliklart ve dizi
benzerlik % degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 === 6/408 48/408 27/408 68/378 21/408 76/376 44/408 8/408 20/408 8/408 40/408
2 98.53 m—- 49/408 28/408 68/378 22/408 78/376 44/408 6/408 21/408 6/408 41/408
3 88.24 87.99 --- 52/408 56/378 47/408 65/376 44/408 48/408 49/408 48/408 36/408
4 93.38 93.14 87.25 --- 69/378 14/408 74/376 47/408 29/408 19/408 28/408 47/408
5 82.01 82.01 85.19 81.75 --- 63/378 61/376 63/378 68/378 66/378 68/378 61/378
6 94.85 94.61 88.48 96.57 83.33 --- 73/376 42/408 21/408 16/408 20/408 39/408
7 79.79 79.26 82.71 80.32 83.78 80.59 -—- 64/376 78/376 73/376 78/376 82/376
8 89.22 89.22 89.22 88.48 83.33 89.71 82.98 --- 43/408 39/408 43/408 51/408
9 98.04 98.53 88.24 92.89 82.01 94.85 79.26 89.46 -—- 22/408 4/408 40/408
10 95.10 94.85 87.99 95.34 82.54 96.08 80.59 90.44 94.61 --- 21/408 37/408
11 98.04 98.53 88.24 93.14 82.01 95.10 79.26 89.46 99.02 94.85 --- 40/408
12 90.20 89.95 91.18 88.48 83.86 90.44 78.19 87.50 90.20 90.93 90.20 ---

1. Streptomyces sp. HC44, 2. S. vastus NRRL B-12232", 3. S. fumigatiscleroticus NRRL B-3856', 4. S. purpurascens NRRL B-12230", 5. S. poonensis NRRL B-2951", 6. S.
roseoviolaceus NRRL B-12177", 7. S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.15277, 8. S. spiralis NRRL B-169227, 9. S. cinereus NRRL B-2909', 10. S.
hawaiiensis DSM 400427, 11. S. flaveus NRRL B-16074", 12. S. prasinopilosus NRRL F-4655"
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Cizelge 4.16. Streptomyces sp. HC44 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki recA gen bdolgesinin niikleotit sayisit farkliliklar1 ve dizi
benzerlik % degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 === 26/504 34/504 36/504 50/504 25/504 12/504 56/504 38/504 35/504 34/504 11/504
2 94.84 F- 20/504 24/504 46/504 24/504 28/504 53/504 26/504 30/504 30/504 27/504
3 93.25 96.03 --- 27/504 54/504 29/504 34/504 58/504 25/504 31/504 33/504 33/504
4 92.86 95.24 94.64 --- 57/504 29/504 35/504 57/504 14/504 34/504 43/504 34/504
5 90.08 90.87 89.29 88.69 --- 42/504 50/504 51/504 54/504 54/504 56/504 49/504
6 95.04 95.24 94.25 94.25 91.67 --- 24/504 50/504 31/504 31/504 36/504 23/504
7 97.62 94.44 93.25 93.06 90.08 95.24 --- 59/504 38/504 35/504 37/504 1/504
8 88.89 89.48 88.49 88.69 89.88 90.08 88.29 -—- 59/504 58/504 53/504 58/504
9 92.46 94.84 95.04 97.22 89.29 93.85 92.46 88.29 --- 34/504 43/504 37/504
10 93.06 94.05 93.85 93.25 89.29 93.85 93.06 88.49 93.25 --- 38/504 34/504
11 93.25 94.05 93.45 91.47 88.89 92.86 92.66 89.48 91.47 92.46 --- 36/504
12 97.82 94.64 93.45 93.25 90.28 95.44 99.80 88.49 92.66 93.25 92.86 ---

1. Streptomyces sp. HC44, 2. S. vastus NRRL B-12232", 3. S. fumigatiscleroticus NRRL B-3856', 4. S. purpurascens NRRL B-12230", 5. S. poonensis NRRL B-2951", 6. S.
roseoviolaceus NRRL B-12177", 7. S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.15277, 8. S. spiralis NRRL B-169227, 9. S. cinereus NRRL B-2909', 10. S.
hawaiiensis DSM 400427, 11. S. flaveus NRRL B-16074", 12. S. prasinopilosus NRRL F-4655"
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Cizelge 4.17. Streptomyces sp. HC44 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki rpoB gen bolgesinin niikleotit sayis1 farkliliklar1 ve dizi
benzerlik % degerleri

1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 --- 27/540 56/540 58/540 24/540 74/540 68/540 56/540 58/540 55/540 58/540 22/540
2 95.00 --- 56/540 53/540 7/540 73/540 69/540 59/540 55/540 54/540 55/540 7/540
3 89.63 89.63 --- 28/540 54/540 58/540 65/540 19/540 28/540 27/540 28/540 54/540
4 89.26 90.19 94.81 --- 51/540 67/540 69/540 29/540 25/540 13/540 6/540 51/540
5 95.56 98.70 90.00 90.56 --- 69/540 70/540 57/540 53/540 50/540 53/540 2/540
6 86.30 86.48 89.26 87.59 87.22 --- 61/540 63/540 63/540 65/540 67/540 69/540
7 87.41 87.22 87.96 87.22 87.04 88.70 --- 68/540 69/540 70/540 69/540 70/540
8 89.63 89.07 96.48 94.63 89.44 88.33 87.41 --- 24/540 30/540 31/540 57/540
9 89.26 89.81 94.81 95.37 90.19 88.33 87.22 95.56 --- 30/540 29/540 53/540
10 89.81 90.00 95.00 97.59 90.74 87.96 87.04 94.44 94.44 --- 9/540 50/540
11 89.26 89.81 94.81 98.89 90.19 87.59 87.22 94.26 94.63 98.33 --- 53/540
12 95.93 98.70 90.00 90.56 99.63 87.22 87.04 89.44 90.19 90.74 90.19 ---

1. Streptomyces sp. HC44, 2. S. vastus NRRL B-12232", 3. S. fumigatiscleroticus NRRL B-3856", 4. S. purpurascens NRRL B-12230", 5. S. poonensis NRRL B-2951", 6. S.
roseoviolaceus NRRL B-12177", 7. S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.15277, 8. S. spiralis NRRL B-16922", 9. S. cinereus NRRL B-2909", 10. S.
hawaiiensis DSM 400427, 11. S. flaveus NRRL B-16074", 12. S. prasinopilosus NRRL F-4655"



Cizelge 4.18 Streptomyces sp. HC44 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki trpB gen bdlgesinin niikleotit sayis1 farkliliklari ve dizi benzerlik
% degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 -5 32/571 57/571 42/571 66/571 40/571 90/567 25/571 47/571 51/571 24/571 50/561
2 94.40 = 63/571 52/571 74/571 51/571 93/567 21/571 58/571 61/571 18/571 57/561
3 90.02 88.97 === 44/571 49/571 40/571 72/567 65/571 38/571 40/571 62/571 40/561
4 92.64 90.89 92.29 --- 66/571 6/571 88/567 47/571 38/571 50/571 47/571 35/561
5 88.44 87.04 91.42 88.44 --- 63/571 78/567 73/571 57/571 60/571 72/571 56/561
6 92.99 91.07 92.99 98.95 88.97 --- 82/567 45/571 32/571 48/571 45/571 33/561
7 84.13 83.60 87.30 84.48 86.24 85.54 -—- 91/567 79/567 79/567 92/567 84/561
8 95.62 96.32 88.62 91.77 87.22 92.12 83.95 --- 52/571 63/571 8/571 54/561
9 91.77 89.84 93.35 93.35 90.02 94.40 86.07 90.89 -—- 43/571 50/571 39/561
10 91.07 89.32 92.99 91.24 89.49 91.59 86.07 88.97 92.47 --- 60/571 46/561
11 95.80 96.85 89.14 91.77 87.39 92.12 83.77 98.60 91.24 89.49 --- 52/561
12 91.09 89.84 92.87 93.76 90.02 94.12 85.03 90.37 93.05 91.80 90.73 ---

& 1. Streptomyces sp. HC44, 2. S. vastus NRRL B-12232", 3. S. fumigatiscleroticus NRRL B-3856", 4. S. purpurascens NRRL B-12230", 5. S. poonensis NRRL B-2951", 6. S.
roseoviolaceus NRRL B-12177", 7. S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.15277, 8. S. spiralis NRRL B-16922", 9. S. cinereus NRRL B-2909", 10. S.
hawaiiensis DSM 400427, 11. S. flaveus NRRL B-16074", 12. S. prasinopilosus NRRL F-4655"
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Cizelge 4.19. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB birlestirilmis dizileme analizlerine gore Streptomyces sp. HC44 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri
arasindaki uzaklik matriks degeri

3 2 &
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@ 2 3 < g 2 35 £ 5§ 3 2 ]
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1  Streptomyces sp. HC44

2  S.vastus 0,043

3 S.fumigatiscleroticus 0,109 0,105

4 S.purpurascens 0,084 0,081 0,083

5 S.poonensis 0,140 0,141 0,110 0,137

6  S.roseoviolaceus 0,081 0,086 0,068 0,041 0,121

7 S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus 0,151 0,149 0,137 0,150 0,137 0,144

8  S.spiralis 0,100 0,104 0,065 0,083 0,120 0,065 0,141

9  S.cinereus 0,033 0,029 0,209 0,082 0,140 0,080 0,151 0,101

10 S. hawaiiensis 0,086 0,083 0,079 0,035 0,128 0,057 0,149 0,081 0,084

11 S.flaveus 0,030 0,026 0,208 0,081 0,240 0,079 0,152 0,101 0,009 0,082

12 S. prasinopilosus 0,105 0,105 0,060 0,092 0,124 0,074 0,248 0,076 0,106 0,089 0,105 -

1. Streptomyces sp. HC44, 2. S. vastus NRRL B-12232", 3. S. fumigatiscleroticus NRRL B-3856', 4. S. purpurascens NRRL B-12230", 5. S. poonensis NRRL B-2951", 6. S.
roseoviolaceus NRRL B-12177", 7. S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.15277, 8. S. spiralis NRRL B-16922", 9. S. cinereus NRRL B-2909', 10. S.
hawaiiensis DSM 400427, 11. S. flaveus NRRL B-16074", 12. S. prasinopilosus NRRL F-4655"



Streptomyces sp. AVC15 izolat1 atpD gen bolgesi bakimindan incelendiginde,
%99.19 dizi benzerlik oran1 4 niikleotit farkliligi ile S. erythrogriseus NRRL B-
3808 tiirii ile yakin iligkili olup, % 98.99 dizi benzerlik orani 5 niikleotit farkliligi ile
S. griseoincarnatus NRRL B-5313" tip tlirdi ile yakin iliskili oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.20).

gryB gen bolgesi bakimindan AVCI15 izolat1 %97.55 dizi benzerlik oran1 10
niikleotit farklilig1 ile S. ambofaciens NRRL B-2516" tip tiirii ile yakin iliskili olup,
%96.81 dizi benzerlik oran1 13 niikleotit farkliligi ile S. diastaticus NRRL B-1773"
tip tiirii ile yakin iligkili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.21).

recA gen bolgesi bakimindan AVCI5 izolat1 %95.44 dizi benzerlik oran1 23
niikleotit farklihg1 ile S. griseoincarnatus NRRL B-5313" tiirii ile yakin iliskili olup,
9%95.44 dizi benzerlik orami 23 niikleotit farklihg: ile S. labedae NRRL B-5616" tip
tirti ile yakin iliskili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.22).

rpoB gen bolgesi bakimindan AVC15 izolat1 %97.96 dizi benzerlik orani 11
niikleotit farklihig1 ile S. flaveolus NRRL B-1334" tiirii ile yakin iliskili olup, %95.74
dizi benzerlik oram 23 niikleotit farkliligs ile S. griseoflavus NRRL B-5312 tip tiirii
ile yakin iligkili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.23).

trpB gen bolgesi bakimindan AVCI1S5 izolat1 %96.32 dizi benzerlik orani 21
niikleotit farklilig: ile S. flaveolus NRRL B-1334" tip tiirii ile yakm iliskili olup,
%95.97 dizi benzerlik oram 23 niikleotit farklilig: ile S. labedae NRRL B-5616" tip
tirti ile yakin iliskili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.24).

atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB sekans analizlerine bagh filogenetik uzaklik
matriksi Streptomyces sp. AVCI15 izolat1 ve 18 tip tiiri arasindaki Mega 7.0 paket
programi (Kimura vd, 2016) kullanilarak olusturulmustur. Uzaklik matriks sonuglari
Cizelge 4.25’te verilmistir. Streptomyces sp. AVC15 izolat1 yakin iligkili oldugu S.
ambofaciens NRRL B-2516" tip tiirii ile 0.042 filogenetik uzakhk degerlerine, S.
diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773" tip tiirii ile 0,044 filogenetik uzaklik

degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir.
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S. ambofaciens NRRL B-2516" (KT389131)
S. labedae NRRL B-5616" (KT389282)
Streptomyces sp. AVC15 (KX608886)
S. flaveolus NRRL B-1334" (KT389219)
S. atrovirens NRRL B-16357" (KT389142)
S. paradoxus NBRC 148877 (KT389282)
S. griseorubens NRRL B-3982" (KT389252)
S. althioticus NRRL B-3981" (KT389129)
S. erythrogriseus NRRL B-3808" (KT389211)
100l S- griseoincarnatus NRRL B-5313" (KT389249)
S. variabilis NRRL B-3984" (KT389412)
S. viridochromogenes NRRL B-1511" (KT389425)
] S.collinus NRRL B-5412" (KT389198)
100_|j S. coeruleorubidus NRRL B-2569" (KT389197)
100 S. lienomycini NRRL B-1637" (KT389291)

97 S. coelicoflavus NRRL B-16363" (KT389193)
5&|E S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773" (KT389203)

61

100
95

~
a1

S. griseoflavus NRRL B-5312" (KT389247)
Kitasatospora setae KCTC 97937 (JF424218)

05

Sekil 4.17. Streptomyces sp. AVC15 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB
birlestirilmis dizileme analizleri Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 1000
tekrarli uygulanan bootstrap degeri %50 ve iizerinde olan nodlar verilmistir.
Niikleotit pozisyon degisimi %0,5’dir.
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Cizelge 4.20. Streptomyces sp. AVCI15 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki atpD gen bolgesinin niikleotit sayis1 farkliliklar1 ve dizi
benzerlik % degerleri

00T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 15/496  4/496 5/496 5/496 5/496  13/496  6/496  13/496 13/496 46/496 53/496 12/496  12/496 15/496  6/496  15/496  45/496
2 96.98 17/496  16/496 16/496 16/496  22/496 17/496 22/496  6/496  51/496 64/496  5/496 5/496  24/496  15/496  2/496  52/496
3 99.19  96.57 1/496 1/496 1/496  13/496  2/496  11/496 15/496  48/496 53/496  14/496  12/496  11/496  4/496  17/496  47/496
4 98.99  96.77 99.80 0/496 0/496  12/496  1/496  10/496 14/496 49/496 54/496 13/496 13/496 12/496  3/496  16/496  48/496
5 98.99  96.77 99.80  100.00 0/496  12/496  1/496  10/496  14/496  49/496 54/496 13/496  13/496 12/496  3/496  16/496  48/496
6 98.99  96.77 99.80  100.00 100.00 --- 12/496  1/496  10/496  14/496 49/496 54/496  13/496  13/496 12/496  3/496  16/496  48/496
7 97.38  95.56 97.38 97.58 97.58 97.58 --- 13/496  18/496 18/496  44/496 50/496 19/496 19/496 16/496  15/496  20/496  45/496
8 98.79  96.57 99.60 99.80 99.80 99.80 97.38 --= 11/496  15/496 50/496 54/496  14/496  14/496 13/496  2/496  17/496  49/496
9 97.38  95.56 97.78 97.98 97.98 97.98 96.37 97.78 --- 20/496  51/496 55/496  21/496  23/496  8/496 9/496  20/496  52/496
10 9738 98.79 96.98 97.18 97.18 97.18 96.37 96.98 95.97 --= 47/496  62/496  1/496 5/496  22/496  15/496  4/496  48/496
11 90.73  89.72 90.32 90.12 90.12 90.12 91.13 89.92 89.72 90.52 --- 28/496  48/496  46/496  45/496 52/496  49/496  6/496
12 8931 87.10 89.31 89.11 89.11 89.11 89.92 89.11 88.91 87.50 94.35 --= 63/496  59/496 53/496 56/496  62/496  28/496
13 9758 98.99 97.18 97.38 97.38 97.38 96.17 97.18 95.77 99.80 90.32 87.30 --- 4/496  23/496  14/496  5/496  49/496
14 9758  98.99 97.58 97.38 97.38 97.38 96.17 97.18 95.36 98.99 90.73 88.10 99.19 --= 21/496  16/496  5/496  47/496
15 9698 95.16 97.78 97.58 97.58 97.58 96.77 97.38 98.39 95.56 90.93 89.31 95.36 95.77 15/496  22/496  48/496
16 9879  96.98 99.19 99.40 99.40 99.40 96.98 99.60 98.19 96.98 89.52 88.71 97.18 96.77 96.98 15/496  51/496
17 96.98 99.60 96.57 96.77 96.77 96.77 95.97 96.57 95.97 99.19 90.12 87.50 98.99 98.99 95.56 96.98 50/496
18 9093 89.52 90.52 90.32 90.32 90.32 90.93 90.12 89.52 90.32 98.79 94.35 90.12 90.52 90.32 89.72 89.92

1. Streptomyces sp. AVC15, 2. S. ambofaciens NRRL B-2516", 3. S. erythrogriseus NRRL B-3808", 4. S. griseoincarnatus NRRL B-5313", 5. S. labedae NRRL B-5616",6. S. variabilis NRRL
B-3984", 7. S. viridochromogenes NRRL B-15117, 8. S. althioticus NRRL B-3981",9. S. atrovirens NRRL B-16357",10. S. coelicoflavus NRRL B-16363", 11. S. coeruleorubidus NRRL B-
25697,12. S. collinus NRRL B-54127, 13. S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773",14. S. flaveolus NRRL B-1334", 15. S. griseoflavus NRRL B-5312", 16. S. griseorubens NRRL B-
39827,17. S. paradoxus NBRC 148877,18. S. lienomycin NRRL B-1637"



Cizelge 4.21. Streptomyces sp. AVCI15 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki gryB gen bolgesinin niikleotit sayis1 farkliliklar1 ve dizi
benzerlik % degerleri

T0T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 10/408  31/408 32/408 46/408 32/408 50/408 30/408 26/408 18/408 43/408 43/408 13/408 61/408 60/405 44/408  22/408  40/408
2 97.55 28/408 29/408 49/408 29/408 47/408 29/408 29/408 12/408 42/408 40/408 11/408 58/408 61/405 47/408  17/408  37/408
3 9240 93.14 1/408  58/408  1/408  47/408  7/408  29/408 28/408 51/408 49/408 36/408 65/408 66/405 52/408  35/408  41/408
4 92.16  92.89 99.75 59/408  0/408  48/408  8/408  30/408 29/408 52/408 50/408 37/408 66/408 67/405 53/408 36/408  42/408
5 88.73  87.99 85.78 85.54 59/408  45/408 58/408 51/408 51/408 45/408 31/408 51/408 76/408 57/405 44/408 52/408  42/408
6 92.16  92.89 99.75 100.00  85.54 --- 48/408  8/408  30/408 29/408 52/408 50/408 37/408 66/408 67/405 53/408 36/408 42/408
7 87.75  88.48 88.48 88.24 88.97 88.24 --- 48/408  49/408 55/408 37/408 43/408 51/408 63/408 52/405 37/408 55/408  37/408
8 92.65 92.89 98.28 98.04 85.78 98.04 88.24 --- 28/408 31/408 53/408 53/408 37/408 68/408  70/405 54/408 36/408  46/408
9 93.63  92.89 92.89 92.65 87.50 92.65 87.99 93.14 --- 33/408 41/408 49/408 33/408 67/408 69/405 45/408  32/408  40/408
10 9559 97.06 93.14 92.89 87.50 92.89 86.52 92.40 9191 --- 47/408  46/408  13/408 65/408 58/405 49/408  12/408  41/408
11 8946  89.71 87.50 87.25 88.97 87.25 90.93 87.01 89.95 88.48 --- 44/408  46/408  74/408 63/405 48/408  46/408  38/408
12 89.46  90.20 87.99 87.75 92.40 87.75 89.46 87.01 87.99 88.73 89.22 --- 46/408 67/408 62/405  44/408 47/408  18/408
13 96.81 97.30 91.18 90.93 87.50 90.93 87.50 90.93 91.91 96.81 88.73 88.73 --- 62/408  61/405 49/408 18/408  41/408
14 85.05 85.78 84.07 83.82 81.37 83.82 84.56 83.33 83.58 84.07 81.86 83.58 84.80 --- 59/411  64/408 68/408  61/408
15 8519 8494 83.70 83.46 85.93 83.46 87.16 82.72 82.96 85.68 84.44 84.69 84.94 85.64 61/405 63/405 53/405
16 89.22  88.48 87.25 87.01 89.22 87.01 90.93 86.76 88.97 87.99 88.24 89.22 87.99 84.31 84.94 54/408  38/408
17 9461 9583 91.42 91.18 87.25 91.18 86.52 91.18 92.16 97.06 88.73 88.48 95.59 83.33 84.44 86.76 42/408
18 90.20 90.93 89.95 89.71 89.71 89.71 90.93 88.73 90.20 89.95 90.69 95.59 89.95 85.05 86.91 90.69 89.71

