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KISALTMALAR

AFLP . Cogaltilan par¢a uzunlugu farklilig
ARDRA : Cogaltilan rRNA’nin restriksiyon analizi
ASM : Amerikan mikrobiyoloji toplulugu Altkomitesi
ATCC : Amerikan kiiltiir kolleksiyonu

be¢ : Baz gifti

DAP : Diaminopimelik asit
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DSMZzZ : Almanya kiiltiir kolleksiyonu
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ISP : Uluslararasi Streptomyces projesi
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NRPS : Ribozomal olmayan peptit sentetaz
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RT : Alikonma zamani
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AMYCOLATOPSIS VE NOCARDIA UYELERININ iZOLASYONU VE POLIFAZIK
KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu caligmada, Amycolatopsis ve Nocardia cinsi iyelerinin izolasyonu ve polifazik
karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Olas1 Amycolatopsis ve Nocardia suslar1 Tiirkiye’nin farkli bolgeleri ile, Kibris,
Nijerya, Mekke ve Medine’den temin edilen toprak érneklerinden diliisyon plak yontemi ile
SM1, SM2 ve SM3 secici besiyerlerinden izole edildi. Izolatlar ISP2 ve Bennett’s agarda
kiiltiire alind1 ve % 20°lik gliserol ¢ozeltilerde -20 °C’de muhafaza edildi. 16S rRNA gen
bolgesi PCR amplifikasyonu 27F ve 1525R primerleri ile gerceklestirilen test
organizmalarinin tiim 16S rRNA gen dizisi 800R, MG3 ve MG5 primerleri ile belirlendi.
Filogenetik agaglar, neighbour-joining, maximum likelihood ve maximum parsimony
algoritmalar1 ile MEGAS5 yazilimi kullanilarak gergeklestirildi. Amycolatopsis ve Nocardia
cinslerine ait oldugu belirlenen suslarin DNA-DNA hibridizasyonlar1 gergeklestirildi. Yeni
tiir ve yeni tiir olmasi kuvvetle muhtemel suslarin NRPS-PKS antibiyotik gen boélgelerinin
varhg, ilgili primerler ile Thermal Cycler’da ¢ogaltilarak belirlendi.

Segici besiyerlerinden toplam 238 organizma izole edildi ve bunlarin 138’inin 16S
rRNA geni PCR amplifikasyonlar1 gerceklestirildi. Filogenetik verilere gore 19 tane
Amycolatopsis ve 32 tane Nocardia susu belirlendi. Yakin akraba tip tiirleri ile niikleotit
farki 9 niikleotitten fazla olan test izolatlari, neighbour joining metoduna dayal filogenetik
dendogramlarda filetik bir hat olusturmakta ve bu durum yiiksek bootstrap degeri ile
desteklenmektedir. Bu suslar ayrica en yakin akrabalar1 ile olduk¢a diisiik DNA-DNA
hibridizasyon degerlerine sahiptir. Ayrica izolatlarin kemotaksonomik ve fenotipik
karakteristikleri ait olduklar1 cinsler ile tutarhdir.

Fenotipik ve genotipik verilere dayanarak, PKS ve NRPS pozitif Kibris izolati
KT2025" susu Amycolatopsis magusensis sp. nov. DSM 45510", Edirne izolat: A2012" susu
Nocardia goodfellowii sp. nov. DSM 45516", A2019" susu Nocardia thraciensis sp. nov.
DSM 45516" ve Corum izolati CR3272" susu Nocardia sungurluensis sp. nov. KCTC
29094 " adlari ile Gnerilmis ve yayimlanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Polifazik karakterizasyon, Amycolatopsis, Nocardia, Kemotaksonomi
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ISOLATION AND POLYPHASIC CHARACTERIZATION OF AMYCOLATOPSIS
AND NOCARDIA MEMBERS

SUMMARY

In this study, isolation and polyphasic characterization of members of the genus
Amycolatopsis and Nocardia were carried out.

Putative Amycolatopsis and Nocardia strains were isolated from soil samples collected
from different ecological region belonging to Turkey, Cyprus, Nigeria and Saudi Arabia,
using a dilution plate procedure on SM1, SM2 and SM3 selective media. Isolates were
subcultured on ISP2 and Bennett’s agar medium, purified and maintained in 20 % glycerol
stock solutions at —20 °C. PCR-mediated amplification of the 16S rRNA gene region of test
organisms were performed with primers of 27F /1525R. Almost complete 16S rRNA gene
sequence of the isolates were determined using automatic sequencer with 800R, MG3 and
MG5 primers. Phylogenetic trees based on 16S rRNA gene were constructed with the
neighbour-joining, maximum likelihood and maximum parsmony algorithms by using
MEGAS5 software. DNA-DNA hybridizations of strains assigned to genus Amycolatopsis and
Nocardia were carried out. Phenotypic and chemotaxonomic characters of either novel or
most probably novel strains were determined. NRPS-PKS antibiotic gene regions were
amplified through primers using Thermal Cycler.

Two hundred and thirty eight strains were isolated from selective media and carried
out 16S rRNA gene PCR amplification of a hundred and thirty eight test strains. According
to the phylogenetic data, nineteen Amycolatopsis isolates and thirty two Nocardia isolates
were determined. Novel or most probably novel strains have showed phyletic line in
phylogenetic dendograms based on the neighbour joining method supported high bootstrap
values. Test strains which include greater nucleotide (more than 9 nt) difference from most
related type species have lower DNA-DNA hibridization values. The chemotaxonomic and
phenotypic characteristics of isolates were consistent with its assignment to the genus
Amycolatopsis and Nocardia.

On the basis of phenotypic and genotypic data, strain KT2025" from Cyprus for which
the name Amycolatopsis magusensis sp. nov. DSM 455107, strain A2012" from Edirne with
the name Nocardia goodfellowii sp. nov. DSM 45516, strain A2019" with the name
Nocardia thraciensis sp. nov. DSM 45517", from Edirne and strain CR3272" from Corum
with the name Nocardia sungurluensis sp. nov., KCTC 29094" were proposed and
published.