1. Streptomyces sp. AVC15, 2. S. ambofaciens NRRL B-2516", 3. S. erythrogriseus NRRL B-3808", 4. S. griseoincarnatus NRRL B-5313", 5. S. labedae NRRL B-5616",6. S. variabilis NRRL
B-3984", 7. S. viridochromogenes NRRL B-15117, 8. S. althioticus NRRL B-3981",9. S. atrovirens NRRL B-16357",10. S. coelicoflavus NRRL B-16363", 11. S. coeruleorubidus NRRL B-
2569",12. S. collinus NRRL B-54127, 13. S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773",14. S. flaveolus NRRL B-1334", 15. S. griseoflavus NRRL B-5312", 16. S. griseorubens NRRL B-
39827,17. S. paradoxus NBRC 148877,18. S. lienomycin NRRL B-1637"



Cizelge 4.22. Streptomyces sp. AVCI15 izolati ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki recA gen boélgesinin niikleotit sayis1 farkliliklar1 ve dizi
benzerlik % degerleri

c0T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 24/504  24/504  23/504 34/504 23/504 31/504 24/504 23/504 28/504 38/504 28/504 28/504 25/504 56/504 24/504  28/504  33/504
2 95.24 24/504  23/504 25/504 23/504 22/504 23/504 22/504 23/504 32/504 22/504 23/504 18/504 51/504 23/504 25/504  25/504
3 95.24 9524 1/504  28/504  1/504  19/504  4/504  14/504 22/504 21/504  22/504  23/504 22/504 42/504  4/504  24/504  21/504
4 95.44  95.44 99.80 27/504  0/504  18/504  3/504  13/504 21/504 20/504 21/504 22/504 21/504  43/504  3/504  23/504  20/504
5 93.25 95.04 94.44 94.64 27/504  23/504 28/504 21/504 22/504  32/504 28/504 24/504 25/504 58/504  28/504 28/504  27/504
6 95.44  95.44 99.80 100.00 94.64 --- 18/504  3/504  13/504 21/504 20/504 21/504 22/504 21/504  43/504  3/504  23/504  20/504
7 93.85 95.63 96.23 96.43 95.44 96.43 --- 19/504 16/504 22/504 26/504 20/504 23/504 22/504 46/504  19/504  28/504  22/504
8 9524  95.44 99.21 99.40 94.44 99.40 96.23 --- 14/504  23/504  19/504 20/504 23/504 22/504 46/504  0/504  25/504  21/504
9 95.44 9563 97.22 97.42 95.83 97.42 96.83 97.22 --- 12/504  22/504 20/504 17/504 16/504 51/504 14/504  20/504  19/504
10 9444 9544 95.63 95.83 95.63 95.83 95.63 95.44 97.62 --- 26/504  20/504 12/504  14/504  53/504  23/504 15/504  19/504
11 9246  93.65 95.83 96.03 93.65 96.03 94.84 96.23 95.63 94.84 --- 19/504  30/504  26/504 51/504 19/504  33/504  12/504
12 9444  95.63 95.63 95.83 94.44 95.83 96.03 96.03 96.03 96.03 96.23 --- 24/504  23/504 50/504 20/504  28/504  11/504
13 9444 9544 95.44 95.63 95.24 95.63 95.44 95.44 96.63 97.62 94.05 95.24 --- 11/504  56/504  23/504  13/504  24/504
14 95.04 96.43 95.63 95.83 95.04 95.83 95.63 95.63 96.83 97.22 94.84 95.44 97.82 --- 49/504  22/504 18/504  23/504
15 88.89 89.88 91.67 91.47 88.49 91.47 90.87 90.87 89.88 89.48 89.88 90.08 88.89 90.28 46/504  58/504  49/504
16 9524 9544 99.21 99.40 94.44 99.40 96.23  100.00 97.22 95.44 96.23 96.03 95.44 95.63 90.87 25/504  21/504
17 9444 9504 95.24 95.44 94.44 95.44 94.44 95.04 96.03 97.02 93.45 94.44 97.42 96.43 88.49 95.04 27/504
18 9345 95.04 95.83 96.03 94.64 96.03 95.63 95.83 96.23 96.23 97.62 97.82 95.24 95.44 90.28 95.83 94.64

1. Streptomyces sp. AVC15, 2. S. ambofaciens NRRL B-2516", 3. S. erythrogriseus NRRL B-3808", 4. S. griseoincarnatus NRRL B-5313", 5. S. labedae NRRL B-5616",6. S. variabilis NRRL
B-3984", 7. S. viridochromogenes NRRL B-15117, 8. S. althioticus NRRL B-3981",9. S. atrovirens NRRL B-16357",10. S. coelicoflavus NRRL B-16363", 11. S. coeruleorubidus NRRL B-
2569",12. S. collinus NRRL B-54127, 13. S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773",14. S. flaveolus NRRL B-1334", 15. S. griseoflavus NRRL B-5312", 16. S. griseorubens NRRL B-
39827,17. S. paradoxus NBRC 148877,18. S. lienomycin NRRL B-1637"
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Cizelge 4.23. Streptomyces sp. AVCI15 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki rpoB gen boélgesinin niikleotit sayis1 farkliliklar1 ve dizi
benzerlik % degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 29/540  31/540 32/540 41/540 32/540 40/540 33/540 27/540 24/540 42/540 54/540 32/540 11/540 23/540 32/540  24/540  43/540
2 9463 31/540 32/540 38/540 32/540 29/540  33/540 25/540 10/540 49/540 59/540 19/540 28/540 25/540 32/540  15/540  48/540
3 9426 94.26 1/540  37/540  1/540  37/540  6/540  21/540 29/540 43/540 58/540 29/540 29/540 14/540  5/540  29/540  42/540
4 9407 94.07 99.81 38/540  0/540  38/540  7/540  22/540 30/540 44/540 59/540 30/540 30/540 15/540  6/540  30/540  43/540
5 9241 9296 93.15 92.96 38/540 35/540 39/540 38/540 40/540 33/540 58/540  43/540 41/540 40/540 38/540 37/540  36/540
6 94.07 94.07 99.81  100.00 92.96 --- 38/540  7/540  22/540 30/540 44/540 59/540 30/540 30/540 15/540  6/540  30/540  43/540
7 9259  94.63 93.15 92.96 93.52 92.96 --- 37/540  23/540 31/540 41/540 49/540 32/540 37/540 34/540 36/540 32/540  41/540
8 9389 93.89 98.89 98.70 92.78 98.70 93.15 --- 25/540 29/540 45/540 60/540 27/540 31/540 16/540  1/540  29/540  44/540
9 95.00 9537 96.11 95.93 92.96 95.93 95.74 95.37 --- 28/540  41/540 52/540  28/540  24/540 17/540 24/540 28/540  41/540
10 9556  98.15 94.63 94.44 92.59 94.44 94.26 94.63 94.81 --- 47/540 60/540 15/540 25/540 23/540 28/540  9/540  47/540
11 9222 9093 92.04 91.85 93.89 91.85 9241 91.67 9241 91.30 --- 57/540  47/540 38/540 43/540 44/540 48/540  16/540
12 90.00 89.07 89.26 89.07 89.26 89.07 90.93 88.89 90.37 88.89 89.44 --- 60/540 55/540 57/540 59/540 57/540  62/540
13 9407 96.48 94.63 94.44 92.04 94.44 94.07 95.00 94.81 97.22 91.30 88.89 --- 29/540  27/540  28/540  18/540  47/540
14 9796 9481 94.63 94.44 92.41 94.44 93.15 94.26 95.56 95.37 92.96 89.81 94.63 --= 22/540  30/540 25/540  38/540
15 9574 9537 97.41 97.22 92.59 97.22 93.70 97.04 96.85 95.74 92.04 89.44 95.00 95.93 15/540  23/540  43/540
16 94.07 94.07 99.07 98.89 92.96 98.89 93.33 99.81 95.56 94.81 91.85 89.07 94.81 94.44 97.22 28/540  43/540
17 9556  97.22 94.63 94.44 93.15 94.44 94.07 94.63 94.81 98.33 91.11 89.44 96.67 95.37 95.74 94.81 48/540
18 92.04 9111 92.22 92.04 93.33 92.04 92.41 91.85 92.41 91.30 97.04 88.52 91.30 92.96 92.04 92.04 91.11

1. Streptomyces sp. AVC15, 2. S. ambofaciens NRRL B-2516", 3. S. erythrogriseus NRRL B-3808", 4. S. griseoincarnatus NRRL B-5313", 5. S. labedae NRRL B-5616",6. S. variabilis NRRL
B-3984", 7. S. viridochromogenes NRRL B-1511", 8. S. althioticus NRRL B-3981",9. S. atrovirens NRRL B-16357",10. S. coelicoflavus NRRL B-16363", 11. S. coeruleorubidus NRRL B-
2569",12. S. collinus NRRL B-54127, 13. S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773",14. S. flaveolus NRRL B-1334", 15. S. griseoflavus NRRL B-53127, 16. S. griseorubens NRRL B-
39827,17. S. paradoxus NBRC 148877,18. S. lienomycin NRRL B-1637"



Cizelge 4.24. Streptomyces sp. AVCI15 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki trpB gen bolgesinin niikleotit sayist farkliliklar ve dizi
benzerlik % degerleri

v0T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 --- 27/571 38/571 38/571 39/571 38/571 34/571 32/571 25/571 24/571 32/571 33/571 25/571 21/571 29/571 37/571 23/571 30/571
2 95.27 --- 37/571  37/571 38/571 37/571 43/571 35/571 34/571 29/571 38/571 39/571 28/571 20/571 32/571 39/571 30/571 41/571
3 93.35 9352 - 0/571 1/571 0/571  50/571 15/571 39/571 43/571 39/571 48/571 45/571 39/571 31/571 21/571 41/571 42/571
4 93.35 9352  100.00 --- 1/571 0/571  50/571 15/571 39/571 43/571 39/571 48/571 45/571 39/571 31/571 21/571 41/571 42/571
5 93.17 93.35 99.82 99.82 - 1/571  51/571 16/571 40/571 44/571 40/571 49/571 46/571 40/571 32/571 22/571 42/571 43/571
6 93.35 9352 100.00 100.00 99.82 --- 50/571 15/571 39/571 43/571 39/571 48/571 45/571 39/571 31/571 21/571 41/571 42/571
7 94.05 9247 91.24 91.24 91.07 91.24 - 47/571  33/571 44/571 38/571 40/571 47/571 39/571 32/571 45/571  46/571  39/571
8 94.40  93.87 97.37 97.37 97.20 97.37 91.77 --- 35/571  41/571 37/571 44/571 43/571 35/571 31/571 10/571 39/571  42/571
9 95.62 94.05 93.17 93.17 92.99 93.17 94.22 93.87 - 31/571 31/571 36/571 34/571 24/571 18/571 42/571 30/571 33/571
10 9580 94.92 92.47 92.47 92.29 92.47 92.29 92.82 94.57 --- 31/571  40/571 17/571  17/571  29/571  43/571 13/571 36/571
11 9440 9335 93.17 93.17 92.99 93.17 93.35 93.52 94.57 94.57 - 40/571  35/571 30/571 27/571 40/571 34/571  38/571
12 9422 93.17 91.59 91.59 91.42 91.59 92.99 92.29 93.70 92.99 92.99 --- 43/571 36/571 33/571 46/571 41/571 22/571
13 9562 95.10 92.12 92.12 91.94 92.12 91.77 92.47 94.05 97.02 93.87 92.47 - 20/571  34/571  45/571  18/571  39/571
14 96.32  96.50 93.17 93.17 92.99 93.17 93.17 93.87 95.80 97.02 94.75 93.70 96.50 --- 26/571  37/571 18/571  33/571
15 9492 94.40 94.57 94.57 94.40 94.57 94.40 94.57 96.85 94.92 95.27 94.22 94.05 95.45 -—- 33/571  34/571 33/571
16 9352 93.17 96.32 96.32 96.15 96.32 92.12 98.25 92.64 92.47 92.99 91.94 92.12 93.52 94.22 --- 40/571  44/571
17 9597 9475 92.82 92.82 92.64 92.82 91.94 93.17 94.75 97.72 94.05 92.82 96.85 96.85 94.05 92.99 -—- 38/571
18 9475 9282 92.64 92.64 92.47 92.64 93.17 92.64 94.22 93.70 93.35 96.15 93.17 94.22 94.22 92.29 93.35 ---

1. Streptomyces sp. AVC15, 2. S. ambofaciens NRRL B-2516", 3. S. erythrogriseus NRRL B-3808", 4. S. griseoincarnatus NRRL B-5313", 5. S. labedae NRRL B-5616",6. S. variabilis NRRL
B-3984", 7. S. viridochromogenes NRRL B-1511", 8. S. althioticus NRRL B-3981",9. S. atrovirens NRRL B-16357",10. S. coelicoflavus NRRL B-16363", 11. S. coeruleorubidus NRRL B-
2569",12. S. collinus NRRL B-54127, 13. S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773",14. S. flaveolus NRRL B-1334", 15. S. griseoflavus NRRL B-5312", 16. S. griseorubens NRRL B-
39827,17. S. paradoxus NBRC 148877,18. S. lienomycin NRRL B-1637"
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Cizelge 4.25. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB birlestirilmis dizileme analizlerine gore Streptomyces sp. AVCI15 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri
arasindaki distance matriks
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1  Streptomyces sp. AVC15
2 S.ambofaciens 0,042
3 S.erythrogriseus 0,051 0,054
4 S. griseoincarnatus 0,052 0,054 0,002
5 S.labedae 0,066 0,066 0,050 0,050
6 S.variabilis 0,052 0,054 0,002 0,000 0,050
7 S.viridochromogenes 0,067 0,065 0,066 0,066 0,066 0,066
8 S. althioticus 0,060 0,054 0,013 0,013 0,056 0,013 0,065
9  S. atrovirens 0,045 0,052 0,045 0,045 0,064 0,045 0,055 0,045
10 S. coelicoflavus 0,042 0,032 0,054 0,054 0,068 0,064 0,067 0,055 0,049
11 S. coeruleorubidus 0,080 0,084 0,080 0,081 0,079 0,081 0,074 0,081 0,074 0,079
12 S. collinus 0,084 0,089 0,091 0,092 0,087 0,092 0,080 0,092 0,084 0,091 0,075
13 S. diastaticus 0,044 0,034 0,058 0,058 0,070 0,058 0,068 0,057 0,053 0,023 0,082 0,094
subsp.ardesiacus
14 S. flaveolus 0,052 0,052 0,067 0,068 0,077 0,068 0,072 0,068 0,062 0,051 0,085 0,095 0,051
15 S. griseoflavus 0,075 0,079 0,067 0,069 0,079 0,069 0,073 0,072 0,067 0,076 0,093 0,102 0,082 0,071
16 S. griseorubens 0,057 0,062 0,034 0,034 0,054 0,034 0,060 0,027 0,053 0,063 0,081 0,089 0,063 0,068 0,070
17  S. paradoxus 0,061 0,039 0,042 0,042 0,053 0,042 0,074 0,049 0,056 0,033 0,086 0,096 0,040 0,063 0,081 0,057
18 S. lienomycini 0,073 0,076 0,076 0,077 0,077 0,077 0,076 0,079 0,072 0,067 0,042 0,064 0,071 0,074 0,091 0,077 0,083 -

1. Streptomyces sp. AVC15, 2. S. ambofaciens NRRL B-2516", 3. S. erythrogriseus NRRL B-3808", 4. S. griseoincarnatus NRRL B-5313", 5. S. labedae NRRL B-5616",6. S. variabilis NRRL
B-3984", 7. S. viridochromogenes NRRL B-1511", 8. S. althioticus NRRL B-3981",9. S. atrovirens NRRL B-16357",10. S. coelicoflavus NRRL B-16363", 11. S. coeruleorubidus NRRL B-
2569",12. S. collinus NRRL B-54127, 13. S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773",14. S. flaveolus NRRL B-1334", 15. S. griseoflavus NRRL B-5312", 16. S. griseorubens NRRL B-
39827,17. S. paradoxus NBRC 148877,18. S. lienomycin NRRL B-1637"



Streptomyces sp. GG61 izolat1 atpD gen bolgesi bakimindan incelendiginde, %
99.19 dizi benzerlik orani 9 niikleotit farklilig1 ile S. pseudovenezuelae NRRL B-
36237 tip tirt ile yakin iligkili olup, %98.99 dizi benzerlik orani 10 niikleotit
farkhihg ile S. chartreusis NRRL ISP-5085" tip tiirii ile yakin iliskili oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.26).

gryB gen bolgesi bakimmdan GG61 izolati %89.13 dizi benzerlik orani 45
niikleotit farkliligi ile S. alboniger NRRL B-18327 tip tiirii ile yakin iliskili olup,
%88.48 dizi benzerlik oram1 47 niikleotit farklihig: ile S. kunmingensis NRRL B-
16240 tip tiirii ile yakin iliskili oldugu gériilmiistiir (Cizelge 4.27).

recA gen bolgesi bakimindan GG61 izolati %94.44 dizi benzerlik oran1 28
niikleotit farklilig: ile S. atriruber NRRL B-24165 NZ' tiirii ile yakin iliskili olup,
%94.25 dizi benzerlik oran1 29 niikleotit farklilig: ile S. davawensis JCM 4913 tip
tirdi ile yakin iliskili oldugu gortilmistir (Cizelge 4.28).

rpoB gen bolgesi bakimindan GG61 izolati % 92.49 dizi benzerlik orani 34
niikleotit farkliligi S. yokosukanensis NRRL B-3353" tiirii ile yakin iliskili olup,
9%92.05 dizi benzerlik oram 36 niikleotit farklilig: ile S. variegatus NRRL B-16380"
tip tiirii ile yakin iligkili oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.29).

trpB gen bolgesi bakimindan GG61 izolati %94.22 dizi benzerlik orami 33
niikleotit farkliig: ile S. kunmingensis NRRL B-16240" tip tiirii ile yakin iliskili
olup, %93.87 dizi benzerlik orani 35 niikleotit farkliligi ile S. pseudovenezuelae
NRRL B-3623" tip tiirii ile yakin iliskili oldugu gériilmiistiir (Cizelge 4.30).

atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB sekans analizlerine bagli filogenetik uzaklik
matriksi Streptomyces sp. GG61 izolat1 ve 17 tip tiirii arasindaki Mega 7.0 programi
(Kimura vd, 2016) kullanilarak olusturulmustur. Uzaklik matriks sonuglari Cizelge
4.31’de verilmistir. Streptomyces sp. GG61 izolat1 yakin iliskili oldugu S. variegatus
NRRL B-16380" tip tiiri ile 0.071 filogenetik uzakhik degerlerine, S.
pseudovenezuelae NRRL B-3623" tip tiirii ile 0,074 filogenetik uzaklik degerlerine
sahip oldugu tespit edilmistir.
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S. galilaeus AS 4.1320" ( EF055129)
64 S. seoulensis NRRL B-24310" (KJ137100)
S. cacaoi subsp. asoensis NRRL B-16592" (KT389162)
S. yokosukanensis NRRL B-3353" (KT389438)
_gll_— S. bobili AS 4.1624" (EF055145)
S. phaeoluteigriseus NRRL I1SP-5182" (KT389351)
— S. prunicolor NBRC 13075" ( KT389360)
68 _E S. avermitilis NBRC 14893" (BA000030)
S. pseudovenezuelae NRRL B-3623" (KT389364)
I—_s. chartreusis NRRL I1SP-5085" (KT389176)
S. kunmingensis NRRL B-16240" (KT389280)
L_ S. variegatus NRRL B-16380" (KT389413)
Streptomyces sp. GG61 (KX608884)
S. davawensis JCM 4913" (HE971709)
ﬂ[ S. atriruber NRRL B-24165 NZ" (LIPN01000128)
i S. alboniger NRRL B-1832" (KT384455)
74 S. griseochromogenes NRRL B-12423 (KT389246)
Kitasatospora setae KCTC 9793" (JF424218)

50

Sekil 4.18.  Streptomyces sp. GG61 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB
birlestirilmis dizileme analizleri Neighbour-joining filogenetik soy agaci. 1000
tekrarli uygulanan bootstrap degeri %50 ve tizerinde olan nodlar verilmistir.
Niikleotit pozisyon degisimi %0,5’dir.
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Cizelge 4.26. Streptomyces sp. GG61 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tirleri arasindaki atpD gen bolgesinin niikleotit sayis1 farkliliklar1 ve dizi
benzerlik % degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 --- 21/496 12/496 27/496 9/496 20/496 15/496 18/496 48/496 38/496 10/496 29/496 13/496 43/496 42/496 13/496 15/496
2 95.77 --- 24/496 18/496 20/496 19/496 18/496 33/496 56/496 27/496 21/496 12/496 20/496 53/496 51/496 22/496 21/496
3 97.58 95.16 -— 29/496 13/496 17/496 17/496 23/496 50/496 34/496 15/496 27/496 14/496 42/496 41/496 17/496 16/496
4 9456 96.37 94.15 - 32/496 26/496 24/496 34/496 56/496 24/496 29/496 22/496 34/496 52/496 54/496 33/496 21/496
5 98.19 9597 97.38 93.55 --- 15/496 14/496 23/496 49/496 36/496 9/496 26/496 7/496 44/496 41/496 14/496 18/496
6 9597 96.17 96.57 9476  96.98 --- 14/496 28/496 54/496 33/496 19/496 24/496 19/496 47/496 44/496 23/496 15/496
7 96.98 96.37 96.57 9516 97.18 97.18 --- 27/496 54/496 32/496 14/496 22/496 13/496 48/496 45/496 16/496 5/496
8 96.37 9335 9536 93.15 9536 9435 94.56 --- 63/496 44/496 19/496 38/496 25/496 48/496 49/496 22/496 25/496
9 90.32 8871 8992 8871 90.12 89.11 89.11 87.30 --- 54/496 50/496 56/496 51/496 40/496 40/496 50/496 57/496
10 9234 9456 9315 9516 9274 9335 9355 9113 89.11 -—- 39/496 28/496 36/496 45/496 48/496 34/496 31/496
11 9798 9577 96.98 9415 9819 96.17 97.18 96.17 89.92 9214 --- 21/496 13/496 44/496 41/496 13/496 16/496
12 9415 9758 9456 9556 9476 9516 9556 9234 8871 9435 95.77 --- 26/496 53/496 51/496 26/496 25/496
13 9738 9597 97.18 9315 9859 96.17 9738 9496 89.72 9274 97.38 94.76 --- 44/496 41/496 10/496 17/496
14 9133 8931 9153 8952 9113 9052 90.32 90.32 9194 9093 91.13 8931 91.13 --- 4/496  45/496 47/496
15 9153 89.72 9173 89.11 91.73 9113 9093 90.12 9194 9032 91.73 89.72 9173 99.19 --- 43/496  46/496
16 9738 9556 9657 9335 9718 9536 96.77 9556 89.92 9315 9738 9476 9798 90.93 9133 --- 19/496
17 96.98 9577 96.77 9577 9637 9698 9899 9496 8851 9375 96.77 9496 96.57 9052 90.73 96.17 ---

1. Streptomyces sp. GG61, 2. S. yokosukanensis NRRL B-3353", 3. S. variegatus NRRL B-16380", 4. S. seoulensis NRRL B-24310", 5. S. pseudovenezuelae NRRL B-3623", 6. S.
prunicolor NBRC 13075, 7. S. phaeoluteigriseus NRRL I1SP-5182", 8. S. kunmingensis NRRL B-16240", 9. S. griseochromogenes NRRL B-12423T, 10. S. galilaeus AS 4.1320", 11. S.
chartreusis NRRL I1SP-5085", 12. S. cacaoi_subsp._asoensis NRRL B-16592", 13. S. avermitilis NBRC 14893", 14. S. atriruber NRRL B-24165 NZT, 15. S. alboniger NRRL B-1832T,
16. S. davawensis JCM 49137, 17. S. bobili AS 4.1624"
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Cizelge 4.27. Streptomyces sp. GG61 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki gryB gen bolgesinin niikleotit sayis1 farkliliklar1 ve dizi

benzerlik % degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 ---  55/408 57/414 62/408 54/408 61/408 57/408 47/408 60/408 60/414 50/408 51/414 56/408 50/414 45/414 207/413 59/408
2 86.52 --- 69/408 38/408 38/408 45/408 53/408 59/402 40/408 78/408 49/408 64/408 40/408 63/408 56/408 205/407 48/408
3 86.23 83.09 --- 68/408 67/408 67/408 69/408 53/408 68/408 82/414 61/408 66/414 71/408 66/414 63/414 196/413 71/408
4 8480 90.69 83.33 --- 53/408 50/408 46/408 67/402 47/408 80/408 45/408 73/408 50/408 65/408 62/408 202/407 50/408
5 86.76 90.69 8358 87.01 --- 44/408 47/408 63/402 47/408 76/408 47/408 62/408 37/408 59/408 60/408 206/407  48/408
6 8505 8897 8358 87.75 89.22 --- 48/408 64/402 41/408 74/408 38/408 64/408 33/408 62/408 58/408 207/407 45/408
7 86.03 8701 8309 8873 8848 88.24 --- 58/402 41/408 77/408 37/408 70/408 36/408 60/408 58/408 210/407 13/408
8 8848 8532 87.01 8333 8433 84.08 8557 --- 61/402 67/408 58/402 66/408 66/402 59/408 54/408 201/407 59/402
9 8529 90.20 83.33 8848 88.48 89.95 8995 84383 --- 85/408 33/408 63/408 34/408 53/408 51/408 209/407 38/408
10 8551 8088 80.19 80.39 8137 8186 8113 8358 79.17 --- 69/408 76/414 75/408 74/414 T71/414 198/413 71/408
11 8775 8799 8505 8897 8848 90.69 9093 8557 9191 83.09 --- 66/408 37/408 50/408 47/408 201/407 38/408
12 87.68 8431 84.06 8211 8480 8431 8284 83.82 8456 81.64 83.82 --- 64/408 74/414 72/414 210/413  68/408
13 86.27 90.20 82,60 87.75 9093 9191 9118 8358 9167 8162 90.93 8431 --- 52/408 53/408 215/407 34/408
14 87.92 8456 84.06 84.07 8554 8480 8529 8554 87.01 8213 87.75 8213 87.25 --- 18/414 202/413 61/408
15 89.13 86.27 8478 8480 8529 8578 8578 86.76 8750 8285 8848 8261 87.01 95.65 --- 205/413  59/408
16 4988 49.63 5254 5037 4939 49.14 4840 50.61 48,65 5206 50.61 49.15 4717 51.09 50.36 --- 211/407
17 8554 8824 8260 8775 8824 8897 9681 8532 90.69 8260 90.69 8333 91.67 8505 8554  48.16 ---

1. Streptomyces sp. GG61, 2. S. yokosukanensis NRRL B-3353", 3. S. variegatus NRRL B-16380", 4. S. seoulensis NRRL B-24310", 5. S. pseudovenezuelae NRRL B-3623", 6. S.
prunicolor NBRC 13075, 7. S. phaeoluteigriseus NRRL I1SP-5182", 8. S. kunmingensis NRRL B-16240", 9. S. griseochromogenes NRRL B-12423T, 10. S. galilaeus AS 4.1320", 11. S.
chartreusis NRRL I1SP-5085", 12. S. cacaoi_subsp._asoensis NRRL B-16592", 13. S. avermitilis NBRC 148937, 14. S. atriruber NRRL B-24165 NZT, 15. S. alboniger NRRL B-1832T,
16. S. davawensis JCM 49137, 17. S. bobili AS 4.1624"
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Cizelge 4.28. Streptomyces sp. GG61 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tirleri arasindaki recA gen bolgesinin niikleotit sayis1 farkliliklar1 ve dizi

benzerlik % degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 --- 39/504 37/504 34/504 37/504 40/504 41/504 41/504 38/504 40/504 33/504 30/504 32/504 28/504 31/504 29/504 40/504
2 9226 --- 46/504 27/504 33/504 33/504 27/504 55/504 18/504 42/504 25/504 32/504 40/504 45/504 44/504 29/504 32/504
3 9266 90.87 --- 41/504 38/504 50/504 42/504 38/504 42/504 40/504 41/504 42/504 30/504 27/504 34/504 43/504 45/504
4 9325 9464 91.87 -—- 31/504 36/504 35/504 47/504 25/504 40/504 25/504 32/504 37/504 42/504 44/504 30/504 36/504
5 9266 9345 9246 93.85 --- 29/504 30/504 33/504 30/504 44/504 21/504 41/504 32/504 38/504 40/504 31/504 34/504
6 9206 9345 90.08 9286 94.25 --- 35/504 52/504 33/504 46/504 27/504 41/504 39/504 43/504 45/504 35/504 42/504
7 9187 9464 9167 93.06 9405 93.06 --- 50/504 31/504 46/504 25/504 39/504 37/504 46/504 46/504 27/504 10/504
8 9187 89.09 9246 90.67 9345 89.68 90.08 --- 51/504 51/504 43/504 43/504 37/504 36/504 35/504 42/504 55/504
9 9246 9643 9167 9504 9405 9345 9385 89.88 --- 41/504 23/504 38/504 33/504 46/504 47/504 28/504 35/504
10 9206 91.67 92.06 92.06 91.27 90.87 90.87 89.88 91.87 -—- 41/504 35/504 35/504 36/504 37/504 34/504 51/504
11 9345 95.04 9187 9504 9583 9464 9504 9147 9544 9187 --- 35/504 30/504 42/504 41/504 21/504 27/504
12 9405 93.65 91.67 93.65 91.87 91.87 9226 9147 9246 93.06 93.06 --- 33/504 35/504 32/504 32/504 42/504
13 9365 9206 9405 9266 93.65 9226 9266 9266 9345 93.06 94.05 9345 --- 32/504 32/504 29/504 45/504
14 9444 91.07 9464 91.67 9246 9147 90.87 9286 90.87 9286 9167 93.06 93.65 --- 16/504 40/504 50/504
15 9385 9127 9325 9127 9206 91.07 90.87 93.06 90.67 92.66 91.87 93.65 93.65 96.83 --- 39/504 51/504
16 9425 9425 9147 9405 9385 93.06 94.64 9167 9444 9325 9583 9365 9425 9206 92.26 --- 33/504
17 9206 93.65 9107 9286 9325 91.67 98.02 89.09 93.06 89.88 9464 9167 9107 90.08 89.88 93.45 ---

1. Streptomyces sp. GG61, 2. S. yokosukanensis NRRL B-3353", 3. S. variegatus NRRL B-16380", 4. S. seoulensis NRRL B-24310", 5. S. pseudovenezuelae NRRL B-3623", 6. S.
prunicolor NBRC 13075, 7. S. phaeoluteigriseus NRRL I1SP-5182", 8. S. kunmingensis NRRL B-16240", 9. S. griseochromogenes NRRL B-12423", 10. S. galilaeus AS 4.1320", 11. S.
chartreusis NRRL I1SP-5085", 12. S. cacaoi_subsp._asoensis NRRL B-16592", 13. S. avermitilis NBRC 14893", 14. S. atriruber NRRL B-24165 NZT, 15. S. alboniger NRRL B-1832T,
16. S. davawensis JCM 49137, 17. S. bobili AS 4.1624"
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Cizelge 4.29 Streptomyces sp. GG61 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki rpoB gen bdlgesinin niikleotit sayis1 farkliliklari ve dizi benzerlik

% degerleri

1 2 3 4 & 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 ---  34/453 36/453 45/453 46/453 47/453 44/453 37/453 36/453 43/453 38/453 41/453 37/453 41/453 36/453 233/441  45/453
2 9249 --- 43/540 44/540 42/540 48/540 45/540 49/540 13/543 56/540 41/540 38/540 45/540 56/540 49/540 279/528 47/540
3 9205 92.04 --- 49/540 54/540 68/540 62/540 54/540 44/540 59/540 47/540 46/540 53/540 30/540 24/540 275/528 65/540
4 90.07 9185 90.93 --- 25/540 47/540 42/540 46/540 37/540 48/540 33/540 44/540 40/540 51/540 49/540 271/528 42/540
5 89.85 9222 90.00 95.37 --- 46/540 34/540 41/540 35/540 50/540 25/540 45/540 32/540 56/540 50/540 273/528 33/540
6 89.62 9111 8741 9130 91.48 --- 37/540 46/540 45/540 49/540 59/540 59/540 20/540 60/540 59/540 273/528 39/540
7 9029 9167 8852 9222 9370 93.15 --- 38/540 41/540 53/540 50/540 53/540 30/540 64/540 58/540 271/528 10/540
8 9183 9093 90.00 9148 9241 9148 9296 --- 48/540 39/540 53/540 61/540 34/540 58/540 51/540 275/528 28/540
9 9205 9761 9185 9315 9352 9167 9241 9111 --- 53/540 36/540 37/540 40/540 55/540 48/540 279/528 44/540
10 90,51 89.63 89.07 9111 90.74 9093 90.19 9278 90.19 --- 55/540 53/540 44/540 56/540 54/540 271/528 52/540
11 91.61 9241 91.30 93.89 9537 89.07 90.74 90.19 93.33 89.81 --- 45/540 45/540 51/540 45/540 277/528 53/540
12 9095 9296 9148 9185 9167 89.07 90.19 8870 93.15 90.19 9167 --- 52/540 54/540 49/540 281/528 59/540
13 9183 9167 90.19 9259 94.07 96.30 9444 9370 9259 9185 9167 90.37 --- 56/540 48/540 272/528 32/540
14 9095 89.63 9444 9056 89.63 8889 8815 89.26 89.81 89.63 90.56 90.00 89.63 --- 10/540 276/528 66/540
15 92.05 9093 9556 9093 90.74 89.07 89.26 90.56 91.11 90.00 9167 90.93 91.11 98.15 --- 274/528 59/540
16 4717 4716 4792 48.67 4830 4830 48.67 47.92 47.16 48.67 4754 46.78 4848 47.73 4811 --- 273/528
17 90.07 9130 8796 9222 9389 9278 9815 9481 9185 90.37 90.19 89.07 94.07 87.78 89.07 48.30 ---

1. Streptomyces sp. GG61, 2. S. yokosukanensis NRRL B-3353", 3. S. variegatus NRRL B-16380", 4. S. seoulensis NRRL B-24310", 5. S. pseudovenezuelae NRRL B-3623", 6. S.
prunicolor NBRC 13075, 7. S. phaeoluteigriseus NRRL I1SP-5182", 8. S. kunmingensis NRRL B-16240", 9. S. griseochromogenes NRRL B-12423", 10. S. galilaeus AS 4.1320", 11. S.
chartreusis NRRL I1SP-5085", 12. S. cacaoi_subsp._asoensis NRRL B-16592", 13. S. avermitilis NBRC 14893", 14. S. atriruber NRRL B-24165 NZT, 15. S. alboniger NRRL B-1832T,
16. S. davawensis JCM 49137, 17. S. bobili AS 4.1624"
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Cizelge 4.30.Streptomyces sp. GG61 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri arasindaki trpB gen bolgesinin niikleotit sayisi farkliliklari ve dizi benzerlik
% degerleri

* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 --- 51/571 39/571 44/571 35/571 43/571 46/571 33/571 50/571 49/571 37/571 44/571 56/571 48/571 56/571 36/571 43/571
2 9107 --- 51/571 41/571 50/571 56/571 49/571 48/571 45/571 50/571 44/571 52/571 52/571 40/571 53/571 50/571 48/571
3 9317 91.07 --- 47/571 46/571 46/571 42/571 35/571 53/571 47/571 40/571 51/571 50/571 39/571 39/571 39/571 42/571
4 9229 9282 9177 --- 46/571 49/571 39/571 38/571 46/571 41/571 31/571 41/571 50/571 40/571 48/571 31/571 35/571
5 9387 9124 9194 9194 --- 46/571 38/571 39/571 47/571 45/571 39/571 51/571 51/571 46/571 59/571 32/571 34/571
6 9247 9019 9194 9142 9194 --- 48/571 35/571 54/571 56/571 32/571 42/571 55/571 50/571 50/571 31/571 47/571
7 9194 9142 9264 9317 9335 91.59 --- 39/571 47/571 45/571 37/571 45/571 53/571 50/571 56/571 34/571 13/571
8 9422 9159 9387 9335 9317 9387 93.17 --- 46/571 46/571 31/571 44/571 50/571 45/571 48/571 30/571 33/571
9 9124 9212 90.72 9194 91.77 9054 91.77 91.94 --- 51/571 42/571 60/571 55/571 48/571 63/571 45/571 46/571
10 9142 9124 9177 9282 9212 90.19 9212 9194 91.07 --- 39/571 45/571 46/571 39/571 55/571 47/571 44/571
11 9352 9229 9299 9457 9317 9440 9352 9457 92.64 93.17 --- 39/571 48/571 40/571 45/571 24/571 38/571
12 9229 90.89 9107 9282 91.07 9264 9212 9229 8949 9212 93.17 --- 50/571 50/571 55/571 43/571 46/571
13 90.19 90.89 9124 9124 91.07 9037 90.72 9124 90.37 9194 9159 91.24 --- 45/571 56/571 52/571 48/571
14 9159 9299 9317 9299 9194 9124 9124 9212 9159 9317 9299 91.24 9212 --- 31/571 40/571 47/571
15 9019 90.72 9317 9159 89.67 91.24 90.19 9159 8897 90.37 9212 90.37 90.19 9457 --- 42/571 51/571
16 9370 9124 9317 9457 9440 9457 9405 9475 9212 91.77 9580 9247 90.89 9299 92.64 --- 32/571
17 9247 9159 9264 93.87 9405 9177 97.72 9422 9194 9229 9335 9194 9159 91.77 91.07 94.40 ---

1. Streptomyces sp. GG61, 2. S. yokosukanensis NRRL B-3353", 3. S. variegatus NRRL B-16380", 4. S. seoulensis NRRL B-24310", 5. S. pseudovenezuelae NRRL B-3623", 6. S.
prunicolor NBRC 13075, 7. S. phaeoluteigriseus NRRL I1SP-5182", 8. S. kunmingensis NRRL B-16240", 9. S. griseochromogenes NRRL B-12423", 10. S. galilaeus AS 4.1320", 11. S.
chartreusis NRRL I1SP-5085", 12. S. cacaoi_subsp._asoensis NRRL B-16592", 13. S. avermitilis NBRC 14893", 14. S. atriruber NRRL B-24165 NZT, 15. S. alboniger NRRL B-1832T,
16. S. davawensis JCM 49137, 17. S. bobili AS 4.1624"
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Cizelge 4.31. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB birlestirilmis dizileme analizlerine gore Streptomyces sp. GG61 izolat1 ve Streptomyces cinsine ait tip tiirleri
arasindaki distance matriks
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1. Streptomyces sp.GG61