Key Words: Polyphasic taxonomy, Amycolatopsis, Nocardia, Chemotaxonomy
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1. GIRIS

Yeryiiziiniin toplam biyokiitlesinin % 50°den fazlasini olusturdugu tahmin edilen
prokaryotlar, atmosferin en iist tabakalarindan deniz tabaninin derinliklerine kadar
cok genis bir cografyada dagilim gostermektedirler (Whitman ve dig., 1998, Roussel
ve dig., 2008, Santelli ve dig., 2008). Farkli ekolojik alanlarda smirli besin
kaynaklar1t ile varhigin1 siirdiirerek pek ¢ok biyokimyasal reaksiyonu
gerceklestirebilen, tibbi ve ticari yeni biyoaktif bilesenlerin dogal iireticileri olan
mikroorganizmalarin % 90’indan fazlasi hala kesfedilmeyi beklemektedir.

Mikroorganizmalar arasindaki filogenetik akrabaliklar1 belirleme ¢aligmalari
ilk defa ferrodoksinler ve sitokromlar gibi protein dizilerinin karsilagtirilmasi ile
gerceklestirilmistir (Fitch ve Yasunobu, 1975; Schwartz ve Dayhof, 1978). Bundan
sonraki donemde Ozellikle rRNA molekiillerinin dizi analizleri ile canlilar
giinimiizde Archaea, Bacteria ve FEucarya olmak iizere ii¢ farkli domaine
ayrilmiglardir (Woese, 1987). Biitiin prokaryotlar Archaea ve Bacteria domaini
igerisinde yer almaktadir.

Mikrobiyal = taksonomi, mikroorganizmalarin  sistemli  bir  sekilde
organizasyonunu amaglayan c¢alismalar biitliniidiir (Triiper, 1992). Binominal
isimlendirme sisteminde tiir, biyolojik smiflandirmalarda temel birim olarak kabul
edilmektedir. Prokaryotik bir tiir, genotipik, fenotipik veya kemotaksonomik
Ozelliklerin bir arada degerlendirildigi polifazik yaklasim kullanilarak karakterize
edilmektedir. Uygulamada ise tiiriin, % 70 DNA-DNA homolojisi, % 97 ve iizerinde
16S rRNA dizi benzerligi gosteren sus oldugu kabul edilmektedir (Stackebrandt ve
dig., 2002).

Biyosferdeki  populasyonlarmm ~ 4-6x10*°  oldugu  tahmin  edilen
mikroorganizmalarin polifazik taksonomik ydntemlere gore tanimlanmasi iizerine
arastrmalar hizla devam etmektedir. 2004-2010 yillar1 arasinda gecerli bir sekilde
yayimmlanmis cins sayisindaki artigin % 51, tanimlanmus tiir sayisindaki artigin ise %

48 oldugu bildirilmistir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1: 2004-2010 yillar1 arasinda tanimlanan cins ve tiir sayilar1 (URL-1).

Yil

2004 2007 2010
Domain 2 2 2
Filum 26 27 27
Simf 50 44 75
Takim 94 97 123
Aile 244 260 279
Cins 1253 1553 1886
Tiir 6747 8253 9994

Giinlimiizde antibiyotik kullanimindaki artistan dolayi, bazi patojenler bu
bilesiklere kars1 diren¢ kazanmaktadir. Patojenlerin bu direncinden dolay1 eski tedavi
yontemlerinin yerine acilen yeni metabolitlerin kesfine ihtiyag duyulmaktadir. Bu
sorun yalnizca direncgli patojenlere kars1 yeni antibiyotiklerin bulunmasi degil, ayn1
zamanda yeni enfeksiyonlarla miicadele ile paralel bir problemdir. Antibiyotik
direncinin yani1 sira antifungal antibiyotik kesfinin yetersiz olmasmdan otiirt,
funguslarin protein biyosentezini inhibe edici Ozellikleri giderek artmaktadir.
(Takahashi ve Omura, 2003).

Belirli habitatlardan ve standart izolasyon prosediirlerinin tekrar tekrar
kullanilmasindan dolay1 farkli metabolitleri sentezleme yetenegine sahip yeni tiirlerin
izolasyonunun yapilamamas1 yeni bilesiklerin kesfini sinirlayan en 6nemli sorundur
(Tan ve dig., 2006).

Aktinomisetler yiiksek GC igerigine sahip misel ve spor olusturmasindan otiirii
fungus benzeri bakteriler olarak bilinen Gram pozitif bakterilerdir. Bu
mikroorganizmalar tarim, ziraat ve diger endiistri alanlarinda kullanilan bilesiklerin
dogal iireticisidirler. Bu yiizden farmakolojik arastirmalar ve kesif programlarinda
uygun biyolojik materyali segmek i¢in Aktinomisetlerin taksonomisi ile onlarin
biyoaktif bilesik liretme yetenekleri arasindaki iliskiyi anlamak olduk¢a Gnemlidir
(Kumar ve dig., 2007).

Amycolatopsis ve Nocardia, Aktinomisetler igerisinde Streptomyces cinsinden
sonra Onemli sekonder metabolit {iretme potansiyeline sahip cinslerdir.
Amycolatopsis cinsi iiyeleri vankomisin, rifampisin gibi glikopeptit antibiyotiklerin
yant sira nogabecin, MI1710-detimisin, murasein diger sekonder metabolitlerin dogal
tireticileri olmalar1 bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Nocardia cinsi iiyelerinden izole
edilen metabolitler insanlarda ve hayvanlarda akciger, merkezi sinir ve lenf sistemi

ajanlar1 olarak iyi bilinmekle birlikte dogal habitatlardan izole edilen iiyelerin
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nokardisin, tubelaktomisin A ve brasilikardin A gibi ticari dnemi olan biyobilesenleri
de iiretmektedirler (Aoki ve dig.,1976; Komaki ve dig.,1999; lgarashi ve dig., 2000).

Bu ¢alismanin amaglarr,

e Farkli 6zelliklere sahip toprak orneklerinden Amycolatopsis ve Nocardia cinsi
iiyelerinin biyogesitliligine katki saglanmast,

e lzolatlarin genotipik, fenotipik ve kemotaksonomik ydntemler kullanilarak cins
ve tlir diizeyinde tanimlanmasi,

e Farmakolojik tarama  programlar1 icin  kaynak  mikroorganizmalarin
olusturulmasi,

e Izolatlarm PKSI, PKSII ve NRPS antibiyotik gen bdlgeleri bakimindan
potansiyellerinin belirlenmesi,

e lzole edilecek suslarm antibakteriyal aktivitelerinin belirlenerek, antibakteriyal
aktivite ile antibiyotik gen bdlgelerinin varligi arasinda herhangi bir iliskinin olup

olmadigmin ortaya ¢ikarilmasidir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1 Prokaryotik Sistematik

Prokaryotik sistematik, Archaea ve Bacteria’nin siniflandirilmasi, isimlendirilmesi ve
tanimlanmasini iceren temel bir disiplindir. Sistematigin ilk asamasi olan
smiflandirma, organizmalarin benzerlik ve farkliliklarina gore taksonomik gruplara
ayrilmasi islemidir. Siniflandirma, isimlendirmenin dogru bir sekilde yapilabilmesi
ve tanimlamanin giivenilir olmasi i¢in olduk¢a dnemlidir (Goodfellow ve O’Donnell,
1993).