2. S. yokosukanensis 0,083

3. S. variegatus 0,071 0,097

4, S. seoulensis 0,081 0,063 0,091

5. S. pseudovenezuelae 0,074 0,078 0,085 0,087

6. S. prunicolor 0,085 0,084 0,091 0,091 0,071

7. S. phaeoluteigriseus 0,083 0,083 0,088 0,082 0,066 0,072

8. S. kunmingensis 0,071 0,101 0,078 0,095 0,078 0,090 0,084

9. S. griseochromogenes 0,095 0,086 0,094 0,088 0,084 0,090 0,086 0,109

10.  S.galilaeus 0,092 0,099 0,099 0,092 0,091 0,208 0,101 0,105 0,109

11.  S. chartreusis 0,071 0,076 0,081 0,070 0,065 0,068 0,066 0,085 0,074 0,096

12.  S.cacaoi_subsp._asoensis 0,076 0,067 0,090 0,076 0,090 0,089 0,090 0,097 0,105 0,086 0,082

13.  S. avermitilis 0,081 0,081 0,085 0,089 0,062 0,076 0,073 0,089 0,085 0,092 0,069 0,087

14. S atriruber 0,164 0,178 0,169 0,178 0,175 0,179 0,180 0,172 0,176 0,177 0,173 0,180 0,167

15.  S. alboniger_strain 0,087 0,106 0,090 0,109 0,096 0,095 0,090 0,084 0,101 0,107 0,096 0,103 0,091 0,124

16.  S. davawensis 0,127 0,139 0,136 0,136 0,122 0,122 0,125 0,131 0,146 0,240 0,123 0,139 0,133 0,225 0,142

17.  S. bobili 0,085 0,084 0,092 0,083 0,079 0,086 0,039 0,094 0,094 0,108 0,074 0,094 0,081 0,180 0,108 0,140 -

1. Streptomyces sp. GG61, 2. S. yokosukanensis NRRL B-3353", 3. S. variegatus NRRL B-16380", 4. S. seoulensis NRRL B-24310", 5. S. pseudovenezuelae NRRL B-3623", 6. S.
prunicolor NBRC 130757, 7. S. phaeoluteigriseus NRRL 1SP-51827, 8. S. kunmingensis NRRL B-16240", 9. S. griseochromogenes NRRL B-12423", 10. S. galilaeus AS 4.1320", 11. S.
chartreusis NRRL ISP-5085", 12. S. cacaoi_subsp._asoensis NRRL B-165927, 13. S. avermitilis NBRC 148937, 14. S. atriruber NRRL B-24165 NZ”, 15. S. alboniger NRRL B-1832T,
16. S. davawensis JCM 49137, 17. S. bobili AS 4.1624"



4.6 Niimerik Taksonomi

4.6.1 Degredasyon testleri

17 test izolati (olas1 yeni tiir olan 6 toprak izolat1 ve toprak izolatlar ile yakin akraba
olan 11 tip tiirii) 83 birim karakter bakimindan test edilmistir. Baz1 birim karakterler,
yalniz bir organizma igin pozitif (+) sonu¢ vermisken bazi karakterler yalniz bir
organizma igin negatif (-) sonu¢ vermistir. Muhtemel yeni tiir olan Amycolatopsis sp.
AG28 izolatinin en yakin tip tiirlerinden A. pigmentata KCTC 193307 ve A.
taiwanensis KCTC 19116" gibi adenini degrede edemedigi ancak A. helveola KCTC
19329" tip tiiriiniin adenin olan ortamda pozitif (+) sonug¢ verdigi gdzlenmistir.
Nonomuraea sp. AG16 izolati ve en yakin tip tiirlerinin adenin degredasyonunu
gerceklestiremedigi gozlenmistir. Guanin, Amycolatopsis sp. AG28, A. pigmentata
KCTC 193307 ve A. taiwanensis KCTC 19116" &rnekleri tarafindan degrede
edilmisken, A. helveola KCTC 19329 tip tiiriiniin bu maddeyi degrede edemedigi
belirlenmistir. Hipoksantin, Amycolatopsis test 6rneklerinden yanlizca A. pigmentata
KCTC 19330 tip tlirli tarafindan degrede edilmis iken, Nonomura izolatlarindan
Nanomura sp. AG16 izolati harici diger tip tiirleri tarafindan degredasyonu pozitif
(+) sonuglanmistir. Nisasta degredasyonu Amycolatopsis sp. AG28 izolat1 ve tip
tirleri i¢in gergeklesmemistir, ancak Nonomuraea sp. AG16 izolatinda pozitif (+)
sonug vermistir. Tween 20, 40 ve 80 tiim Amycolatopsis izolatlar1 tarafindan pozitif
(+) sonu¢ vermis, ancak Nonomura izolatlarinda farkliliklar gOstermistir.
Amycolatopsis sp. AG28, Nonomuraea sp. AG16 izolatlar1 ve N. spiralis DSM
43555", N. endophytica DSM 45385 tip tiirleri ksantin ve ksilan degredasyonunda
pozitif (+) sonug verdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.32 ve Sekil 4.19).
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Cizelge 4.32. Test organizmalaria ve yakin tip tiirlerine uygulanan degredasyon testlerinin
sonuclari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Adenin T
Guanin - - - + o+ O+ -+ - -+ o+ = = = ==
Hipoksantin - - - - 4+ - - - - 4+ 4+ + + - - - 4+
Nisasta + O+ o+ - - - -+ - - -+ o+ o+ o+ o+
Tween 20 + + + + + + o+ o+ - -+ -+ o+ - = 4+
Tween 40 + + + + O+ 4+ O+ - - -+ - 4+ o+ o+ - o+
Tween 80 + + + o+ o+ o+ o+ - = = = = 4+ 4+ 4+ = =
Ksantin - + - + - - - 4+ - 4+ 4+ - + 4+ + + -
Ksilan - - - 4+ - 4+ + + - + 4+ + - - - - +

+ Degredasyon gergeklesti, - Degredasyon gergeklesmedi

1. Actinomadura sp. DG80, 2. A. jiachensis DSM 1021277, 3. A. viridis DSM 43175", 4. Amycolatopsis sp.
AG28, 5. A. pigmentata KCTC 19330, 6. A. taiwanensis KCTC 19116", 7. A. helveola KCTC 19329", 8.
Nonomuraeaa sp. AG16, 9. Nonomuraea sp. GG64, 10. N. spiralis DSM 43555", 11. N. endophytica DSM
453857, 12. N. salmonea DSM 43678", 13. Saccharopolyspora sp. DC11, 14. S. spongia DSM 103218, 15. S.
dendranthemae DSM 46699, 16. Streptomyces sp. HC44, 17. S. vastus DSM 40309"
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Sekil 4.19. Test organizmalarina ve yakin tip tiirlerine uygulanan degredasyon testleri
goriintiileri

4.6.2 Karbon testleri

Karbon kaynaklarindan suksinik asit (%1, w/v) biitiin izolatlar i¢in negatif (-) sonug
veren bir test iken yine karbon kaynaklarindan dextrin (%1, w/v) ise biitiin izolatlar
igin pozitif (+) sonu¢ veren testlerden biri olarak belirlenmistir. Amycolatopsis sp.
AG28, en yakn tip tiirii A. taiwanenis KCTC 19116" ile D(+) Sellobiyoz, D(+)
Melezitoz, D(+) Melibiyoz, Laktoz ve Siikroz’u karbon kaynagi olarak kullanma
ozellikleri bakimindan farklilagsmiglar ancak diger 21 karbon kaynagini kullanma
bakimindan ayni sonucu vermislerdir. Nonomuraea sp. AG16, en yakin tip tiirii olan
N. spiralis DSM 43555 ile D(+) Riboz ve Laktozu kullanma 6zellikleri bakimindan
farklilasmiglar, diger 24 Ozellik bakimindan her ikiside pozitif (+) sonug
vermiglerdir. Actinomadura sp. DG80 tiim karbon testlerinde negatif (-) sonug
vermisken, en yakin tip tiirlerinin D(+) Sellobiyoz, Mannitol, Nisasta ve Siikroz

testlerinde pozitif (+) sonug verdigi gézlenmistir (Cizelge 4.33 ve Sekil 4.20).
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Cizelge 4.33. Test organizmalarina ve yakin tip tiirlerine uygulanan karbon testleri sonuglari
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

D(-)Arabinoz - - - - - 4+ 4+ o+ - o+ o+ - o+ o+ o+ - 4+
D(-)Fruktoz - - - - - - 4+ + - + - - + 4+ + - 4+
D(-)Sorbitol - - - - - 4+ 4+ + - + + - + + - = =
D(+)Riboz - - + - - - -+ - - - -+ o+ o+ =%
D(+)Sellobiyoz - + + + — + + + — 4+ + 4+ + + + + +
D(-)Galaktoz - - - - - 4+ 4+ 4+ - + + - + + + - 4+
D(-)Mannoz e T T T T e S SR
D(-)Melezitoz - + + - + + + + - + + + + + + - -
D(-)Melibiyoz - - - + - + + + — 4+ + - - - - - 4
Dekstran - - - - - + 4+ o+ - o+ o+ o+ = = = = =
Dekstrin - - - + + 4+ 4+ + - + + o+ o+ o+ o+ - 4
Glikoz - 4+ + - - + + 4+ - + + - o+ o+ o+ o+ o+
Inulin - - + - - + + + - + + - + + + - o+
L(-)Sorboz - - - - - - 4+ 4+ - o+ o+ - o+ = = = =
L(+)Arabinoz -+ + -+ 4+ 4+ -4+ + - + + + - =
L(+)Ramnoz - - - - - + 4+ + - + 4+ - 4+ - - + +
Laktoz - + - + - 4+ 4+ + - - + - + + + - -
L-Glutamin — AHEF+ B — SR+ - W + R+ + - —
Maltoz - + - - - 4+ + 4+ - + - - 4+ + + - -
Mannitol - + + + + 4+ + o+ - 4+ 4+ - 4+ 4+ o+ = 4+
myo-inositol - - - - — 4+ + 4+ - + 4+ + + + + - +
Nisasta - + + + + + + + - 4+ 4+ - 4+ 4+ 4+ = =
Suksinik asit - - - - - - - - - - - -+ 4+ o+ = =
Sukroz - 4+ + + - + + 4+ - + 4+ - + + + = =
Ksilitol - - - - - 4+ + 4+ - + 4+ - + + + - -
Ksiloz - 4+ + - - + + 4+ - + 4+ - + + + - =

+ gelisim var, - gelisim yok

1. Actinomadura sp. DG80, 2. A. jiaehensis DSM 1021277, 3. A. viridis DSM 43175", 4. Amycolatopsis sp.
AG28, 5. A. pigmentata KCTC 193307, 6. A. taiwanensis KCTC 19116", 7. A. helveola KCTC 193297, 8.
Nonomuraeaa sp. AG16, 9. Nonomuraea sp. GG64, 10. N. spiralis DSM 43555", 11. N. endophytica DSM
453857, 12. N. salmonea DSM 436787, 13. Saccharopolyspora sp. DC11, 14. S. spongia DSM 103218, 15. S.
dendranthemae DSM 46699, 16. Streptomyces sp. HC44, 17. S. vastus DSM 40309"
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4.6.2 Azot Testleri

Amycolatopsis sp. AG28, en yakin tip tiirii olan A. taiwanensis KCTC 19116 ile tiim
azot kaynaklarimi kullanabilme bakimindan benzer 6zellik gostermektedir. Ayrica
Amycolatopsis sp. AG28, A. helveola KCTC 19329" ile de tiim azot kaynaklarini
kullanma o6zellikleri bakimindan pozitif (+) sonug¢ vermistir. Amycolatopsis sp.
AG28, A. pigmentata KCTC 19330 tip tiiriinden L-Arjinin, L-Histidin ve L-lizin
kullanabilme bakimindan farklilik gostermistir. Saccharopolyspora sp. DC11 izolati,
L-Hidroksiprolin ve L-Fenilalanin ozellikleri bakimindan farklilasmis iken diger
ozellikler bakimindan benzer pozitif (+) 6zellik gostermislerdir. Actinomadura sp.
DGS8O0 tiim azot testlerinde pozitif (+) sonu¢ vermisken, en yakin tip tiirlerinden A.
jiaehensis DSM 1021277 ve A. viridis DSM 43175"*in L-Fenilalanin testinde negatif
(-) sonug verdigi gozlenmistir (Cizelge 4.34 ve Sekil 4.20).

Cizelge 4.34. Test organizmalarina ve yakin tip tiirlerine uygulanan azot testleri sonuglari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Alfa-iso-16sin + + + + + + + + + + + + + + + + +

DL- + + + + + 4+ + + + + + + + + 4+ o+ o+
Fenilalanin

Glisin + + + 4+ + + o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ 4+ 4+
L-Alanin + 4+ + + 4+ + + 4+ + + + - 4+ o+ o+ o+ +
L-Arjinin + + + + - + + - + 4+ + + 4+ o+ o+ 4+ 4+
L-Asparajin + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + 4+
L-Sistein + + + + + + + - + + + + + + + + o+
L-Histidin + + + 4+ - 4+ + - + + + + + + + + 0+
L- + + + + + + + 4+ + + + + + + - o+ 4+
Hidroksiprolin

L-Metiyonin + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + 4+
L-Fenilalanin  + - - + + + + - + + + - + + - + +
L-Prolin + 4+ + + 4+ + + 4+ + + + + 4+ o+ o+ O+ +
L-Serin + + + + + + 4+ 4+ + + + + o+ o+ o+ o+ 4+
L-Treonin + + + + + 4+ + - + + + + 4+ + 4+ o+ o+
L-Tirozin + + + 4+ + 4+ + + + + + + + + + + 4+
L-Lizin + + + + - + + - + 4+ + + 4+ + + + 4+

+gelisim var, -gelisim yok

1. Actinomadura sp. DG80, 2. A. jiachensis DSM 1021277, 3. A. viridis DSM 43175", 4. Amycolatopsis sp.
AG28, 5. A. pigmentata KCTC 193307, 6. A. taiwanensis KCTC 191167, 7. A. helveola KCTC 193297, 8.
Nonomuraeaa sp. AG16, 9. Nonomuraea sp. GG64, 10. N. spiralis DSM 43555", 11. N. endophytica DSM
453857, 12. N. salmonea DSM 436787, 13. Saccharopolyspora sp. DC11, 14. S. spongia DSM 103218, 15. S.
dendranthemae DSM 466997, 16. Streptomyces sp. HC44, 17. S. vastus DSM 40309"
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Sekil 4.20. Test organizmalarina ve yakin tip tiirlerine uygulanan karbon ve azot testlerinin
goriintiileri

4.6.3 Tuz tolerans testleri

Test organizmalart %0 - %10 NaCl igeren glukoz-yeast extract agar ortamina steril
0ze yardimiyla ¢izgi ekim metodu ile inokiile edildi ve 28 °C’de 10 giin inkiibasyona
birakildi. %0 ve %1’ lik NaCl igeren ortamda tiim izolatlarin gelisme gosterdigi
gozlemlendi. Amycolatopsis sp. AG28, yakin tip tiirii olan A. pigmentata KCTC
193307 ile gelistikleri tuz yogunluklart benzer iligki gostermistir. Ancak A.
taiwanensis KCTC 19116" ve A. helveola KCTC 193297 ile %4, %5, %6 tuz
yogunluklar1 bakimindan farklilasma belirlenmistir. Actinomadura sp. DG80 izolati
A. jiaehensis DSM 1021277 ile benzer 6zellik gostermisken, A. viridis DSM 43175"
ile %1, %2 ve %3’lik tuz toleransit bakimindan farklilagsmistir. Saccharopolyspora

sp. DC11 ve en yakin tip tiirlerinin tim tuz konsantrasyonlarinda gelisim gosterdigi
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belirlenmistir. Inkiibasyon sonrasi, belirlenen tuz konsantrasyonlarinda gelisim

sonuglari Cizelge 4.35°de, orneklere ait goriintiiler ise Sekil 4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.35. Test organizmalarinin ve yakin tip tiirlerinin farkli tuz konsantrasyonunda
geligimi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

%0 NaCl + + + + + + 4+ + + + o+ o+ + 4+ o+ o+ o+
%1 NaCl + + + + + + 4+ 4+ + + + + + o+ 4+ 4+ O+
%2 NaCl + + - - - - - - 4+ - 4+ + + 4+ + - 4+
%3 NaCl + + - + + + + 4+ - - - - + + + - +
%4 NaCl - - - 4+ 4+ + - - + - - - 4+ + + - +
%5 NaCl - - - + 4+ + - - 4+ - - - 4+ 4+ + - +
%6 NaCl - Y A S —JEE-
%7 NaCl . — e i - A - At +t - -
%8 NaCl . — W AR — A R — R
%9 NaCl - - - T - S — el - s + - -
%10 NaCl Y — - R S R — N W

+gelisim var, -gelisim yok

1. Actinomadura sp. DG80, 2. A. jiaehensis DSM 1021277, 3. A. viridis DSM 43175", 4. Amycolatopsis sp.
AG28, 5. A. pigmentata KCTC 193307, 6. A. taiwanensis KCTC 19116", 7. A. helveola KCTC 19329", 8.
Nonomuraeaa sp. AG16, 9. Nonomuraea sp. GG64, 10. N. spiralis DSM 435557, 11. N. endophytica DSM
45385", 12. N. salmonea DSM 43678, 13. Saccharopolyspora sp. DC11, 14. S. spongia DSM 1032187, 15. S.
dendranthemae DSM 46699, 16. Streptomyces sp. HC44, 17. S. vastus DSM 40309"

%1’ lik NaCl %4’ liik NaCl

Sekil 4.21. Test organizmalariin ve yakin tip tiirlerinin %2 ve %4’lik tuz
konsantrasyonunda geligimi
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4.6.4 Biyokimyasal Testler

Amycolatopsis sp. AG28, allantoin arbutin ve iire testleri bakimindan benzer 6zellik
gostermistir. Ayn1 organizma nitrat rediiksiyonu sonucunda pozitif (+) sonu¢ vermis
olmasma ragmen en yakin tip tiirleri olan A. pigmentata KCTC 193307, A.
taiwanensis KCTC19116" ve A. helveola KCTC 19329" nitrat rediiksiyonu
gdzlenmemistir. Nonomuraea sp. AG16, N. spiralis DSM 43555" ve N. endophytica
DSM 45385 ile allantoin, arbutin ve nitrat testlerinde ayni sonucu vermis iken, {ire
testinde farklilasma gozlenmistir. Buna ek olarak N. salmonea DSM 43678"da
arbutin testinde de farklilasma gézlenmistir. Streptomyces sp. HC44 izolatimizin S.
vastus DSM 40309" ile benzer bir sekilde allantoin, nitrat ve arbutinde negatif, iire
de ise pozitif sonu¢ verdigi gozlenmistir. Actinomadura sp. DG80 izolatimiz A.
viridis DSM 43175" ile tiim testlerde benzer 6zellik gostermigken, A. jiaehensis
DSM 1021277 tip tiiriiniin yanlizca arbutin testinde negatif (-) sonu¢ verdigi
gozlemlenmistir. Biyokimyasal testlerdeki gelisim sonucglart Cizelge 4.36’da, test

edilen 6rneklerin goriintiileri ise Sekil 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.36. Test Organizmalarmin ve yakin tip tiirlerinin Allantoin, Nitrat, Ure ve Arbutin
testleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Allantoin + 0+ + + + + o+ o+ - 4+ o+ o+ o+ o+ o+ - =
Arbutin - - - - - - - + - + 4+ - + - = = 4
Ure + o+ 4+ - - a4 - s+
Nitrat - 4+ - + - - - 4+ - 4+ o+ o+ - - 4+ = =

+ : pozitif sonug, - : negatif sonug

1. Actinomadura sp. DG80, 2. A. jiaehensis DSMZ102127", 3. A. viridis DSMZ43175", 4. Amycolatopsis sp.
AG28, 5. A. pigmentata KCTC19330", 6. A. taiwanensis KCTC19116", 7. A. helveola KCTC19329", 8.
Nonomuraeaa sp. AG16, 9. Nonomuraea sp. GG64, 10. N. spiralis DSM 43555", 11. N. endophytica
DSM45385", 12. N. salmonea DSM43678", 13. Saccharopolyspora sp. DC11, 14. S. spongia DSM103218", 15.
S. dendranthemae DSMZ46699", 16. Streptomyces sp. HC44, 17. S. vastus DSM40309"
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Sekil 4.22. Test organizmalarinin ve yakin tip tiirlerinin Allantoin, Nitrat, Ure ve Arbutin
testleri hazirlik ve sonug goriintiileri

4.6.5 Farkh sicakhiklarda gelisme

4°C ve 55°C sicaklik degerlerinde test edilen higbir organizmanin gelisme
gosteremedigi goriilmiistiir. Amycolatopsis sp. AG28, 20°C, 28°C ve 37°C’ de
gelisme gdstermistir. En yakin tip tiirii olan A. taiwanensis KCTC 19116" ise
20°C’de gelisme gostermezken, 45°C’de gelisme gostermistir. A. pigmentata KCTC
19330" ve A. helveola KCTC 19329 tip tiirlerinde ise Amycolatopsis sp. AG28
izolatiyla sicaklik toleranslar1 bakimindan farklilasma oldugu belirlenmistir.
Nonomuraea sp. AG16, N. spiralis DSM 43555" ve N. endophytica DSM 45385 tip
tirleriyle 45°C ve 50°C’deki gelisimleri bakimindan farklilagmistir. Yine
Nonomuraea sp. AG16 izolati, N. salmonea DSM 43678 ile 10°C, 20°C ve
45°C’deki gelisimleri bakimindan farklilik géstermektedir. Saccharopolyspora sp.
DCI11 izolatimiz 20°C altinda ve 45°C iizerinde gelisemedigi gozlenmisken, en yakin
tip tiirlerinden olan S. spongia DSM 103218" ile benzer 6zellik gostermistir.
Actinomadura sp. DG80 izolatimiz ve yakin tip tiirleri A. jiaehensis DSM 1021277
ve A. viridis DSM 43175"in benzer sicakliklarda gelisim gosterdigi gozlenmistir.
Ancak A. jiaehensis DSM 1021277 tip tiiriiniin 45°C’de de gelisebildigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.37 ve Sekil 4.23).
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Cizelge 4.37. Test organizmalarinin ve yakin tip tiirlerinin farkli sicaklik degerlerinde
gelisimi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

4°C - - - - - - - - - - - - — — Y ——
10°C - - - - + - - 4+ - 4+ + - 4+ + - = -
20°C - - - + + - 4+ 4+ - + + - + - = = -
28°C + + + + + + + + - + + + + + + o+ o+
37°C + 4+ + + + + + + - + + + + o+ 4+ o+ o+
45°C -+ - - 4+ + - + - - - - - - - - -
50°C - - - - - - 4+ 4+ - - - 4+ - - - = =
55°C - - - - - - - - - - - = = = = = =

+gelisim var, -gelisim yok

1. Actinomadura sp. DG80, 2. A. jiaehensis DSMZ102127", 3. A. viridis DSMZ43175", 4. Amycolatopsis sp.
AG28, 5. A. pigmentata KCTC19330", 6. A. taiwanensis KCTC19116", 7. A. helveola KCTC19329", 8.
Nonomuraeaa sp. AG16, 9. Nonomuraea sp. GG64, 10. N. spiralis DSM 43555", 11. N. endophytica DSM
45385", 12. N. salmonea DSM43678", 13. Saccharopolyspora sp. DC11, 14. S. spongia DSM103218", 15. S.
dendranthemae DSMZ46699", 16. Streptomyces sp. HC44, 17. S. vastus DSM40309"

4.6.6 Farkh pH araliklarinda gelisme

pH 2 ve pH 12 araligi calisilan izolatlarin higbiri pH 11 ve pH 12 degerlerinde
gelisme gosterememistir. Amycolatopsis sp. AG28, A. pigmentata KCTC 19330" ve
A. taiwanensis KCTC 19116" benzer bir sekilde pH 7 ile pH 10 degerleri arasinda
gelisme gostermistir. Ancak A. pigmentata KCTC 19330 ve A. helveola KCTC
19329 nin pH 5, pH 8, pH 9 ve pH 10 diizeylerindeki gelisimleri farklilasma
gostermistir. Nonomuraea sp. AG16 en yakin tg tip tiirliyle pH 6 ve pH 8’de benzer
gelisme gosterirken pH 8’de yanlizca N. salmoena DSM 436787 gelisme
gostermemis, pH 9 da ise yalnizca N. spiralis DSM 43555 gelisme gostermemistir.
Saccharopolyspora sp. DC11 izolatimizin ve en yakin tip tiirlerinin pH 5- pH 11
araliginda gelisim gosterdigi tespit edilmistir. Actinomadura sp. DG80 izolat1 ve A.
jiaehensis DSM 1021277 benzer sonuglar vermis iken, A. viridis DSM 43175 tip
tiiriiniin yanlizca pH 8’de gelisim gosterdigi gézlemlenmistir (Cizelge 4.38 ve Sekil
4.23).
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Cizelge 4.38. Test Organizmalarinin ve yakin tip tiirlerinin farkli pH degerlerinde geligimi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

pH 2 - - - - = = = = = = - - - - - - -
pH3 - - - - = = = = = = - - - - - - -
pHA - - - - - - - - - - - - - - - - -
pHE - - - - - - - - - - - - - - - - -
pH 6 - - - - - - - - - - - - - - - - -
pH 7 + + - + + 4+ - - - - - - + + 4+ - 4

pH 8 + + + + + + + + + + + + + + + + +

pH9 + + - + + + + + - + + + + + + -+
pH10 + + - + + + + + - + + + + + + -+
pH1l + - - - - - - - - - - - 4+ + + - +
pH12 - - - - - - - - - - - - - - = = =

+geligim var, -gelisim yok

1. Actinomadura sp. DG80, 2. A. jiaehensis DSMZ1021277, 3. A. viridis DSMZ43175", 4. Amycolatopsis sp.
AG28, 5. A. pigmentata KCTC19330", 6. A. taiwanensis KCTC19116", 7. A. helveola KCTC19329", 8.
Nonomuraeaa sp. AG16, 9. Nonomuraea sp. GG64, 10. N. spiralis DSM 43555", 11. N. endophytica DSM
45385", 12. N. salmonea DSM43678", 13. Saccharopolyspora sp. DC11, 14. S. spongia DSM103218", 15. S.
dendranthemae DSMZ46699", 16. Streptomyces sp. HC44, 17. S. vastus DSM40309"
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Sekil 4.23. Test Organizmalarinin ve yakin tip tiirlerinin farkli sicaklik ve pH degerlerindeki
geligim goriintiileri

4.6.7 Tzolatlarin farkh besiyerlerindeki biiyiime ve gelisimleri

Test organizmalarinin ve yakin tip tiirlerinin kiiltiirel ve morfolojik o6zellikleri
incelenmek amaciyla on farkli besiyerine ekimleri gerceklestirilerek, biiylime ve
gelismeleri saglanmistir. Farkli besiyerilerinde izolatlarin geligimi, spor rengi,
substrat miselyum ve ¢ozilinlir pigment rengi 6zellikleri belirlendi (Cizelge 4.39-
4.41). Actinomadura sp. DG80, Amycolatopsis sp. AG28, Nonomuraea sp. AG16 test
izolatlarnin ve Saccharopolyspora dendranthemae DSM 46699 tip tiiriiniin on

farkl1 besiyeri ortamindaki gelisim goriintiileri Sekil 4.24°te verilmistir.
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9¢1

Nonomuraea sp. AG16, 6. N. spiralis DSM 43555 tiirlerine ait on farkl1 besi ortanundaki gelisim 6zellikleri

Cizelge 4.39. 1. Amycolatopsis sp. AG28, 2. A. pigmentata KCTC 19330, 3. A. taiwanensis KCTC 19116, 4. A. helveola KCTC 19329, 5.

ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 ISP6 ISP7 Bennett’s Czapek’s Tryptic Soy  Niitrient

Agar Agar Agar Agar
G:++ G+ G+ G:++ G+ G:++ G+ G:- G+ G+
R:krem R:beyaz R:krem R:beyaz R:yesil R:kahverengi R:A.yesil R:- R:krem R:beyaz
A:beyaz A:krem A:beyaz A:beyaz Acyesil A:krem Acyesil A- A:beyaz A:krem
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
G:++ G+ G+ G+ G+ G:++ G+ G+ G:- G+
R:krem R:krem R:beyaz R:krem R: R:A.kahverengi R:krem R: R:- R:krem
A: R:krem A:krem A A:krem A:krem A:beyaz A:krem A:- R:krem
S:beyaz S:beyaz S:- S:- S:- S:beyaz S:- S:- S:- S:beyaz
Gi++ G:++ G:++ G+ G:++ G:++ G:++ G+ G+ G:++
R:beyaz R: R:beyaz R:beyaz R:beyaz R:beyaz R:beyaz R:krem R:beyaz R:
Agri A:gri A:beyaz Agri A:krem AA. AA. Agri A- A:gri
S:- S:gri S:beyaz S:- S:- Kahverengi Kahverengi  S:- S:- S:

S:gri S:beyaz
G:++ G:i++ G: ++ G+ G:++ G+ G+ G:+ G+ G:++
R:beyaz R:fildisi R:krem R:beyaz R:krem R:fildisi R:krem R:beyaz R:fildisi R:fildisi
AA AA A:gri A:krem A AA A:krem A:- A:- AA
Kahverengi  Kahverengi S:- S: beyaz S:- Kahverengi S:- S:- S:- Kahverengi
S: beyaz S:- S:- S:
G:++ G:++ G+ G:++ G:++ G+ G+ G: G:++ G:++
R:krem R:beyaz R:beyaz R:beyaz R: R:krem R:yesil R:krem R:yesil R:beyaz
A A A: A Agri A:A.turuncu A Agri Agri A
S:beyaz S:beyaz S: S: S: S:beyaz S: S: S: S:beyaz
G+ G:++ G:++ G:++ G+ G:- G+ G:++ G+ G:++
R:krem R:beyaz R:beyaz R: R:fildigi R:- R:beyaz R: R:A.yesil R:beyaz
Agri A:beyaz AA. AA. Aturuncu  A- A:krem Acturuncu  A:gri A:beyaz
S:beyaz S: Kahverengi  Kahverengi S:beyaz S:- - S: S:gri S:gri
S: S:beyaz

(G: gelisim, R: substrat miselyumu rengi, A: hava miselyumu

rengi, S: ¢6ziinebilir pigment)



LZT

Cizelge 4.40. 1. N. endophytica DSM 45385", 2. N. salmonea DSM 43678, 3. S. dendranthemae DSM 46699', 4. Streptomyces sp. HC44, 5. S.
vastus DSM 40309 tiirlerine ait on farkli besi ortamindaki gelisim 6zellikleri

ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 ISP6 ISP7 Bennett’s Czapek’s Tryptic Soy  Niitrient
Agar Agar Agar Agar
G+ G:++ G+ G:- G:++ G:++ G:++ G+ G+ G:++
R:beyaz R:fildisi R:beyaz R:- R:beyaz R:krem R:beyaz R:krem R:fildisi R:fildisi
AA. A:gri Aturuncu A- R:krem AA. Acturuncu  Aituruncu  A:gri Agri
Kahverengi S:beyaz S:gri S:- S:beyaz Kahverengi S: S:beyaz S: S:beyaz
S: S:beyaz
G:++ G:- G:++ G:++ G:++ G:++ G:++ G+ G:- G:++
R:krem R:- R:beyaz R:krem R:krem R:krem R:beyaz R:beyaz R:- R:beyaz
Aituruncu  A:- A:turuncu A Aturuncu  A:A.turuncu A A A:- A:turuncu
S: S:- S:beyaz S: S: S: S:beyaz S: S:- S:beyaz
Gi+++ Gi+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++
R:sar R:gakil gri R:soluk R:bej Riipek gri  R:findik kahve  R:ipekgri ~ R:yesil R:ipek gri R:yesil
turuncu - kahve kirmizi R:- A:- A:- kahve A:- kahve
A- S:- A- A- S:- S:platin gri S:- A- S:- A-
S:- S:acik fildisi  S:- S:- S:-
G:++ G:- G:- G:++ G:- G:++ G:- G:- G:- G:-
R:kil kahve R:- R:- R:kil kahve R:- R:kil kahve R:- R:- R:- R:-
A: A:- A:- A: A:- A:A.turuncu A:- A:- A:- A:-
S: S:- S:- S: S:- S: S:- S:- S:- S:-
G:++ G:- G:- G:++ G:- G:++ G:- G:- G:- G:-
R:kil kahve R:- R:- R:kil kahve R:- R:kil kahve R:- R:- R:- R:-
A: A:- A:- A: A:- A:A.turuncu A:- A:- A:- A:-
S S:- S:- S: S:- S S:- S:- S:- S:-

(G: gelisim, R: substrat miselyumu rengi, A: hava miselyumu rengi, S: ¢oziinebilir pigment)
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103218, 6. Saccharopolyspora sp. DC11 tiirlerine ait on farkli besi ortamindaki gelisim 6zellikleri

Cizelge 4.41. 1. A. jiaehensis DSM 102127, 2. A. viridis DSM 43175, 3. Actinomadura sp. DG80, 4. Nonomuraeaa sp. GG64, 5. S.

spongia DSM

ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 ISP6 ISP7 Bennett’s Czapek’s Tryptic Niitrient
Agar Agar Soy Agar  Agar
G:+++ G+ G:+++ G:+++ G: +++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++
R:kahve- R:gakil gri  R:krem R: krem R:findik R: kahve-yesil ~ R:kahve- R:kahve- R:krem R:ipek gri
yesil A- A- A- kahve A- yesil yesil A- A-
A:- S:- S:- S: ipek gri A:- S: ipek gri A:- A:- S:- S:-
S:- S: ipek gri S:- S:-
G:+++ G:- G:++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++
R:hardal R:- R:kahve- R:giimiig gri ~ R:hardal R: kahve-yesil  R:kil kahve R:  kahve- R:acik R: kahve-
kahverengi A:- yesil A: beyaz kahve rengi  A: beyaz A:beyaz yesil gri yesil
A: S:- A: beyaz S:acik fildisi  A: beyaz S:acik fildisi S:- A: beyaz A:- R: beyaz
S:- S:- S:- S:- S:- S:-
Gi+++ G+ G:+ G+++ G+++ G+++ G:+++ G:+++ Gi+++ Gi+++
R: ipek gri R:ipek gri R:krem R: krem R: ipek gri R: krem R: ipek gri R: ipek gri R: krem R: ipek gri
- - A:- - - A:- A:- A:- A:- A:-
S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
G:- G:- G:- G:- G:- G:- Gi+++ G+ G:- G+
R:- R:- R:- R:- R:- R:- R:kahve- R:kahve- R:- R: kahve-
A:- A:- A:- A:- A:- A:- yesil yesil A:- yesil
S:- S:- S:- S:- S:- S:- A:- A:- S:- A:-
S:- S:- S:-
G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++
R: ipek gri R:ipek gri R:gri-beyaz  R:truncu- R:yesil- R:Kil-kahve R:cakil gri R:zeytin R: ipek R:ipekgri
A- A- A- kahve kahve A- A- yesil gri A-
S:beyaz S:beyaz S: A:- A:- S:beyaz S: A- A:- S:beyaz
S: S: S: S:
Gi+++ G:+++ G:+++ G:+++ Gi+++ Gi+++ G:+++ G:+++ Gi+++ Gi+++
R:yesil R:gakil gri  R: krem R: krem R:ipekgri  R:ipekgri R:cakil gri R: ipek gri R:gakil R: ipek gri
kahve A:beyaz A: beyaz A: beyaz A- A: beyaz A- A- gri A-
A- S:- S:- S:- S:- S:zeytin kahve  S:- S:- - S:-
S:- S:-

(G: gelisim, R: substrat miselyumu rengi, A: hava miselyumu rengi, S: ¢oziinebilir pigment)



Sekil 4.24. Nonomuraeaa sp. AG16, Saccharopolyspora sp. DC11, Amycolatopsis sp.
AG28 test organizmalarimin ve S. dendranthemae DSM 46699 tip tiiriiniin on
farkli besiyeri ortamindaki gelisim goriintiileri
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4.6.8. Antibakteriyal aktivite

Antibakteriyal aktivite testi sonucunda Amycolatopsis, Actinomadura, Nonomuraea,
Sacharopolyspora, Streptomyces cinsine ait izolatlar ve yakin tip tiirlerinin Gram (+),
Gram (-) ve fungal patojenlere kars1 gosterdigi antibakteriyal aktiviteleri ve olgiilen

inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.42’te verilmistir (Sekil 4.25)

Cizelge 4.42. Antibakteriyal aktivite test sonuglar1 ve 6lgiilen inhibisyon zon ¢aplart (mm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Actinomadura sp. DG80 - - - - - - - - -
A. jiaehensis DSMZ102127" - - - - - - B, . B}
A. viridis DSMZ43175" - - - - - - - - .
Amycolatopsis sp. AG28 - 12 - - - 17 1 - -
A. pigmentata KCTC19330" - 14 - - - - - - .
A. taiwanensis KCTC19116" - - - - - 4 19 - .
A. helveola KCTC19329" - 4 - - - - - ’ .
Nonomuraeaa sp. AG16 - - 20 - 5 - = 17 -
Nonomuraea sp. GG64 - - - - 3 - - - -
N. spiralis DSM 43555" 2 2 - d 25 - B . B}
N. endophytica DSM 45385" - - - : - - . 13 -
N. salmonea DSM43678" 4 - 4 - - - - . .
Saccharopolyspora sp. DC11 - - - . - - - 3 -
S. spongia DSM103218" - - - - - . B i B}
S. dendranthemae DSMZ46699" - 4 4 - - - E . .
Streptomyces sp. HC44 - - - - - - - - -
S. vastus DSM40309" - - - - - - - . .

1. Aspercillus niger ATCC 16404"; 2. Candida albicans ATCC 10231"; 3. Staphylococcus aureus ATCC
25923"; 4. Escherichia coli ATCC 25922T; 5. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603™; 6. Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27853"; 7. Bacillus subtilis ATCC 6633"; 8. Enterococcus faecalis ATCC 292127

Sekil 4.25. Test izolatlarmin antimikrobiyal kativite sonuglar. A) Bacillus subtilis ATCC
6633" (1. A. taiwanensis KCTC19116" 2. Amycolatopsis sp. AG28) B)
Enterococcus faecalis ATCC 292127 (1. N. endophytica DSM 45385" 2.
Nonomuraeaa sp. AG16)
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Amycolatopsis sp. AG28 izolatimin Candida albicans ATCC 102317 (12 mm),
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853" (17mm) ve Bacillus subtilis ATCC 6633"
(11 mm) patojenleri lizerinde antimikrobiyal aktivitesi gbzlendi. Benzer sekilde A.
pigmentata KCTC 19330" tip tiiriiniin Candida albicans ATCC 102317 patojeni
iizerinde antimikrobiyal aktivitesi gozlendi. A. taiwanensis KCTC19116" tip tiiriiniin
Bacillus subtilis ATCC 6633" patojeni iizerinde antimikrobiyal aktivitesi gdzlendi.
Nonomuraeaa sp. AG16 izolatinin Staphylococcus aureus ATCC 259237 ve
Enterococcus faecalis ATCC 292127 patojenleri iizerinde sirastyla 20 ve 17 mm’lik
zon ¢api ile antimikrobiyal aktivitesinin oldugu belirlendi. N. spiralis DSM 43555"
tip tiiriiniin Klebsiella pneumoniae ATCC 700603" patojeni iizerinde 25 mm’lik zon
cap1 ile antimikrobiyal aktivitesi gozlendi. Ayrica N. endophytica DSM 45385 tip
tiiriiniin Enterococcus faecalis ATCC 292127 patojeni iizerinde 13 mm’lik zon ¢ap1

ile antimikrobiyal aktivitesinin oldugu belirlenmistir.