Genotipik ve fenotipik 6zelliklere dayalir smiflandirmaya fenetik smiflandirma
denir. Bu tip bir smiflandirma prokaryotlarin 6lgiilebilen 6zelliklerini (biyokimyasal
morfolojik, fizyolojik, genetik) icermektedir. Fenetik smiflandirma, herhangi bir
ataya veya evrimsel yola dayanmadan organizmalar arasinda su anda var olan
iligkilere dayanir. Bunun aksine filogenetik smiflandirma, evrimsel olarak ¢ikarsanan
ve zamanla degisiklik gosteren iliskileri ifade eder (Goodfellow ve O’Donnell,
1993).

Sistematikteki ikinci asama olan isimlendirme, International Code of
Nomenclature of Bacteria’da (Lapage ve dig., 1975, 1992) belirlenen kurallara gore
taksonomik hiyerarsiye (tiir, cins, familya v.b.) uygun sekilde organizmalara
uluslararasi isimlerin tanimlanmasi igslemidir. Lapaga ve arastrma grubu 1975°de
prokaryotlarm isimlendirilmesi i¢in “Bacteriological Code” adi altinda iki 6nemli
calisma gerceklestirmistir. Ilk olarak isimler igin belirleyici bir dokiiman ve
baslangi¢ tarihi olusturmak i¢in 1 Ocak 1980°de (Skerman ve dig., 1980); Approved
Lists of Bacterial Names onerildi ve bu tarihten 6nce yayimlanan isimler bu listeden
¢ikarilmus, ikinci diizenlemede ise yeni taksa isimleri sadece International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology (IISEM)’de yayimlanmistir. Giiniimiizde
uluslararasi birkag¢ dergide de organizma isimleri yayimlanmaktadir ancak bu isimler
[JSEM dergisinde yayimlanan dogrulama listesinde (Validation List) belirtilmelidir.
Isimlerin dogru bir sekilde kullanilmas: arastirmacilar ve bilim ¢evreleri arasinda

bilginin paylasilmasi ve igslenebilmesi agisindan 6nemlidir.



Tanimlama, bilinmeyen bir organizmanin ana karakteristiklerinin ve belirleyici
bilgilerinin veritabanlarindan karsilastirilarak pozisyonunun belirlenmesidir. Bu
asamada bilinen gruplarin disinda oldugu tespit edilen organizmalar belirlenmeli ve
yeni bir taksa olarak siniflandirilmalidir. Prokaryotik taksonomideki son yaklagimlar
tanimlamada kullanilacak verilerin genotipik, fenotipik, kemotaksonomik, molekiiler
sistematik ve niimerik yaklasimlarla degerlendirilmesi gerektigini bildirmektedir.
Yiiksek kalitede bilginin elde edilecegi bu yaklagimlarin biitiinii icin Colwell (1970),

“polifazik taksonomi” terimini dnermistir.

2.2 Polifazik Taksonomi ve Prokaryotik Tiir Tanimi

Polifazik taksonomi arastiricilara, kararli bir nomenklatiir, giivenilir bir tanimlama ve
saglam bir veri seti sunmaktadir (Vandamme ve dig., 1996; Goodfellow ve dig.,
1997; Gillis ve dig., 2005; Schleifer, 2009). Polifazik taksonomik c¢aligmalarda
kullanilan baz1 veri setleri Sekil 2.1°de 6zetlenmektedir.

Glinlimiizde polifazik taksonomi yaygin olarak uygulanmasina ragmen
mikroorganizmalarin genotipik ve fenotipik bilgilerini ortaya ¢ikaran ¢ok az
tanimlayict metot seti belirlenebilmistir. Bu gibi c¢alismalar giiniimiizde calisma
gruplarinin  6zel 1ilgi alanlarini, laboratuvar donanimlarmi ve uyguladiklar
prosediirlerini de yansitmaktadir. Polifazik taksonomi cinsten domaine kadar tiim
seviyelerde taksonlarin dogru diizenlenmesi i¢in gereklidir. Kemotaksonomik ve
diger fenotipik markorler genellikle filogenetik akrabaliklar1 destekleyen ve
dogrulayan veriler sunar. Aslinda, bugiine kadar molekiiler ve fenotipik verilerin
degerlendirilmesi ile tanimlanan neredeyse tiim cinslerde veriler arasinda miikemmel
bir eslesme bulunmaktadir (Vandamme ve dig., 1996; Huang ve dig., 2001).

Tiir, “belirli derecede fenotipik uyum gosteren, % 70 ve yukarisinda DNA
homoloji degeri veren, 5 °C veya daha az ATm gosteren ve tim 16S rRNA gen
sekans1 Ozdesligi ile karakterize edilen organizma grubu” olarak tanimlanir

(Vandamme ve dig., 1996; Coenye ve dig., 2005).
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e  Enzim modelleri (Miiltilokus enzim elektroforezi)
e MALDI-TOF
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Sekil 2.1: Bakteri sistematiklerinde kullanilan genotipik ve fenotipik karakterler (Van damme ve dig.,
1996’dan degistirilerek).



2.3 Molekiiler Sistematik

Archaea ve Bacteria’nin 3.5 milyar yil once ortak bir atadan ayrilma ile meydana
geldigi bilgisi ve kayitlar1 son yillarda prokaryotik sistematikte ortaya g¢ikan en
onemli gelismelerdendir (Zuckerkandl ve Pauling, 1965; Woese, 1987). Dizi bilgisi
kiiltivasyon kosullarmmdan bagimsiz veriler oldugu igin, molekiiler teknikler
kullanilarak yapilan sistematik calismalarm, kemotaksonomik ve niimerik
taksonomik yaklasimlara nazaran 6nemli avantajlar1 vardir. Genetik bilginin DNA ve
protein dizilerinde kodlanmasi, bu yaklasimin prokaryotlar arasindaki dogal iliskilere
yansimasi ve teknolojik ilerlemelerin bir sonucu olarak molekiiler temelli metotlar
son yillarda prokaryotlain tanimlanmasinda etkili bir yontem haline gelmistir (Lerat

ve dig., 2005; Gevers ve dig., 2006; Koonin, 2009; Jensen, 2010).