4.7. Seker analizi

Yeni tiir olma ihtimali yiiksek olan Actinomadura sp. DG80, Amycolatopsis sp.
AG28, Nonomuraea sp. GG64, Saccharopolyspora sp. DC11, Streptomyces sp.
HC44, Streptomyces sp. GC59, Streptomyces sp. HG27, Streptomyces sp. GG61 ve
Promicromonospora sp. HG29 izolatlarin tiim-hiicre seker hidrolizatlar1 tek boyutlu
ince tabaka kromatografisi ile analiz edildi. Standart olarak glukoz (%1, wi/v),
galaktoz (%1, w/v), arabinoz (%1, w/v), mannoz (%1, w/v), ksiloz (%1, w/v), riboz
(%1, w/v) ve ramnoz (%1, w/v) sekerlerini iceren ¢dzelti kullanildi. Izolatlarm seker
profili, tiim-hiicre seker hidrolizatlarimin kromatografi plakas1 tzerindeki

hareketlerinin ve renk profillerinin standart sekerler ile karsilastirilmasiyla belirlendi.

Amycolatopsis cinsine ait AG28 susunun tiim-hiicre seker hidrolizatlari
ramnoz, riboz, arabinoz ve galaktoz oldugu belirlenmistir. Saccharopolyspora sp.
DC11 susunun tiim-hiicre seker hidrolizatlar1 glikoz, arabinoz, galaktoz, riboz ve
ramnoz, Streptomyces sp. HC44 susunun glikoz, mannoz ve riboz, Streptomyces sp.
GC59 susunun ise glikoz, mannoz, galaktoz, riboz ve ramnoz, GG64 susunun glikoz,

mannoz, maduroz ve riboz oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.26).
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AG28 DC11 HC44 GC59 GG64 ST1 ST2

Sekil 4.26. Amycolatopsis sp. AG28, Saccharopolyspora sp. DC11, Streptomyces sp.
HC44, Streptomyces sp. GC59 ve Nonomuraea sp. GG64 susunun seker
profilleri (ST1: galaktoz (%1, w/v), arabinoz (%1, w/v), ksiloz (%1, wi/v). ST2:
mannoz (%1, w/v), riboz (%1, w/v), glukoz (%1, w/v) ve ramnoz (%1, w/v))

Streptomyces cinsine ait HG27 susunun tiim-hiicre seker hidrolizatlari riboz ve
glikoz ve aym cinse ait GG61 susunda ayni seker hidrolizatlarini igerdigi
belirlenmistir. Promicromonospora cinsine ait HG29 susunun tiim-hiicre seker
hidrolizatlar1 rhamnoz, riboz ve glikoz sekerlerini igermektedir. Actinomadura
cinsine ait DG80 susunun tiim-hiicre seker hidrolizatlar1 ramnoz, riboz, maduroz ve
glikozdur (Sekil 4.27).

Sekil 4.27. Streptomyces sp. HG27, Streptomyces sp. GG61, Actinomadura sp. DG80 ve
Promicromonospora sp. HG29 suslarinin seker profilleri (ST1: galaktoz (%1,
wiv), arabinoz (%1, wiv), ksiloz (%1, w/v). ST2: mannoz (%1, w/v), riboz (%1,
wiv), glukoz (%1, w/v) ve ramnoz (%1, w/v))
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4.8. Yag asidi

Amycolatopsis sp. AG28 ve Streptomyces sp. HC44 suslarinin yag asidi analizi, test
suslar1 en yakin tip tiirleri (Amycolatopsis helveola KCTC19329", 5. Amycolatopsis
taiwanensis KCTC19116", Amycolatopsis pigmentata KCTC19330", Streptomyces
vastus DSM40309") ile ayni kiiltiir kosullarinda gelistirildikten sonra gerceklestirildi.
Gaz kromatografisi verilerine gore test suslar1 ve en yakin akraba tip tiirlerinin yag

asiti metil esteri profilleri ¢izelge 4.43’te verilmistir.

Amycolatopsis sp. AG28 susu %10.2 is0 Cjs9, %32.2 iS0 Cig:9, %10.6 iso
C16020H yag asitlerini i¢ermekteyken, Amycolatopsis helveola KCTC19329" tip
tirtiniin  %14.9 iso Ciso, %21.0 is0 Cis yag asitlerini icerdigi, Amycolatopsis
taiwanensis KCTC 19116 tip tiiriiniin %12.5 iso Cys., %29.8 iso Cis yag asitlerini
icerdigi, Amycolatopsis pigmentata KCTC 19330 tip tiiriiniin %17.6 iso Cis:0, %15.3

150 C16:0 yag asitlerini igerdigi gézlemlenmistir.

Streptomyces sp. HC44 susu %23.7 is0 Cig:0, %18.2 iS50 C16:020H yag asitlerini
icermekteyken; Streptomyces vastus DSM 40309 tip tiiriiniin %27.5 is0 Cis:0, %18.9

150 C16:020H yag asitlerini igerdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.43. 1. Amycolatopsis sp. AG28 ve 2. Streptomycetes sp. HC44 izolatlarinin; 3.
Streptomyces vastus DSM  40309" 4. Amycolatopsis helveola
KCTC19329™; 5. Amycolatopsis taiwanensis KCTC 19116"; 6.
Amycolatopsis pigmentata KCTC 193307 ve tip tiirlerinin yag asiti

profilleri.
Yag asitleri 1 2 3 4 5 6
Doymus
Cizo 1.0 0.8 - - - -
Cua0 0.3 4.9 2.0 0.3 1.0 1.0
Ciso 4.0 8.3 4.7 1.4 1.4 2.6
Cis0 3.4 9.8 6.7 3.0 - 9.0
Ci70 9.1 3.7 4.5 3.3 1.0 1.0
Doymams
Cis0 30H - - 1.7 1.2 - -
Cis4B - - 0.9 - - -
Cie:1CiS 9 - 3.2 4.7 2.3 1.0 2.7
Ci7.4Cis 9 0.6 2.3 7.7 3.2 - 1.0
Dallanmis
150 Ci4:0 8.8 2.6 0.6 1.3 7.8 2.1
is0 Cis:0 10.2 4.9 7.3 14.9 12,5 17.6
150 Cg:0 32.2 23.7 27.5 21.0 29.8 15.3
i50 Cy7 2.2 2.7 3.5 0.3 5.45 -
is0 Cyg 0.3 - - 8.2 - -
iS0 Cy6:020H 10.6 18.2 18.9 3.4 - -
iso C47,020H - 3.3 52 1.8 - -
i50 C151 G 0.7 1.3 - - - -
i50 Ci61 G 0.7 - - - - -
Ci6:0 9?7-methyl - - 15 1.2 2.8 2.1
Ci6:0 L0-methyl 0.8 - - - - -
Ci7:0 10-methyl 0.5 - 0.4 - - -
is0 Cyg:9 10-methyl 1.3 - - - - -
is0 C17.9 10-methyl 5.3 - 1.1 - - -
anteiso Cys 0.7 0.9 0.3 3.0 16.9 24.0
anteiso Cig - - 0.6 0.3 - -
anteiso Cy7,9 1.0 2.2 24 2.8 8.0 3.0
anteiso C5020H 0.4 1.9 - - - -
anteiso C,7,020H - 1.4 1.0 4.9 - -
Summed Feature 4 4.7 3.1 - 1.2 - -
Unknown 16.048 0.4 - 0.7 - - -
Unknown 14.966 1.15 2.1 1.2 1.0 - -
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4.8 Spor morfolojisi

Taramali elektron mikroskobu (JEOL JSM 6060, JEOL Ltd. Tokyo, Japan) ile spor
yiizeyinin belirlenmesi islemi, yeni tiir olma ihtimali olan test organizmalari i¢in
gerceklestirildi (Sekil 4.28). Goriintiilleme sonunda Amycolatopsis, Streptomyces,
Promicromonospora, Saccharopolyspora ve Actinomadura iyeleri dallanmig

misellerin arasinda diiz ylizeyli gubuk, spiral ya da dikensi ylizeyler goriilmektedir.

1S5kU X106, bag

b

0
«'( .

HG27 (C), Streptomyces sp. HC44 (D), Streptomyces sp. GG61(E),
Streptomyces sp. AVC16 (F) susunun spor yiizeyine ait taramali elektron
mikroskobu (TEM) goriintiisii
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4.9 Polar lipidlerin belirlenmesi

Amycolatopsis sp. AG28 susunun Almanya Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirleri
Koleksiyonunda (DSMZ-Almanya) molibdofosforik asitle boyanmis tim lipit
profillleri Sekil 4.29°da goriilmektedir. (Amino gruplari ninhidrin ile glikolipitler a-
naftol ile ve fosfat gruplar1 molibden blue ile ayrica boyanmis ancak TLC
kromatogramlar1 kiiltiir koleksiyonunun ¢aligma kurallar1 geregi tarafimiza
sunulmamistir). Boliim arastirma laboratuvarlarimizda gergeklestirilen Streptomyces
sp. HC44 ve Saccharopolyspora sp. DC11 suslarinin polar lipit profilleri Sekil 4.30.

ve 4.31.’de verilmistir.

Polar lipit profili bakimindan en yakin tip tiirleriyle kiyasladigimizda
Amycolatopsis sp. AG28 susunun difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidiletanolamin
(PE), fosfatidilgliserol (PG) ve fosfatidilinositol (PI) igcedigi, A. taiwanensis KCTC
191167 ve A. pigmentata KCTC 19330" tip tiirlerinin ise yalnizca
fosfatidiletanolamin (PE) igerdigi belirlenmistir.

Sekil 4.29. Amycolatopsis sp. AG28 tiiriiniin polar lipit profili. (DPG, difosfatidilgliserol;
PE, fosfatidiletanolamin; PG, fosfatidilgliserol; Pl, fosfatidilinositol; AL,
aminolipit; L,lipit; GL, glikolipit; PL, fosfolipit)
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DPG

Sekil 4.30. Streptomyces sp. HC44 tiiriiniin polar lipit profili. (DPG, difosfatidilgliserol;
PE, fosfatidiletanoamin; APL, aminophospholipid; PI, fosfatidilinositol; PIM,
fosfatidilinositol mannoside; AL, aminolipit; PL, fosfolipit)

Sekil 4.31. Saccharopolyspora sp. DCI11 tirlinin  polar lipit profili. (DPG,
difosfatidilgliserol; APL, aminophospholipid; PG, fosfatidilgliserol; PlI,
fosfatidilinositol; AL, aminolipit; L,lipit; GL, glikolipit; PL, fosfolipit)

4.10 Menakinon analizi

16S rRNA gen bdlgesi dizi verilerine gore yeni tiir olarak literature kazandirilan
Amycolatopsis sp. AG28 susunun menakinon profili, Almanya Mikroorganizma ve
Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonunda (DSMZ-Almanya) hizmet alimi yoluyla
belirlenmistir. Amycolatopsis sp. AG28 susu baskin menakinon olarak MK-8(H),
MK-9(H,) ve MK-9(Hg) bilesiklerini icermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Aktinobakterilerin birgok biyoaktif bilesigi tirettigi bilinmektedir. Giiniimiize kadar
kesfedilen metabolitler Aktinobakterilerin potansiyelinin sadece kii¢iik bir kismini
kapsamakta oldugu literatiirde de desteklenmektedir (Matsumoto ve Takahashi,
2017). Yeni biyoaktif metabolit iiretebilme kapasitesine sahip yeni aktinobakteri
suslarinin izolasyonu amaciyla, ekstrem fizikokimyasal 6zelliklere sahip habitatlar
ile daha oOnce izolasyon c¢alismalari yapilmamis habitatlarin arastirilmasi 6nem
kazanmaktadir (Jose and Jebakumar, 2014). Bu tez c¢alismasinda, 6rneklem alani
olarak secilen Kapadokya, Urgiip-Géreme Yoresi Aktinobakteri cesitliligi ilk kez
caligilmistir. Yoreden alinan toprak oOrneklerinden yapilan ¢aligmalar sonucunda
Actinomadura, Amycolatopsis, Kribbella, Mycobacterium, Nocardia, Nonomuraea,
Promicromonospora, Saccharopolyspora, Saccharothrix ve Streptomyces cinslerinin
tiyeleri izole edilmis ve yapilacak olan ilave ¢aligmalarla mevcut stoklarimiza, birgok

yeni aktinobakteri iiyesinin kazandirilmasi kuvvetle muhtemel oldugu gériilmustiir.

Kapadokya Urgiip-Goreme yéresi; iilkemizin diger bolgeleri gibi farkli jeolojik
donemlerin 6zelliklerini barmmdirmaktadir. Kapadokya yoresi topraklart volkanik
tiiflerden meydana gelmekte ve topraklarin yapisi gegirgen bir nitelik tagimaktadir
(Yilmaz vd, 2010; Arslan vd, 2017). Hem gegirgen toprak yapisina sahip olmasi
hemde bu konuda bélgeye yonelik yeterli ¢alismanin az olmasi, bolgedeki organik
madde dongiisiinde rol oynadiklar1 bilinen Aktinobakteri grubu organizmalarin hangi
gesitlilikte bulundugunun tespit edilmesi ihtiyacini dogurmustur. Dolayisiyla, elde
edilecek muhtemel yeni tiirlerin literatiire kazandirilmasi, farmakolojik ve
mikrobiyolojik tarama programlari i¢in kaynak mikroorganizmalarin olusturulmasini

saglanacaktir.

Mikrobiyal 6n ¢alismalarinda, izolasyon petrilerinde morfolojik karakterlerine
gore bakildiginda basil, mantar ve aktinobakter gruplari igerisinde
siiflandirilabilecek bir¢ok izolat gozlenmistir. Aktinobakteri kolonileri morfolojik
karakterlerine gore incelendiginde elde edilen bulgular, aktinobakteri kolonilerinin,
mantar (Aspergillus, Fusarium ve Absidia vb.) ve basil (Paenibacillus, Bacillus vb.)
kolonilerine goére daha fazla cesitlilige sahip oldugunu isaret etmistir. Bu bilgiler

1s1ginda arastirma konumuz olan aktinobakterilerin biyocesitliligini belirleme ve
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molekiiler tanimlanmalarina yogunlasilmistir. Arastirma sonuglarma gore Acigol
topragindan Amycolatopsis sp. AG28, Nonomuraea sp. AG16, Derinkuyu
topragindan Actinomadura sp. DG80 ve Saccharopolyspora sp. DC11, Hacibektas
HG29, Streptomyces sp. HC44 ve
Streptomyces sp. HG27, Giilsehir topragindan Nonomuraea sp. GG64 ve

topragindan Promicromonospora sp.

Streptomyces sp. GG61, Avanos topragindan Streptomyces sp. AVC15 nolu izolatlar
16S rRNA gen bolgesi % benzerlik ve niikleotit farkliligi sonuglarina gore kuvvetle
muhtemel vyeni tiirler arasmnda olup bunlardan Amycolatopsis cappadoca AG28"
(DSM 104280" - KCTC39884") literatiire kazandirilmistir.

Ad-Hoc komitesi tarafindan, prokaryotik tiirlerin tanimlanmasiyla ilgili bir
standardin olusturulmasi amaciyla, aragtirmacilara ¢esitli tavsiyelerde bulunulmus ve
prokaryotik sistematigin gelismesine katki saglanmistir. Bu kararlardan biri
prokaryotik tiir taniminin %70 ve tizeri DNA:DNA hibridizasyonu, %97’nin
tizerinde 16S rRNA gen dizisi benzerligine ve énemli derecede fenotipik tutarliligin
olmasi gerektigi seklindedir (Stackebrandt ve Gobel, 1994). Ancak giincel literatiirler
incelendiginde farkli veriler i¢in %98,7-99°1uk bir esik degerin de dnerilmis oldugu
goriilmektedir (Stackebrandt ve Ebers, 2006, Chun vd, 2018). Bununla birlikte yeni
tanimlanan bakteri tiirlerinin en az iki kiltiir koleksiyonuna depozit edilmesi de
karara baglanmistir (Stackebrandt vd, 2002). Calismamizda yeni tiir olma ihtimali
olan izolatlarn iki kiiltiir koleksiyonuna depozit edilme islemleri gerceklestirilmistir

(Cizelge 5.1)

Cizelge 5.1. DSMZ (Almanya) ve KCTC (Gtiney Kore) kiiltiir koleksiyonlarinda depolanan
suslara ait numaralar

CINS Sus Genbank DSMZ KCTC
numarasi numarasi numarasi numarasi
1 Amycolatopsis AG28 KX608880 DSM 104280 KCTC 39884
cappadoca
2 Streptomyces sp. HC44 KX608881 DSM 106874 KCTC 39872
3 Sachoropolyspora sp. DC11 KX608877 DSM 104316 KCTC 39880
4 Nonomuraea sp. GG64 KX608875 DSM 105787 KCTC 49006
5 Nonomuraea sp. AG16 KX608878 DSM 104311 KCTC 39876
6 Streptomyces sp. GG61 KX608884 DSM 104314 KCTC 39874
7 Streptomyces sp. HG27 KX608883 DSM 104312 KCTC 39873
8 Streptomyces sp. AVC15 KX608886 DSM 104313 KCTC 39871
9 Actinomadura sp. DG80 KX608876 DSM 105901 KCTC 49005
10 Promicromonospora sp. HG29 MF150035 DSM 104131 KCTC 39881
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Toprak izolasyonu sonucunda elde edilen toplam 530 izolat igerisinden, benzer
olan izolatlarin elenmesi sonucu stoklanan 345 test izolatinin renk gruplandirmalari
yapilmis, renk gruplamalarina gére 157 izolat 16S rRNA gen bolgesi analizleri igin

secilmis ve filogenetik analizleri gergeklestirilmistir.

Bu izolatlardan 10 tanesinin en yakin tip tiirli ile benzerlik oraninin %96.9 -
99.2 araliginda oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlardan ilk olarak, benzerlik orant
%098’in altinda olan Acigol bolgesi topragindan izole edilen Amycolatopsis sp.
AG28" susunun kemotaksonomik olarak polar lipit, menakinon, yag asidi, seker
profilleri belirlenmis; elektron mikroskobisi goriintiileri alinmis ve en yakin tip
tirleri ile fenotipik karakterizasyonu yapilmistir. DSMZ (Almanya) ve KCTC
(Gliney Kore) kiiltiir koleksiyonlarinda depolanan bu sus iilkemiz mikrobiyotasindan
Amycolatopsis cappadoca DSM 104280" yeni tiir olarak literatiire kazandirilmistir.
Amycolatopsis cappadoca DSM  104280" tiiriiniin izole edildigi toprak
fizikokimyasal olarak bazik bir pH’ya (pH 8.2), az nitelikli bir organik madde
oranina, orta kiregli ve tinli bir toprak tekstiiriine sahiptir. Bu sus ISP2 agar (Shirling
ve Gottlieb, 1966) ortamindan izole edilmekle birlikte yine bu ortamdan izole edilen
suslardan 19 tanesinin 16S rRNA gen dizi analizleri gerceklestirilmistir.
Amycolatopsis cappadoca DSM 1042807 susunun 16S rRNA gen bolgesi
bakimindan % 97.10 benzerlik orami ile A. deserti GY024" tip tiirii ile yakin iliskili
oldugu ve 40 niikleotit farkliligina sahip oldugu tespit edilmistir. Ilgili tip sus A.
helveola KCTC 19329', A. pigmentata KCTC 193307 ve A. taiwanensis KCTC
19116" ile kiime olusturarak diger tip tlirlerinden ayr1 gruplanmistir. Bu susun
guanin, ksantin, ksilen ve tween 20, 40, 80 maddelerini degrede edebildigi, D(-)
sellobioz, D(-) melibioz, dekstrin, laktoz, mannitol, nisasta ve siikroz maddelerini
karbon kaynagi olarak kullandigi, test dahilindeki biitiin azot kaynaklarinda pozitif
sonug verdigi, %6 NaCl’e kadar tuz ortaminda gelisebildigi, biyokimyasal testlerden
allantoin ve arbutin de (+) pozitif sonu¢ verdigi, 20-37°C araliginda gelisim
gosterdigi, pH 6, pH 7, pH 8 ve pH 9 degerlerinde gelisim gdsterdigi gdzlenmistir.
Antibakteriyal aktivite testinde Candida albicans ATCC 10231", Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27853 ve Bacilus subtilis ATCC 6633 patojenlerine kars1 (+)
pozitif sonu¢ vermistir. Amycolatopsis cappadoca DSM 104280" tiiriiniin seker
profili, tiim-hiicre sgeker hidrolizatlarinin kromatografi plakast {izerindeki

hareketlerinin ve renk profillerinin standart sekerler ile karsilastirilmasiyla ramnoz,
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riboz, arabinoz ve galaktoz varligi tespit edilmistir. Karsilastirmali olarak yakin tip
tiirleriyle yag asiti profillerinde %5’in lizerindeki major yag asidi g¢esitliligi olarak
C17:0, 150 Ci4:0, iSO Cisy, iSO Cig:0, 150 C16020H ve iso Ci7.0 10-metyl esterleri
belirlenmistir (Cizelge 4.43). Taramali elektron mikroskobu ¢alismalarinda, oatmeal
agarda 21 giinliik ve 30°C gelisimden sonra hava miselyumlarinin ¢ubuk sekilli
olduklar1 goézlenmistir (Sekil 4.27). Polar lipit profili olarak, difosfatidilgliserol
(DPG); fosfatidiletanolamin (PE); fosfatidilgliserol (PG); fosfatidilinositol (PI);
aminolipit (AL); lipit (L); glikolipit (GL); fosfolipit (PL) tespit edilmistir. Bu tiir
baskin menakinon olarak MK-8(H,;), MK-9(H,;) ve MK-9(Hg) bilesiklerini
icermektedir. Ayni zamanda Amycolatopsis cappadoca DSM 1042807 tip tiiriiniin
DNA G+C orani da %68.1 olarak belirlenmistir.

Yine 16S rRNA gen dizi analizlerine gore benzerlik orant %98’in altinda olan
Streptomyces sp. HC44 (DSM 106874) susunun kemotaksonomik olarak yag asidi,
seker profilleri belirlenmis; elektron mikroskobisi gortintiileri alinmis ve en yakin tip
tiirleri ile fenotipik karakterizasyonu yapilmistir. DSMZ (Almanya) ve KCTC
(Giiney Kore) kiiltiir koleksiyonlarinda depolanan bu susun polar lipit (Cizelge 5.1),
menakinon  ¢alismalarida  ivedikle tamamlanarak, ilkemizden literatiire
kazandirilacaktir. Hacibektas bolgesinden Czapek’s dox agar (Weyland, 1969)
ortamindan izole edilen Streptomyces sp. HC44 (DSM 106874) susunun izole
edildigi toprak ndtr pH araligina olmakla birlikte organik madde bakimindan az
nitelikli, ¢cok kiregli ve kumlu killi tin tekstiir yapisina sahiptir. Bu izolatla birlikte
Hacibektes bolgesi topragindan 26 test susunun daha 16S rRNA gen dizi analizleri
gerceklestirilmistir.

Streptomyces sp. HC44 izolati, en yakin tip tiirleri olan Streptomyces vastus
NBRC 13094" ile %97.24 (40 niikleotit farkliligi), Streptomyces kalpinensis TRM
46509" ile %97.03 (43 niikleotit farkliligr), Streptomyces poonensis NBRC 13485"
ile %96.68 (48 niikleotit farkliligl) 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi
gostermektedir. Ayni sekilde HC44 susu, S. griseoauranticus LMG 19316', S.
kalpinensis TRM 46509 ve S. vastus NBRC 13094 ile kiime olusturarak diger tip
tiirlerinden farkli bir grup olusturmustur. Ilgili susun yakin iliskili oldugu cinse ait tip
tirler ile multilokus (atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB) gen dizi analizleri
gerceklestirilmistir. HC44 izolati en yakin tip tiirii olan S. vastus NBRC 13094 ile
atpD gen bolgesi bakimindan incelendiginde, %97.18 dizi benzerlik oranina, gryB
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gen bolgesi bakimindan %98.53 dizi benzerlik oranina, S. hygroscopicus subsp.
hygroscopicus CGMCC 4.15277 ile recA gen bolgesi bakimmdan %97.62 dizi
benzerlik oranina, S. poonensis NRRL B-2951" ile rpoB gen bélgesi bakimindan
%95.93 dizi benzerlik oranina, S. flaveus NRRL B-16074" ile trpB gen bélgesi
bakimindan %95.80 dizi benzerlik oranma sahiptir. Bu da 16S rRNA gen dizi
benzerligiyle en yakin benzerlik oranina sahip gen bdlgesinin recA gen bolgesi
oldugu gozlemlenmistir. trpB gen bdlgesi bakimindan en yakin tip tiirliyle olan
niikleotid farkliliginin en fazla (%95.80) oldugu tespit edilmistir. HC44 izolat1 i¢in
bes gen bolgesi analizleri 16S rRNA gen dizi analizleriyle uyumlu oldugu
goriilmiistiir. HC44 susunun nisasta ve ksantin’i parcalayabildigi goézlenmistir.
Antibakteriyal aktivite testinde tiim patojenlere karsi negatif (-) sonu¢ vermistir. Bu
test bakimindan en yakin tip tiirleriyle benzer sonuca ulasilmistir. Streptomyces sp.
HC44 susunun glikoz, mannoz ve riboz sekerlerini icermektedir. Karsilastirmali
olarak yakin tip tiirleriyle yag asiti profillerinde %5’in {izerindeki major yag asidi
cesitliligi olarak Streptomyces sp. HC44 susunu %23.7 is0 Cy6:0, %18.2 is0 C16,020H
yag asitlerini igermekteyken; Streptomyces vastus DSM 40309 tip tiiriiniin %27.5
150 Ci6:0, %18.9 is0 Cy6:020H yag asitlerini icerdigi gézlenmistir. Polar lipit profili
olarak, DPG, difosfatidilgliserol; PE, fosfatidiletanoamin; APL, aminophospholipid;
Pl, fosfatidilinositol; PIM, fosfatidilinositol mannoside; AL, aminolipit; PL,
fosfolipit icerdigi tespit edilmistir. Taramali elektron mikroskobu caligmalarinda,
oatmeal agarda 21 giinliik ve 30°C gelisimden sonra hava miselyumlarinin ¢ubuk ve

dikenimsi sekilli olduklari belirlenmistir (Sekil 4.27).

Streptomyces sp. HC44 izolatinin altigen bolgesine (atpD, gyrB, recA, rpoB ve
trpB ve 16S rRNA) ait niikleotit dizilerinin birlestirilmesiyle olusturulan filogenetik
dendogramda S. cinereus NRRL B-2909" ve S. flaveus NRRL B-16074" tip
tirlerinin bes gen bolgesi dendogramindan farkli olarak birlikte kiimelendigi
belirlenmistir. Bu izolatin aym sekilde S. roseoviolaceus NRRL B-12177', S.
purpurascens NRRL B-12230" ve S. hawaiiensis DSM 40042 tip tiirleriyle yakin
konumlandigi, S. cinereus NRRL B-2909", S. flaveus NRRL B-16074" ve S. vastus
NRRL B-12232" tip tiirleriyle birlikte kiime olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 5.1).
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Streptomyces sp. HC44 (KX608881)
100 S. vastus NRRL B-12232" (KU323834)
F S. flaveus NRRL B-16074" (KT384551)
29 67 S. cinereus NRRL B-2909" (KT384513)
S. roseoviolaceus NRRL B-12177" (KT384710)
100 72‘|_ajrpurascens NRRL B-12230" (KT384696)
95 S. hawaiiensis DSM 400427 (KT844509)
a1 S. spiralis NRRL B-16922" (KT384726)
ﬂE& fumigatiscleroticus NRRL B-3856" (KJ137024)
97 S. prasinopilosus NRRL F-4655" (KP343799)

S. poonensis NRRL B-29517 (KT384689)
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.15277
Kitasatospora setae KCTC 9793 (JF424218) (HQ244473)

0.5

Sekil 5.1.  Streptomyces sp. HC44 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB ve
16S rRNA gen bolgesi birlestirilmis dizileme analizleri Neighbour-joining
filogenetik soy agaci. 1000 tekrarli uygulanan bootstrap degeri %50 ve lizerinde
olan nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi %0,5dir.

Karasal aktinomisetlerden, gegmisten giiniimiize oldukga fazla biyoaktif bilesik
elde edilmistir. Aktinomisetlerden elde edilen biyoaktif bilesiklerin %70-80’1
Streptomyces cinsi tarafindan iretilmekte olsada, farkli aktinobakteri gruplarminda
biiylik bir potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Saccharopolyspora erythrae
NRRL 2338 tip tiiriiniin antibakteriyal aktivite gosterdigi ve erythromycin bilesigini
iirettigi, Streptomyces flavoviridis ATCC 21892 tip tiiriiniin antitiiméral aktivite
olusturan zorbamycin bilesigini iirettigi arastirmalar sonucu tespit edilmistir. Ticari
olarak onemli sekonder metabolitler i¢in bu organizmalarin izolasyonu ve sekonder
metabolitler bakimindan arastirilmasina devam edilmektedir (Pacey vd, 1998; Wang
vd, 2007; Solanki vd, 2008).

Tez ¢alismam siirecinde potansiyel olarak yeni tiir olan Saccharopolyspora sp.
DCI1 susu Derinkuyu topragindan izole edilmistir. Izolasyon topragmin
fizikokimyasal 6zelliklerinde organik madde miktar1 az, ¢ok fazla kiregli, pH 8 in
tizerinde ve tinli kum tekstiir yapisina sahip oldugu belirlenmistir. Bu izolatla birlikte
Derinkuyu topragindan 17 susun daha 16S tRNA gen dizi analizleri
gerceklestirilmistir. Derinkuyu topragindan Czapek’s dox agar (Weyland, 1969)
ortamindan izole edilen DCI11 izolati, %98.77 benzerlik ile S. endophytica YIM
61095 tiirii ile yakinhik gostermekte ve 18 niikleotit farkliligi bulunmaktadir. Bu sus

guanin ve ksilen’i degrede edememis, D(-) melezitose ve dekstran’1 kullanamamus,
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tim azot kaynaklarinda pozitif (+) sonu¢ vermis, %0-10 NaCl bulunan ortamda
gelisme gostermis, allantoin, arbutin ve iirede pozitif (+) sonug¢ vermis, 10°C-38°C
araliginda gelisim gOstermistir. Antibakteriyal aktivite testinde tiim patojenlere karsi
negatif (-) sonug vererek, bu test bakimindan en yakin tip tiirleriyle ayn1 sonuca
ulagilmigtir. Saccharopolyspora sp. DC11 susunun tiim-hiicre seker hidrolizatlarinin
glikoz, arabinoz, galaktoz, riboz ve ramnoz oldugu belirlenmistir. Polar lipit profili
olarak, DPG, difosfatidilgliserol; APL, aminophospholipid; PG, fosfatidilgliserol; PI,
fosfatidilinositol; AL, aminolipit; L,lipit; GL, glikolipit; PL, fosfolipit igerdigi tespit

edilmistir.

Nonomuraea sp. GG64 susu Giilgehir topragindan ISP2 agar (Shirling ve
Gottlieb, 1966) ortamindan izole edilmistir. Bu toprak bazik bir yapiya sahip olmakla
birlikte ¢ok az organik madde ve orta diizeyde kire¢ igerigine, kumlu tin toprak
tekstlir yapisina sahiptir. Nonomuraea sp. GG64 izolat1 16S rRNA gen dizi
analizlerine gore % 98.91 benzerlik ve 16 niikleotit farkla N. rhizophila YIM 670927
tip tiriinden, % 98.63 benzerlikle N. solani NEAU-Z6" tip tiiriinden ayrilarak, farkli
bir dala yerlesmistir. GG64 susu degredasyon ve karbon testlerinin hepsinden negatif
(-) sonug vermis, ancak azot kaynaklarinin da hepsini kullanarak bu testlerden pozitif
sonu¢ vermistir. %0 - %5 NaCl ortaminda gelisim gosterebilmisken daha yiiksek
degerlerde gelisim olmamistir. Biyokimyasal testlerde sadece iire’de pozitif (+)
sonu¢ vermistir. Farkli sicakliklarda gelisimlerine bakildiginda 10-50°C araliginda
gelisim gosterdigi tespit edilmistir. Antibakteriyal aktivite testinde tiim patojenlere
kars1 negatif (-) sonug vermistir. GG64 susu glikoz, mannoz, maduroz ve riboz seker

hidrolizatlarin1 igermektedir.

Tez caligmamdaki bir diger Nonomuraea cinsi iiyesi olan Nonomuraea sp.
AGI16 susu Acigdl topragindan izole edilmistir. AG16 izolat1 16S rRNA gen dizi
analizlerine gore % 99.37 benzerlik oran1 ile N. ceibae XMU 110" tiiriinden, % 98.23
benzerlik ve 26 niikleotit farkliligi ile N. endophytica YIM 65601" tiiriinden ayrilip
farklilagarak filogenetik dendogramda ayr1 bir grup olusturmustur. AG16 susu ISP2
agar (Shirling ve Gottlieb, 1966) ortamindan izole edilmistir. Degredasyon
testlerinde guanin, nisasta, tween 20, ksantin, ksilen maddelerini pargalayabildigi,
siiksinik asit haricindeki biitlin karbon kaynaklarin1 kullanabildigi, tiim azot
testlerinde pozitif (+) sonu¢ verdigi, % 0-1 ve % 3 likk tuz ortaminda gelisim

gosterdigi, allantoin, arbutin, iire ve nitrat testlerinin tiimiinde pozitif (+) sonug
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verdigi, 10°C-50°C araliginda gelisim gosterdigi belirlenmistir. Antimikrobiyal
aktivite bakimindan Staphylococcus aureus ATCC 25923" (20mm) ve Enterococcus
faecalis ATCC 292127 (17mm) patojenlerine karsi pozitif (+) sonu¢ verdigi tespit

edilmistir.

Streptomyces cinsi orneklerimizden olan Streptomyces sp. GG61 susu Giilsehir
topragindan ISP2 agar (Shirling ve Gottlieb, 1966) ortamindan izole edilmistir. 16S
rRNA gen bolgesi bakimindan incelendiginde Streptomyces sp. GG61 izolati, %
98.83 benzerlik ile Streptomyces atriruber NRRL B-24165" tiirii ile yakin iliskili
oldugu ve 17 niikleotit farkliligina sahip oldugu belirlenmistir. Multilokus gen
bolgesi analizleri en yakin tip tiirleriyle incelendiginde, GG61 izolat1 atpD gen
bolgesi bakimindan % 99.19 dizi benzerlik oran1 S. pseudovenezuelae NRRL B-
3623" tip tiiriiyle, gryB gen bolgesi bakimindan % 89.13 dizi benzerlik orani S.
alboniger NRRL B-1832" tip tiiriiyle, recA gen bolgesi bakimindan % 94.44 dizi
benzerlik oram S. atriruber NRRL B-24165 NZ' tiiriiyle, rpoB gen bolgesi
bakimindan GG61 izolat1 % 92.49 dizi benzerlik oran1 S. yokosukanensis NRRL B-
3353" tiiriiyle ve trpB gen bolgesi bakimmdan % 94.22 dizi benzerlik orani S.
kunmingensis NRRL B-16240" tip tiirii ile yakimn iliskili oldugu belirlenmistir.
Streptomyces cinsine ait GG61 susunun tiim hiicre seker hidrolizatlari riboz ve glikoz
oldugu tespit edilmistir. Taramali elektron mikroskobu caligmalarinda, oatmeal
agarda 28 giinliik ve 30°C gelisimden sonra hava miselyumlarinin ¢ubuk sekilli

olduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.27).

Streptomyces sp. GG61 izolatinin altigen bdlgesine (atpD, gyrB, recA, rpoB,
trpB ve 16S rRNA) ait niikleotit dizilerinin birlestirilmesiyle olusturulan filogenetik
dendogramda S. variegatus NRRL B-16380" ve S. davawensis JCM 4913 tip
tiirlerinin bes gen bolgesi dendogramindan farkli olarak Streptomyces sp. GG61
izolatina yakin konumlandiklar1 belirlenmistir. Bu izolatin bes gen bdolgesi
dendogramuiyla benzer sekilde S. variegatus NRRL B-16380" tip tiiriiyle kiime
olusturdugu tespit edilmistir. S. prunicolor NBRC 13075" ve S. avermitilis NBRC
14893 tip tiirlerinin bes gen bdlgesine ait filogenetik dendogramdan farkli olarak
Streptomyces sp. GG61 izolatinin bulundugu kiimeye dahil olduklar tespit edilmistir
(Sekil 5.2).
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69_|:s. variegatus NRRL B-16380" (KT389413)
Streptomyces sp. GG61 (KX608884)
S. kunmingensis NRRL B-16240" (KT389280)
S. chartreusis NRRL ISP-5085" (KT389176)
_|: S. phaeoluteigriseus NRRL 1SP-51827 (KT389351)
o1 S. bobili AS 4.1624T (EF055145)
_|:S. pseudovenezuelae NRRL B-3623" (KT389364)
S. avermitilis NBRC 14893 (BA000030)
—— S. prunicolor NBRC 130757 ( KT389360)

~
(98]

8L s seoulensis NRRL B-24310" (KJ137100)
|: S. yokosukanensis NRRL B-3353" (KT389438)
S. cacaoi subsp. asoensis NRRL B-16592" (KT389162)
4 S. griseochromogenes NRRL B-12423" (KT389246)

o S. atriruber NRRL B-24165 NZ' (LIPN01000128)
E'; S. alboniger NRRL B-1832" (KT384455)

S. galilaeus AS 4.1320" ( EF055129)
S. davawensis JCM 4913 (HE971709)
Kitasatospora setae KCTC 9793" (JF424218)

—
0.020

Sekil 5.2. Streptomyces sp. GG61 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB ve
16S rRNA gen bolgesi birlestirilmis dizileme analizleri Neighbour-joining
filogenetik soy agaci. 1000 tekrarli uygulanan bootstrap degeri %50 ve iizerinde
olan nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi %0,5dir.

Streptomyces sp. AVC15 susu ise Avanos topragindan Czapek’s dox agar
(Weyland, 1969) ortamindan izole edilmistir. Bu bolgenin toprag: az nitelikli organik
madde igerigine sahip, orta seviyede kire¢ diizeyine ve kumlu killi tin tekstiiriine
sahiptir. 16S rRNA gen bolgesi bakimindan incelendiginde Streptomyces sp. AVC15
izolatr, % 99.29 benzerlik ile Streptomyces ambofaciens NRRL B-2516" tiirii ile
yakin iligkili oldugu ve 10 niikleotit farkliligina sahip oldugu belirlenmistir.
Multilokus gen bdlgesi analizleri en yakin tip tiirleriyle incelendiginde, AVC15
izolatt atpD gen bolgesi bakimindan, % 99.19 dizi benzerlik orani ile S.
erythrogriseus NRRL B-3808" tiirii ile ve % 98.99 dizi benzerlik oram ile S.
griseoincarnatus NRRL B-5313" tip tiirii ile, gryB gen bolgesi bakimindan % 97.55
dizi benzerlik orani ile S. ambofaciens NRRL B-2516" tip tiirii ile, % 96.81 dizi
benzerlik orani ile S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773" tip tiirii ile, recA
gen bolgesi bakimindan % 95.44 dizi benzerlik orani ile S. griseoincarnatus tiirii ve
% 95.44 dizi benzerlik oram ile S. erythrogriseus NRRL B-3808" tip tiirii ile, rpoB
gen bolgesi bakimindan % 97.96 dizi benzerlik orani ile S. flaveolus tiirii ile ve %
95.74 dizi benzerlik orani ile S. griseoflavus tip tiirii ile ve trpB gen bolgesi
bakimindan % 96.32 dizi benzerlik orani ile S. flaveolus NRRL B-1334" tip tiirii ve
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% 95.97 dizi benzerlik orami ile S. labedae NRRL B-5616" tip tiirii ile yakin iliskili
olarak filogenetik dendogramda konumlandigi goriilmistir. Ayni zamanda
Streptomyces cinsine ait AVCI15 susunun taramali elektron mikroskobu
goriintiisiinde hava miselyumlarinin ¢ubuk sekilli olduklari gozlemlenmistir (Sekil

4.27).