2.3.1 16S rRNA geni dizi analizi

16S rRNA genlerinden elde edilen dizi verileri, spesifik taksalarin tanimlanmasi i¢in
primer ve oligoniikleotit problarin dizayn edilmesinde (Shen ve Young, 2005; Zhi ve
dig., 2006) kiiltiire almabilen (Woese, 1987; Rossello-Mora ve Amann, 2001,
Ludwig ve Klenk, 2005) ve kiiltiire alinamayan (Stach ve dig., 2003a,b; Kumar ve
dig., 2007) prokaryotlarin siniflandirilmasinda genis 6l¢iide kullanilmaktadir.

Aktinomisetlerde taksonomik iligkileri agiklamak icin bazi arastiricilar 16S
rRNA molekiiliinlin degisken bdlgelerinin sekanslanmasi {izerine ¢alismalar
yapmustir. Stackebrandt ve dig. (1991), 16S rRNA’nin birka¢ degisken bolgesi (o,
ve v bolgeleri) ile 23S rRNA’nin heliks 54 bolgesinin baz1 Streptomyces {iyelerinin
tamimlanmasinda yeterli varyasyonu gosterdigini belirlemislerdir. Bununla birlikte,
16S rRNA’nin a ve B degisken bdlgelerinin y degisken bolgesine oranla daha diistik
varyasyon gostermesi, cins diizeyinde Aktinomisetlerin filogenetik siniflandirilmasi
icin uygun oldugunu gostermektedir.

16S rRNA gen dizi verileri, DNA Data Japan Bank (DDBJ; Tateno ve dig.,
1998), Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuarlar1 Veritaban1 (EMBL; Kanz ve dig.,
2005), GenBank Veritaban1 (NCBI; Benson ve dig., 2009) ve Ribosomal Veritabani
Projesi (RDP; Maidak ve dig., 1997) tarafindan tutulmakta ve karsilastirilmali
taksonomik caligmalar i¢in kolaylikla ulagilabilmektedir. Gilinlimiizde, rRNA dizileri
hizli sekilde depolanabilir ve rRNA dizi verilerine ribozomal veritabani projesi 11

(Maidak ve dig., 1997) ile erisilebilmektedir. Tiir i¢cindeki tiim suslarin ayni 16S



rRNA gen dizisine sahip olmamasindan kaynaklanan tiir i¢i gesitlilik problemi, her
tiir i¢in birden fazla dizinin depolanmasini zorunlu kilmaktadir (Clayton ve dig.,
1995). 16S rRNA dizi analizlerinin yakin akraba suglar arasindaki ayirt ediciliginin
diisik seviyede Olmamasina ragmen, bu verilerin prokaryotlarm taksonomik
pozisyonlar1 hakkinda dogru bilgiye ulasmada en etkin yol oldugu kabul
edilmektedir. (Goodfellow ve Fiedler, 2010).

2.3.2 Dizi verilerinin analizi ve filogeni

rRNA gen dizilerinin hizalanmasi1 filogenetik akrabaliklar1 belirlemede ¢ok
onemlidir. Ozellikle homoloji diisiikse insersiyon ve delesyonlarm (6rn, indel
sekanslar) varlig1 hizalamanm dogrulugunu azaltir. Indel dizilerin yerini belirlemek
icin sekonder yapisal bilgilerin kullanilmasi zorunludur (Castresana, 2000; Harayama
ve Kasai, 2006).

Cok sayida aga¢ yapma metodu, hizalanmis tek bir niikleotit dizisinden atayi
¢ikarsamak i¢in kullanilabilir. Mesafe (Fitch ve Margoliash, 1967; Saitou ve Neli,
1987) Maximum-parsimony (Fitch, 1971) ve Maximum-likelihood methodlar
(Felsenstein, 1981) olmak lizere ii¢ ana yaklasim vardir. Mesafe hesaplamak igin en
sik kullanilan metot, Jukes ve Cantor (1969) tarafindan Onerilen bir parametre
modelidir. Bu modelde tiim niikleotit pozisyonlarinda bagimsiz degisimin oldugu
kabul edilir ve boylece diger ii¢ bazin birbirine doniismesinde esit ihtimal vardir. Bu
model, baz kompozisyonunun ¢ok fazla degisime ugramadigi 6nermesine dayanir.

Uzaklik matriksinde veriden aga¢ olusturma, neighbour-joining (Saitou ve Nei,
1987) ve weighted least-squares metotlarini (Fitch ve Margoliash, 1967) igeren baz1
mevcut aga¢c yapma metotlarmin kullanimi ile gerceklestirilir. Aritmetik ortalamay1
kullanan agirliklandirilmamis es karsilastirma yontemi (UPGMA-Unweighted pair
group method using arithmetic means) gibi kiimeleme analizleri filogeninin
olusturulmas: i¢in en basit yaklasimlardir. Bu yontemler, baslangic bir “clade”
(eskok) yaratmak i¢in en yakin iligkili iki dizi kullanarak bir aga¢ olusturulur. Bu
eskok ve en yakin diger rolatif arasindaki ortalama uzaklik hesaplanir ve tig-sinifli
aga¢ olusturulur. Bu {i¢ smif arasindaki ortalama uzaklik belirlenir ve siire¢ tiim
diziler eklenene kadar tekrar edilir. Bu yontem kullanilarak zaman boyunca agag
geriye doniik olarak olusturulur. Kiimeleme analizleri dal uzunluklarinin toplanabilir
ve kokten esit uzaklikta oldugu ultrametrik uzakliklara dayalidir, sonug tiim birimler

ve soylar i¢inde oran homojenligi gizli varsayimdir. Bu yaklasim koklii filogeni ile



sonuglanir. Neighbour-joining metodu teorik olarak kiimelenme analizlerine benzer
fakat verinin ultrametrik ve tiim hatlarm1 esit olarak birbirinden uzaklastig
varsayimina dayanmaz. Kiime analizinin tersine, neighbour-joining metodu taksa ya
da taksa kiimesinden ziyade aga¢ nodlarinin hatlarmma bakar ve koksiiz agag
olusturur. Maksimum parsimoni metotu muhtemel aga¢ topolojileri arasmdan en
parsimonik agaci bulmak i¢in kullanilir (Felsenstein, 1981). Tiim degisim sayisinin
en az oldugu agag¢ en parsimonik olandir ve evrimsel olarak en yakin ¢ikarsamay1
Verir.