Streptomyces sp. AVC15 izolatinin altigen bdlgesine (atpD, gyrB, recA, rpoB,
trpB ve 16S rRNA) ait niikleotit dizilerinin birlestirilmesiyle olusturulan filogenetik
dendogramda S. ambofaciens NRRL B-2516" ve S. diastaticus subsp. ardesiacus
NRRL B-1773" tip tiirlerinin bes gen bolgesi dendogramindan farkli olarak birlikte
kiimelendigi belirlenmistir. Bu izolatin ayni sekilde S. flaveolus NRRL B-1334", S.
ambofaciens NRRL B-2516" ve S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773" tip
tiirleriyle yakin konumlandigs, S. flaveolus NRRL B-1334" tip tiiriiyle birlikte kiime
olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 5.3).

S. flaveolus NRRL B-1334" (KT389219)
Streptomyces sp. AVC15 (KX608886)
S. coelicoflavus NRRL B-16363" (KT389193)
S. ambofaciens NRRL B-2516" (KT389131)
S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773" (KT389203)
S. labedae NRRL B-5616" (KT389282)
S. atrovirens NRRL B-16357" (KT389142)
S. paradoxus NBRC 148877 (KT389282)
S. althioticus NRRL B-3981" (KT389129)
89 S. erythrogriseus NRRL B-3808" (KT389211)
— 100 S. griseoincarnatus NRRL B-5313" (KT389249)
100| 87 S. variabilis NRRL B-3984" (KT389412)
S. griseorubens NRRL B-3982" (KT389252)
S. viridochromogenes NRRL B-1511" (KT389425)
N S.collinus NRRL B-5412" (KT389198)
100 _|: S. lienomycini NRRL B-1637" (KT389291)
100 S. coeruleorubidus NRRL B-2569" (KT389197)
S. griseoflavus NRRL B-5312" (KT389247)
Kitasatospora setae KCTC 97937 (JF424218)

53

—
0.0100

Sekil 5.3.  Streptomyces sp. AVC15 izolati ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB ve
16S rRNA gen bolgesi birlestirilmis dizileme analizleri Neighbour-joining
filogenetik soy agaci. 1000 tekrarli uygulanan bootstrap degeri %50 ve {lizerinde
olan nodlar verilmistir. Niikleotit pozisyon degisimi %0,5’dir

Actinomadura cinsi tiyeleri organik madde dongiisiinde rol oynadiklari toprakta

bol miktarda bulunmaktadirlar. Kanada’da sigir giibresinden pek ¢ok bakterinin
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parcalayamadigi bir polimer olan keratini parcalayabilen bir Actinomadura tiirii (A.
keratinilytica) izole edilmistir (Trujillo ve Goodfellow, 2003; Puhl vd, 2009).

Tez kapsaminda c¢alisilan Actinomadura cinsine ait olan Actinomadura sp.
DG80 susu Derinkuyu topragindan ISP2 agar (Shirling ve Gottlieb, 1966)
ortamindan izole edilmistir. 16S rRNA gen bdlgesi analizlerine gore DG80 izolat1 A.
vinacea JCM 3325" tiirine % 98.68 benzerlik ve 19 niikleotit farklilig:
gostermektedir. Niimerik analizlerine bakildiginda bu susun starch, tween 20, 40 ve
80’ degrede edebildigi, karbon kaynaklarmin tamaminda negatif (-) o6zellik
gosterirken, azot kaynaklarinda pozitif (+) ozellik gosterdigi, %3 NaCl ortamina
kadar tuzu tolere edebildigi, biyokimyasal testlerde allantoinle iirede pozitif (+)
sonu¢ verdigi, 10-37°C sicaklik araliginda gelisebildigi tespit edilmistir.
Antibakteriyal aktivite testinde tiim patojenlere karsi negatif (-) sonug vermistir. Bu
test bakimindan en yakin tip tiirleriyle benzer sonuglar verdigi belirlenmistir.
Actinomadura sp. DG80 susunun tiim hiicre seker hidrolizatlar1 ramnoz, riboz,

maduroz ve glikoz oldugu tespit edilmistir.

Multilokus dizi analizlerini dogrulamak amagli olarak Rong ve Huang’un
Streptomyces griseus ve S. higroscopicus ile yakin klad iiyesi tip tiirleriyle yapitig
bir ¢alismada, 16S rRNA gen kiimesine ait tiirlerin DNA:DNA hibridizasyon ve
multi gen dizi analizi sonuglar1 karsilastirilmistir. Multi gen dizi analizi ¢alismalarini
atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen boélgelerini kullanarak gerceklestirmislerdir.
Multi gen sekans analizine bagli filogenetik uzakligi 0.007°den yiiksek degerlere
sahip tlirler arasinda DNA:DNA hibridizasyon degerinin % 70’in altinda ¢iktig1
sonucuna ulasmiglardir (Rong ve Huang, 2010; Rong ve Huang, 2012).

Literatiir verilerine bakildiginda, Streptomyces sp. AVC15 izolati yakin iliskili
oldugu S. ambofaciens NRRL B-2516" tip tiirii ile 0.042 filogenetik uzaklik
degerlerine, S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773" tip tiirii ile 0,044
filogenetik uzaklik degerlerine sahip olmasi bu izolatimizin muhtemel yeni bir tiir
olabilecegini gostermektedir. Streptomyces sp. GG61 izolat1 yakin iliskili oldugu S.
variegatus NRRL B-16380" tip tiirii ile 0.071 filogenetik uzaklik degerlerine, S.
pseudovenezuelae NRRL B-3623 tip tiirii ile 0,074 filogenetik uzaklik degerlerine
sahip olmasi bu izolatimizin da muhtemel yeni bir tiir olabilecegini literatiirle

uyumlu olarak gostermektedir.
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Arastirma ve gelistirme programlari daha az calisilmis olan habitatlardan yeni
aktinobakteri suglarinin izolasyonuna odaklanmistir (Ghosh vd, 2013). Bu dogrultuda
arastirma alanimizdaki Kapadokya Urgiip-Goreme yoresinde yer alan topraklardan
alman Orneklerde yapilan c¢alismalar sonucunda potansiyel olarak yeni tiirlere
ulagilmis olup, bunlara yonelik yapilacak olan sonlandirict mikrobiyal polifazik
calismalarla (DNA-DNA homoloji ve kemotaksonomik belirtecleri-yag asidi
profilleri, polar lipitleri ve menakinon cesitlilikleri) tilkemizden mikrobiyolojik tiir
zenginligin literatiire kazandirilmasi ve sahip olduklar1 primer ve sekonder metabolit
zenginliklerinin de tanimlanabilmesi iginde diger arastirma c¢alismalarina temel

taglar1 olacaklardir.

Amycolatopsis sp. AG28 (DSM 104280) izolatinin tiim polifazik tanimlama
calismalar1 tamamlanarak Amycolatopsis cappadoca DSM 104280" olarak iilkemiz
topraklarmdan yeni tiir olarak literatiire kazandirilmustir. Ilgili tiiriin tiim genom
analizlerinin gergeklestirilmesi, sahip olabilecegi muhtemel farkli gen kiimelerinin

belirlenmesi oncelikli ve ivedi dnerimizdir.

Ayn1 zamanda Streptomyces sp. HC44 izolatinin menakinon analizleri ve
muhtemel yeni tiirler oldugunu diisiindiigiimiiz diger suslarimizla ilgili fenotipik ve
kemotaksonomik karakterizasyon ¢alismalart Oncelikli olarak tamamlanarak,

tilkemizden yeni aktinobakteriler olarak literatiire kazandirilmalidir.

Ayrica Streptomyces sp. AVC15 ve Streptomyces sp. GG61 izolatlarina ait
atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri kullanilarak gergeklestirilen multi gen
dizi analizi ¢alismalarina ek olarak ayirtedici niimerik testler ve kemotaksonomik

analizlerde gergeklestirilerek literatiire en kisa siirede kazandirilmasi saglanacaktir.

Tez kapsaminda yapilanlara ek olarak Saccharopolyspora sp. DC11,
Nonomuraea sp. GG64, Nonomuraea sp. AG16 ve Actinomadura sp. DG80
suglarinin DNA-DNA homolojisi, yag asidi profilleri, polar lipitleri ve menakinon
analizleri tamamlanarak literatiire kazandirilmalar1 hizli destek projeleriyle oncelikli

yapilacaklardandir.

Aynt  zamanda c¢alisilan  suslarimiza ait tim genom analizlerinin
gerceklestirilmesi, sekonder metabolit potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmalari, giincel
sistematik yaklasimin gerekleri arasinda oldugu goriilmektedir. Tiim genom calisma

sonuglarinin  farkli endiistriyel alanlarda kullanilabilecek metabolitler, bitki
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gelisimini tesvik eden bilesikler ve ekolojik dongiilerdeki katkilarin ortaya
cikarilmasi ile ilgili ¢alismalara 151k tutacagi, ayrica yeni proje birlikteliklerine imkan

saglayacagi da 6ngoriilerimiz ve Onerilerimiz arasindadir.
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EKLER

EK 1:Besiyeri ortamlari ve Cozeltiler

Humik Asit — Vitamin Agar (Hayakawa ve Nonomura, 1987)

Humik asit* 1lg
Vitamin ¢6zeltisi** 1mil
CaCO, 0.02¢g
FeS0,.7H,0 0.01g
KCI 179
MgS0O,.7H,0 0.05¢g
Na,HPO, 05¢
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 72402

*Humik asit 10 ml 0.2 N NaOH icerisinde ¢6ziilerek hazirlandi.

**Vitamin Stok Cozeltisi

Asagidaki vitaminler 100 ml distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra 0.1 M HCl ile ¢6zeltinin
pH (3.0+0.2) ayar1 yapildi ve sterilizasyonu igin filtre kullanild.

p-aminobenzoik asit
Biyotin

Inozitol

Nikotinamid
Pantotenik asit (B5)
Piridoksin (B6)
Riboflavin Na-kolin (B2)
Tiyamin (B1)
Siyanokobalamin (B12)
Folik asit
Antibiyotikler

Nistatin

Rifampisin

1mg
1mg
1 mg
1 mg
1mg
1 mg
1mg
1mg
0.05mg
0.05 mg

50 pg/ml
5 ug/ml

Nisasta Kazein — Vitamin Agar (Kiister ve Williams, 1964)

Kazein 039
KNQO; 29

NaCl 29
MgSO,.7H,0 0.05¢
CaCO; 0.02¢g
FeSO,.7H,0 0.01g
Coziinebilir nisasta 109
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.0+£0.2
Antibiyotikler

Nistatin 50 pg/ml
Rifampisin 5 pg/ml
Nalidiksik asit 10 pg/ml
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Czapek — Dox Agar (Weyland, 1969)

Stikroz 30g

NaNO; 39

KCI 05¢g
FeS0,.7H,0 0.01

K2HPO, lg

Agar 13 ¢

Distile su 1000 ml

pH 7.2
Antibiyotikler

Nistatin 50 pg/ml
Rifampisin 5 pg/ml
Rafinoz — Histidin Agar (Vicker ve dig. 1984)
Rafinoz 10g

L-histidin 1lg

K2HPO4 lg
MgS0O4.7H20 059
FeS04.7H20 0.01g

Agar 15¢g

Distile su 1000 ml

pH 7.2
Antibiyotikler

Nistatin 50 pg/ml
Rifampisin 5 pg/ml

SM1 Agar (Tan ve dig. 2006)

Bazal ortam* 100 ml
Steril agar (%15, w/v) 900 ml
*Bazal ortam

Maya nitrojen baz (Difco) 67 ¢
Kazamino asit (Difco) 100 mg
Distile su 1000 ml

Bazal ortam filtre ile steril edildikten sonra steril K2HPO4 (%10, wiv) ve
asagidaki maddeler eklendi.

D(-)-Sorbitol %1, wiv
Antibiyotikler

Siklohekzimid 50 pg/ml
Neomisin siilfat 4 pg/ml

Nistatin 50 pg/ml
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SM2 Agar (Tan ve dig. 2006)

Bazal ortam* 100 ml
Steril agar (%15, w/v) 900 ml
*Bazal ortam

Maya nitrojen baz (Difco) 679
Kazamino asit (Difco) 100 mg
Distile su 1000 ml

Bazal ortam filtre ile (0.2 um) steril edildikten sonra steril K2HPO4 (%10, w/v) ve
asagidaki maddeler eklendi.

D(+) Melezitoz %1, wiv
Antibiyotikler

Siklohekzimid 50 pg/ml
Neomisin siilfat 4 pg/ml
Nistatin 50 pg/ml

SM3 Agar (Tan ve dig. 2006)

Glukoz 10g

Pepton 59

Tripton 309

Agar 15¢g

Distile su 1000 ml

pH i

Antibiyotikler

Siklohekzimid 50 pg/ml

Nalidiksik asit 10 pg/ml
Novobiyosin 10 pg/ml

Nistatin 50 pg/ml

N-Z-Amin Agar (DSMZ Medium-554)

Glukoz 109

Coziinebilir nisasta 20¢

Maya 0ziitii 50

N-Z-Amin 50

CaCO; 1lg

Agar 15¢

Distile su 1000 ml

pH 7.2

Glukoz — Maya Oziitii — Malt Oziitii (ISP2; Shirling ve Gottlieb, 1966)
Glukoz 49
Maya Oziitii 49
Malt Oziitii 109
CaCOs 29
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 72+02
Antibiyotikler

Nistatin 50 pg/ml
Rifampisin 5 pg/ml
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Tripton — Maya Oziitii — Glukoz Agar (DSMZ Medium-680)

Tripton
Maya 0oziitii
Glukoz
Agar
Distile su
pH

209
1000 ml
7

Gliserol — Asparajin Agar (ISP5; Shirling ve Gottlieb, 1966)

L-asparajin
Gliserol

KH,PO,

Iz element c¢ozeltisi
Agar

Distile su

pH

19

109

19

1ml
159
1000 ml
6.84+0.2

Inorganik Tuz Nisasta Agar (ISP4; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Distile su

KoHPO,

MgS0O,.7H,0

(NH4)2S04

NaCl

CaCO,

Coziinebilir nisasta ¢ozeltisi
Agar

pH

500 ml

500 ml
15¢
72+0.2

Coziinebilir nisasta ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g ¢o6ziinebilir nisasta 500 ml distile su
icerisine eklenerek topaklanmay1 engellemek icin iyice karistirildi.

Modifiye Bennett’s Agar (Jones, 1949)

Maya 0ziiti
Lab-LEMCO
Bacto-Kaziton
Gliserol

Agar

pH

1g
08¢
29

109
15¢
72+0.2

Yulaf Agar (ISP3; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Yulaf ezmesi karigimi
Iz element tuz ¢ozeltisi
Agar

pH

1000 ml
1ml
15¢
7.2+02

Yulaf ezmesi karisimi: 20 g yulaf ezmesi 1000 ml distile su igerisine eklendikten sonra 30 dk
kaynatildi. Karigim siizgecten gegirildikten sonra distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

iz element tuz cozeltisi

FeS0O4.7H20
MnCl.4H20
ZnS04.7H20
Distile su

01g
01g
01g
100 ml

Cozelti selilloz-asetat membran filtresi (0.45 pm) ile steril edildikten sonra 40C’de

depolandi.
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Pepton — Maya Oziitii — Demir Agar (ISP6; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Bacto — pepton demir agar 369
Bacto — Maya 0ziitii 1g
Distile su 1000 ml
pH 7.0+0.2

Tripton — Maya Oziitii Agar (ISP1; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Bacto — tripton 50
Bacto — maya 6ziitii 3mil
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7.0+£0.2
Tirozin Agar (ISP7; Shirling ve Gottlieb, 1966)
Gliserol 159

L — Tirozin 05¢g

L — Asparajin 1lg
K,HPO, 05¢g
MgS0O,.7H,0 059
NaCl 05¢g
FeSO,.7H,0 0.01g
Distile su 1000 ml
Iz element ¢ozeltisi 1ml
Agar 20¢

pH 72-7.4
Eskulin / Arbutin degradasyonu (Kutzner 1976)
Bazal ortam

Maya 6ziitii 309
Ferrik amonyum siilfat 05¢g
Agar 7549

pH 7.2

Bazal ortam 121 C’de 20 dakika otoklav sterilizasyonuna tabi tutuldu. Tindalizasyon ile
steril edilen eskulin/arbutin son konsantrasyonu %0.1 (w/v) olacak sekilde bazal ortama

eklendi.

Allantoin degradasyonu (Gordon ve dig. 1974)
Bazal ortam

KH2PO4 9.1g¢
Na2HPO4 95¢g

Maya 6ziitii 01g

Fenol red 0.01g
Distile su 1000 ml

pH 6.8

Bazal ortam 121°C’de 20 dakika oroklav sterilizasyonuna tabi tutuldu. Tindalizasyonla steril
edilen allantoin son konsantrasyonu %0.33 (w/v) olacak sekilde bazal ortama eklendi.
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Azot Kaynag Kullanim Ortamm (Williams ve dig. 1983)

Bazal ortam

Glukoz 10g
MgS0O,.7H,0 05g
NaCl 05¢g
FeS0,.7H,0 0.01g
K,HPO, 1lg
Agar 129
pH 7.4

Azot kaynaklar1 10 ml distile suda ¢oziindiikten sonra filtre ile (0.45 pm) steril edildi ve
bazal ortama eklendi.
Nitrat Rediiksiyon Ortami (Gordon ve Mihm, 1962)

KNO; 1lg

Lab LEMCO 244
Distile su 1000 ml
pH 7.0
Sierra Ortami (Tween degradasyonu icin) (Sierra, 1957)
Bazal ortam

Bacto-pepton 109
NaCl 50
CaCl2.H20 01g
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml
pH 7.4

Ure Degradasyonu

Bazal ortam

KH2PO4 91¢g
Na2HPO4 95¢
Maya 0ziitii 01g
Fenol kirmizisi 0.01g
Distile su 1000 ml
pH 6.8

Karbon Kaynagi Kullammm Ortami (ISP9; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Bazal mineral tuz agar

KH,PO, 2.38¢
K,HPO,4.3H,0 5.65
MgS0O,.7H,0 1lg
Pridham & Gottlieb* iz element ¢ozeltisi 1 ml
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 6.8-7.0
*Pridham & Gottlieb iz element cozeltisi
FeSO,4.7H,0 0.11g
MnCl,.4H,0 0.79¢
ZnS0,.7H,0 0.15¢
Distile su 100 ml

Karbohidrat ¢ozeltileri tindalizasyon yontemiyle steril edildikten sonra steril bazal tuz agar
ortamina eklendi.
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Asidik Civa Kloriir (Jelatin degradasyonu icin)

Civa kloriir 129
Distile su 80 ml
Konsantre hidroklorik asit 16 ml

EDTA Tampon Cozeltisi (0.5 M, pH 8.0)

Disodyum etilendiamintetraasetik asit 18.612 g
(EDTA)
Distile su 80 ml

Cozelti NaOH pelleti ile pH=8 olacak sekilde ayarlandiktan sonra distile su ile son hacim
100 ml’ye tamamlandi.
Lugol Cozeltisi (nisasta degradasyonu i¢in)

Iyodin 59
Potasyum iyodit 10¢g
Distile su 100 ml

Iyodin ve potasyum iyodit 10 ml distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra son hacim distile su
ile 100 ml’ye tamamlandi. Ayirag 1/5 oraninda seyreltildikten sonra kullanildi.
Nitrat Rediiksiyon Ayiraglar

Ayirag A:

Siilfanilik asit 08¢
Asetik asit (5N) 100 ml
Ayirac B:

a-Naftilamin 08¢
Asetik asit (5N) 100 ml
Tris — Borat — EDTA Tampon Cozeltisi (TBE; 10X stok ¢ozelti, pH 8.0)
Trizma baz 108 g
Borik asit 55¢
EDTA 7.44
NaOH 1lg
Distile su (son hacim) 1000 ml

Otoklavda (121°C, 20 dk) steril edildikten sonra oda sicakliginda 1/10 oraninda seyreltilerek
(1X TBE) kullanildi.

Tris — EDTA Tampon Cozeltisi, pH 8.0 (TE; 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0)

0.5 M EDTA, pH 8.0 2ml
1 M Tris — HCI, pH 8.0 10 mi
ddH20 (son hacim) 1000 ml

Otoklavda (121°C 20 dakika) steril edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.
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