Maksimum-likelihood metodu filogeninin olusturulmasinda ¢ok saglam
istatistiksel bir yoldur (Felsenstein, 1981). Bu yaklasim verilen bir evrimsel modele
dayali olan her bir diigiimdeki her bir o6zellik durumunun ortaya c¢ikmasi
olabilirliginin ¢arpimin hesaplanmasi ile verilen bir aga¢ topolojisini gozlenen dizi
verisine uyum saglama olabilirligini maksimize etmek i¢in cabalar. Molekiiler
degisimlerin uzun dallar boyunca ortaya c¢ikmasinin, daha kisa dallara gore daha
olas1 oldugu varsayimindan yola ¢ikar.

Agaclarin giivenilirlik derecesi istatiksel olarak da degerlendirilebilir. Bu
probleme yonelik yaklasimlardan biri bootstraping olarak adlandirilir. Bootstrap
belirli bir aga¢ Tlzerindeki dallardan hangilerinin digerlerine gore daha
desteklendiklerini degerlendiren bir tekniktir. Bootstraping tahmininde bir dal ne

kadar ¢ok kere aciga ¢ikarsa, bu dalin gercekte var oldugu konusunda giiven artar.

2.3.3 DNA-DNA Hibridizasyonu

DNA ve RNA’nin essiz 0Ozelligi, onlarn yeniden birlesme (renatiirasyon)
kapasiteleridir. DNA’nin komplementer dizileri denatiire oldugu zaman, uygun
kosullarda dogal dupleksler olarak tekrar biraraya gelebilirler. Herhangi iki yakin
iliskili prokaryotik organizmanin niikleik asitleri karsilastirildiginda onlarin
molekiiler hibrid ve termal stabilite dereceleri, aralarindaki niikleotit dizi benzerlik
dereceleri i¢in Onemli veriler sunmaktadir. Teorik olarak bu temel yaklasimlar,
DNA-DNA iliskilerinin temelini olusturmaktadir. Prokaryotik caligmalarda tiir
tayininde bu tip ¢alismalarin gercevesi, ad hoc komitenin belirledigi kriterler ile
cizilmektedir (Wayne ve dig., 1987; Stackebrandt ve dig., 2002). Wayne ve digerleri
(1987), archaeal ve bakteriyel tiirlerin filogenetik olarak belirlenmesinde, % 70 ve
tizeri DNA-DNA hibridizasyon degeri ve 5 °C ve altinda termal denatiirasyon farki

(ATm) gosteren suslarin ayni genomik tiire dahil edilmesi gerektigini bildirmektedir.
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DNA-DNA hibridizasyon verilerinin deneysel hataya yatkin oldugu ¢ok iyi
bilinmektedir (Goodfellow ve dig., 1997; Schleifer, 2009). Bu veriler iki susun
kargilastirmali analizlerini igerdigi icin ortak bir veritabani olusturmak miimkiin
degildir (Stackebrandt ve dig., 2002; Mehlen ve dig., 2004; Kang ve dig., 2007).

Son zamanlarda DNA-DNA hibridizasyon derecesini 6lgmek igin yaygin
olarak iki deneysel yaklagim kullanilmaktadir. Bunlar hibridizasyon baglanma
derecelerinin belirlenmesi (Ezaki ve dig., 1989) ve termal denatiirasyon orta
noktasindaki farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasidir (De Ley ve dig., 1970). Baglanma
stratejisi, yliksek molekiil agirlikli tek zincirli fikse edilmis DNA ile, diisiik molekiil
agirlikli etiketli DNA’nin inkiibasyonunu icerir. Termal denatiirasyon sicakligi ise
homolog DNA’ya karsi hibrit DNA dupleksinin termal stabilitesinin tahmin
edilmesinde kullanilir. Cift zincirli DNA’nin % 50’sinin tek zincirli DNA’ya
denatiire oldugu sicakliga erime sicaklig1 veya termal denatiirasyon orta noktasi denir
(Tm). DNA-DNA akrabaligini belirlemek i¢in kullanilan parametre, ATm, referans
susun Tm degeri ile hibrit DNA’smin arasindaki farktir. ATm degerini saptamak i¢in
saflagtirilan genomik DNA ile ilgili susun temsilcisinden elde edilen DNA karigimi
denatiire edilir ve optimum sicaklikta renatiire olmalarmna izin verilir [(Tor) De Ley
ve dig., 1970]. Tor, De Ley ve dig., (1970) tarafindan tanimlanan ¢aligmalardaki gibi
suslarin DNA’larimin % G+C mol degerinden belirlenebilir. DNA’nin ¢ift iplikten
tek iplige doniisiimii, DNA erimesi, 260 nm absorbansdaki degisim ile Ol¢iilebilir
(Gonzalez ve Saiz-Jimenez, 2005). Bu teknik; DNA-DNA benzerligini belirlemek
icin kullanilan metotlardan daha fazla avantaja sahip, uygulamasi kolay, hizli ve ucuz
olup birgok verinin karsilastirilmasina izin verir. Karsilastirmali ¢alismalar baglanma
yiizdesini tespitten elde edilen sonuglar ve ATm degeri genellikle iyi bir uyuma
sahiptir (Rossello-Mora ve Amann, 2001; Gonzalez ve Saiz-Jimenez, 2005).

Biitiin kisitlamalarma ragmen, DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalarnin,
prokaryotik tiirlerin agiklanmasinda hala altin bir standart oldugu diisiiniilmektedir
(Vandamme ve dig., 1996; Goodfellow ve dig., 1997; Rossello-Mora ve Amann,
2001; Kumar ve Goodfellow, 2008). Hibridizasyon ¢aligmalarmin yakin akraba
suslar arasindaki iligkileri belirlemede 16S rRNA dizi analizi ¢alismalarindan daha
net bir ¢6ziim sundugu acgiktir (Goodfellow ve dig., 1997; Rossello- Mora ve Amann,
2001; Kumar ve Goodfellow, 2008). Sekil 2.2°de belirtildigi gibi neredeyse ayn1 16S
rRNA dizisine sahip suslar DNA-DNA hibridizasyon verileri ile birbirlerinden
ayrilabilmektedir.
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Sekil 2.2: DNA-DNA hibridizasyon verilerinin 16S rRNA dizi benzerligi ile olan iligkisi (Rossello-
Mora ve Amann, 2001)

2.4 Kemotaksonomi

Kemotasonomi, 6zellikle aminoasitler, lipidler, polisakkaritler, proteinler, isoprenoid
kinonlar ve bunlarla iligkili polimerlerin farkl taksa iiyeleri arasindaki dagilimini
inceler ve bu bilgiyi smiflandirma ve tanimlamada kullanir (Goodfellow ve
O'Donnell, 1993; Schleifer, 2009). Makromolekiillerin kemotaksonomik analizleri,
aminoasitler, peptitler, lipitler (yag asitleri, mikolik asit, polar lipid v.b.),
polisakkaritler ve bunlarla iliskili polimerler (sekerler ve teikoik asitler v.b.)
taksonomik hiyerarsinin ¢esitli kademelerinde prokaryotlarin siniflandirilmasi igin
onemli veriler sunmaktadir (Cizelge 2.1). Aminoasit, hiicre duvar1 seker
kompozisyonu ve peptidoglikan yapilarinin  belirlenmesi  aktinomisetlerin
sistematiginin yeniden degerlendirilmesini saglamistir (Williams ve dig., 1989;
Goodfellow ve Fiedler, 2010).

Son yillarda sodyum dodesil-siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE:
Lanoot ve dig., 2005), hareketin matriks destekli salinim/iyonizasyon zamani
(MALDI-TOF; Siegrist ve dig., 2007) kullanilarak yapilan protein analizleri, basta
aktinomiset olmak {izere bazi bakterilerin smniflandirmasinda degerli veriler ortaya
koymaktadir. Genelde, kimyasal markirlarm dagilimi ile 16S rRNA gen
agaglarindaki filetik hatlar arasinda iyi bir uyum vardr (Chun ve Goodfellow, 1995;
Ward ve Goodfellow, 2004; Goodfellow ve Fiedler, 2010).
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Cizelge 2.1: Prokaryotlar1 tanimlamada kullanilan taksonomik araglar ve bunlarin ayrim kabiliyeti
(Van damme, 1996).

Taksonlar
Hiicre bilesenleri Analiz — _
Cins ve Tiir Alttar
Uzeri
i %0 G+C Baz Kompozisyonu v v
Kromozomal o
DNA DNA-DNA hibridizasyonu v v
Restriksiyon Caligmalari v v
(RFLP, Ribotipleme v.b.)
DNA Problart v v v
| | DNA Dizi Analizi 4 v v
INA ks ar . .. .
DNA kusumlan Miiltilokus Dizi Analizi v v
PCR tabanli DNA parmakizi v v
(PCR-RFLP, RAPD)
Aminosit dizileri v v
Elektroforetik Analizler v v
Protenler Miltilokus Enzim Elektroforezi v
Serolojik kargilagtirma v v v
MALDI-TOF v v v
Yag asitler1 v v
Kimyasal markirlar Izoprenoid kinonlar v v
Mikolik asitler v v
Peptidoglikanlar v
Polar lipitler v v
Poliaminler v
Plisakkaritler v v
Teikoik asitler v v
Ti . Piroliz kiitle spektrometresi v v
i organizina } )
- Hizli enzim testlert v v

2.5 Niimerik Taksonomi

Niimerik taksonomi c¢aligmalarinda smiflandirilan organizmalar islevsel taksonomik
iiniteler (OTU’ler) olarak ifade edilir. Caligmalarda toplam sus miktarinin yaklasik %
10°u duplike olarak caligilir ve testlerin tekrarlanabilirliginin kontrolii saglanmis olur
(Sneath ve Johnson, 1972). Genetik olarak stabil, cevresel degisimlere bagimli
olmayan ve deneysel ya da gozlemsel belirsizliklere 6zellikle duyarli olmayan
fenotipik karakterler tercih edilir. Genel prosediir tiim genomu (genotip ve fenotip)
ifade etmek i¢in biyokimyasal, kiiltiirel, morfolojik, besinsel ve fizyolojik
karakterlerin se¢imini yapmaktir. Taksonlar arasindaki ayrim i¢in yeterli bilgiye

sahip olmak 6nemlidir, en azindan 50 ve tercihen 100 ya da 200 iinite karakter
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calisilmalidir (Sneath ve Sokal, 1973; Stackebrandt ve dig., 1997). Cogu karakter
iinitesi ikili ya da iki asamali olma egilimindedir; karakterin sahip oldugu 6zellik 1
ya da + ve yokluklar1 0 ya da - olarak kodlanir. Test sonuglar1 elde edilir edilmez
duplike veya triplike c¢aligilan suglara ait verilerin analizleri sonucunda giivenilir
olmayan testlerin belirlenmesi ve analizlerden 6nce test setinden ¢ikarilmasi gerekir.

Bircok benzerlik katsayis1 organizma ¢iftleri arasindaki akrabaliklar1 tahmin
etmek i¢in kullanighdir. En yaygin kullanilan iki tanesinden biri Jaccard (SJ; Jaccard,
1908) ve digeri basit karsilastirma katsayisidir (SSM; Sokal ve Michener, 1958).
SSM katsayist hem pozitif hem de negatif sonuglar1 esdegerde benzerlige dayanarak
benzerlik hesaplanmasinda kullanilir. Boylece toplam karsilastirilma sayismin
karakter linitesinin toplam sayisina oranmin analizi yapilir. SJ katsayis1 ile negatif
sonuglar karsilastirmada g6z ardi edilir. Bu nedenle pozitif karsilastirilmanin toplam
sayisinin negatif karsilastirilmalar1 katilmadan karakterlerin toplam sayisina oranini
Olcer.

Ayni test organizmalar1 i¢cin hem SJ hem de SSM katsayilarin1 kullanmak 1iy1
bir uygulamadir. SJ katsayisi, genellikle negatif korelasyona dayanmayan SSM
katsayisi kullanilarak belirlenen akrabaliklar1 kesinlestirmek i¢in uygulanir. Genelde
cok sayida negatif karakterlere sahip olduklarmdan OTU’lerin benzer olmadiklari
digiiniiliir. SJ katsayis1  ozellikle hizlh ve yavas gelisen organizmalarin
karsilagtirildigi caligmalarda kullanighdir (Whitham ve dig., 1993; Trujillo ve
Goodfellow, 2003). Ciinkii daha sonra negatif sonuclarin oransizlik sayilarini
verebilir. OTU’ler hiyerarsik ya da hiyerarsik olmayan kiimeler kullanilarak tiim
yiiksek fenotipik benzerliklere dayanarak gruplara tasnif edilebilir. Bu gibi metotlar
suslarim kiimeler igerisinde gruplandirildigi (taxospecies) ya da gruplar iginde
toplandig1 (cins) diizenli siniflandirilmanin iiretilmesi i¢in kullanilirlar.

Niimerik taksonominin ana amaci genis fenotipik veri seti kullanarak tek
suslar1 homojen grup ya da kiimelere (taxospecies) yerlestirmektir. Niimerik
taksonomi aktinomisetlerin siniflandirilmasinda 6nemli gelismelere onciiliik etmistir.
Niimerik taksonomi arastirmalart Actinomadura (Athalye ve dig., 1985),
Actinomyces (Schofield ve Schaal, 1981), Actinoplanes (Goodfellow ve dig., 1990),
Corynebacterium (Goodfellow ve dig., 1982), Gordonia (Goodfellow ve dig., 1999),
Nocardia (Goodfellow ve dig., 1999), Mycobacterium (Wayne ve dig., 1996),
Rhodococcus (Goodfellow ve dig., 1998), Streptomyces (Williams ve dig., 1983;
Kampfer ve dig., 1991), Streptosporangium (Whitham ve di., 1993) ve
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Thermomonospora (Mc Carthy ve Cross, 1984) cinsleri gibi taksonomik olarak
kompleks aktinomiset taksonlarinda taksotiirlerin sinirlarinin  belirlenmesinde

kullanilmigtir.

2.6 Prokaryotik Cesitlilik

Dogal habitatlardaki sayilari 4-6 x 10% olarak tahmin edilen (Whitman ve dig., 1998)
prokaryotlarm, bir gram toprak Orneginde, 2000—8.300.000 tane oldugu
bildirilmektedir (Torsvik ve dig., 2002; Fierer ve Jackson, 2006). Bununla birlikte
dogru bir sekilde tanimlanmis ve kayit altma alinmis 10.000 civarinda prokaryotik
tiiriin mevcut olmasina ragmen (URL-1) dogal habitatlardan biiyiik bir gogunlugunun
(% 90-99) hala tanimlanmay1 bekledigi sasirtic1 bir gergektir (Zengler ve dig., 2002;
Rappé ve Giovannoni, 2003; Schloss ve Handelsman, 2004). Bu durum,
aktinomisetleri de igceren prokaryotik tiirlerin biyogesitliligi ve dogal habitatlarindaki
rolleri hakkinda ¢ok az sey bilindigini de gostermektektedir (Bull ve dig., 2000).
Biyoteknolojik arastirma ve kesif programlar1 dncelikle biyogesitliligin ortaya
konmast ve uygun biyolojik materyalin secilmesi ile baslar, ekonomik ve yararli
riiniin elde edilme yontemlerinin gelistirilmesi ile devam eder (Bull ve dig., 2000;
Goodfellow ve Fiedler, 2010). Prokaryotlarmm primer ve sekonder metabolizmasi
sonucunda ¢esitli dogal {riinlerin sentezi (6zellikle sekonder metabolitlerin)
gerceklesir (Bérdy, 1995, 2005; Strohl, 2004). En iyi bilinen sekonder metabolitler
antibiyotiklerdir. Yeni nesil antibiyotikler gelistirilmis farmokolojik 6zellikleri ile
mevcut ilaglara direngli bakteri ve funguslara miicadelede giivenilir sonuglar

saglarlar (Payne ve dig., 2007; Fischbach ve Walsh, 2009).

2.7 Aktinomisetler ve Dogal Uriinler

Prokaryotlar i¢inde filamentli aktinomisetler (ozellikle Streptomyces cinsi) yeni
antibiyotiklerin en tiiretken kaynagidirlar (Bérdy, 2005; Goodfellow ve Fiedler,
2010). Tim genom dizisi belirlenen Amycolatopsis mediterranei U32 (Zhao ve dig.,
2010), Saccharopolyspora erythraea NRRL 23338 (Oliynyk ve dig., 2007),
Salinispora tropica CNB 440 (Udwary ve dig., 2007), Streptomyces avermitilis
(Ikeda ve dig., 2003) ve Streptomyces coelicolor A3(2) (Bentley ve dig., 2002)
tiirlerinde oldugu gibi, model aktinomisetlerin 20’den fazla biyosentetik gen kiimesi

icerdigi rapor edilmistir. Yeni gen kiimelerinin belirlenmesi, farkl tiirlere ait tiim
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genom analizlerinin tamamlanmasma paralel olarak artacaktir (Goodfellow ve
Fiedler, 2010).

Aktinomisetlerin 10.000’in {lizerinde biyoaktif bilesigi lirettigi bilinmektedir.
Bunlarin 7.600 kadar1 Streptomyces’ler tarafindan, kalani ise Streptomyces cinsi
iiyesi olmayan organizmalar tarafindan iiretilmektedir (Lazzarini ve dig., 2000). Bu
sasirtict orana ragmen su ana kadar kesfedilen metabolitler aktinomisetlerin
potansiyelinin sadece kii¢lik bir kismin1 kapsamaktadir (Watve ve dig., 2001). Farkli
mikrobiyal gruplardan sentezlenen antibiyotiklerin ve diger biyoaktif bilesenlerin

sayis1 Cizelge 2.2’de sunulmaktadir.

Cizelge 2.2: Bakteri ve fungus tarafindan sentezlenen antibiyotik ve diger metabolitlerin sayisi
(Berdy, 2005).

Antibiyotikler Biyoaktif metabolitler Toplam

Kaynak Diger Antibiyotik Antibiyotil+ Biyoalktif

Toplam akiiviteler ile aktivitesi olmayan Diger biyoaktiviteler  Netabolit
Bacteria: 2900 (780) 200 (1680) 3800
Eubacteriales 2170 (570) 580 (1150) 2750
Bacillus sp. 795 (235) 65 (300) 860
Pseudomonas sp. 610 (185) 185 (370) 795
Myxobacteria 400 (130) 10 (140) 410
Cyanobacteria 300 (80) 340 (420) 640
Actinomycetales: 8700 (2400) 1400 (3800) 10100
Streptomyces sp. 6550 (1920) 1080 (3000) 7630
Nadir aktinomisetler 2250 (580) 220 (800) 2470
Fungus 4900 (2300) 3700 (6000) 8600
Mikroskobik fungus 3770 2070) 2680 (4750) 6450
Penicillium/Aspergillus 1000 (4350) 950 (1400) 1950
Basidiomycetes 1050 (200 950 (1150) 2000
Mayalar 105 (35) 35 (70) 140
Kuifler 30 (5) 20 (25) 60
Toplam 16500 (5500) 6000 (11500) 22500

Aktinomisetler tarafindan {iretilen antibiyotikler Cizelge 2.3’te goriildiigii gibi,
genis bir kimyasal gesitlilik gostermektedir. Streptomyces cinsi iiyeleri ansa-laktam
halkalari, makrosiklik laktonlar, polieter ve siklopeptit iskeletler gibi (Bérdy, 1995,
2005), spesifik yapidaki antibiyotikleri iceren ¢ok g¢esitli kimyasal yapilari
sentezleyebilmektedir. Ancak Actinoplanes ve Amycolatopsis ve Nocardia gibi
aktinomisetler vancomycin benzeri glukopeptitlerin zengin kaynaklaridir (Wink ve
dig., 2003).
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Aktinomisetlerde 6zellikle tiir seviyesindeki taksonomik g¢esitlilik, kimyasal

cesitliligin yerine kullanilabilir (Goodfellow ve dig., 2007; Tan ve dig., 2007). Bu

durum yeni aktinomiset tiirlerinin ayni zamanda yeni biyoaktif biyobilesenlerin

potansiyel kaynagi olmali tezini dogrulamaktadir (Jensen, 2010). Bu sonug ise

farmakolojik tarama programlar1 i¢in yeni aktinomisetlerin segici izolasyon ve

karakterizasyon stratejilerinin gelistirilmesinin, patojen organizmalar ile miicadelede

giiniimiizde yeni sekonder metabolitlere duyulan ihtiyagtan dolayi, her zamankinden

daha 6nemli bir konuma getirmistir (Lazzarini ve dig., 2000; Goodfellow ve Fiedler,

2010).

Cizelge 2.3: Aktinomisetlerden izole edilmis antibiyotikler (URL-2).

Alctimormasetler

AMI. EBLA PEP

GP ANC TC

NUC POL QN

Streptomyces

Diger aktmomisetler:

Actinomadura

Actinoplanes

Actinosynnema

Ampullariella

Amycolatopsis

Dactylosporangium

Kibdelosporangium

Kitasatospora

Micrabispora

Micromonospora

Microtetraspora

Nocardia

Noecardiopsis

Nonomuraea

Pseudonocardia

Rhodococcus

Saccharomonospora

Saccharopolyspora

Saccharothrix

Streptoalloteichus

Streptosporangium

Thermomonospora

Kisaltmalar: AG, aminoglikozit; ML, makrolit; AML, ansamakrolit; BLA, B-laktam; PEP,
peptit; GP, glikopeptit; ANC, ansadiklin; TC, Tet-rasiklin; NUC, niikleotit; POL, polyen; QN,
kuinin; ML; AML (Okami ve Hotta, 1988).

Actinokineospora,

Acrocarpospora,

Actinosynnema,

Amycolatopsis,

Catenuloplanes, Cryptosporangium, Dactylosporangium, Kineosporia, Kutzneria,

Microbispora, Microtetraspora, Nonomuraea, Thermomonospora, Pseudonocardia,
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Thermobifida, = Saccharomonospora,  Spirilliplanes,  Streptosporangium  ve
Virgosporangium cinslerinde 6rnekleri goriildiigii gibi, aktinomisetler yeni
antibiyotiklerin sentezi i¢in tahmin edilenden daha fazla potansiyele sahiptir
(Hayakawa, 2000). Eritromisin iireten, Saccharopolyspora erythraea (Oliynyk ve
dig., 2007), gentamisin iireten Micromonopsora purpurea (Wagman ve Weinstein,
1980), rifamisin tireten Amycolatopsis mediterranei (Jin ve dig., 2002), brasilidin A
ireten Nocardia brasiliensis (Shigemori ve dig., 1998) teikoplanin iireten
Actinoplanes teichomyceticus (Somma ve dig., 1984; Jung ve dig., 2009) ve
vankomisin tireten Amycolatopsis orientalis (Wink ve dig., 2003) v.b. érnekler diger
aktinomisetlerin biyoteknolojik 6nemi olan biyoaktif iriinlerin elde edilmesindeki

onemini ortaya koymaktadir.

2.8 Ribozomal Olmayan Peptitler ve Poliketitler

Ribozomal olmayan peptid antibiyotikler genis bir biyoaktif tiriin grubudur ve ziraat
ve eczacilikta yaygin olarak kullanilmaktadir. Nonribosomal Peptid Sentetaz (NRPS;
von Dohren ve dig., 1999) adli modiiler ve ¢ok fonksiyonlu enzimlerce {iretilirler.
Peptidlerin cogu, NRPS (Marahiel ve dig., 1997) tarafindan sentezlenir. Bir NRPS
modiilii, nonribosomal peptitlerin modifikasyonu ve elongation’u i¢in temel olan 3
domain igerir. Bunlar, aminoasit tanima ve aktivasyon domaini Adenilation Domain
(A), peptidyl tasiyici protein (PCP) ve peptid baglarinin olusumu i¢gin Condensation
domaini (C) (Stachelhaus ve dig., 1998)’dir.

Poliketidler, poliketid sentaz ile agil CoA Onciillerinden sentezlenen,
mikroorganizma ve bitkilerde bulunan dogal iiriin ailesidir (PKS’ler; Shen, 2003).
Sadece iki 6nemli tip I ve tip II poliketid sentaz ile ii¢ PKS sistemi tanimlanmistir
(Malpartida ve Hopwood, 1984; Funa ve dig., 1999; Liou ve dig.,, 2003). Tip | PKS
sistemleri, ¢ok fonksiyonlu enzimlerdir ve erythromycin A gibi, indirgenmis
poliketidlerin biyosentezinden sorumludur (Staunton ve Weissman, 2001). Tip Il
PKS sistemleri ise tek bir aktif bolgeye sahip coklu enzim kompleksleri olup,
tetracenomycin gibi aromatik poliketidlerin biyosentezinden sorumludur (Shen,
2003).

Bu iki tip sekonder metabolit, terapotik derecede 6nemli ve genis bir biyolojik
aktivite gostermektedir ve antimikrobiyal, antifungal, antitimér ve immiin
baskilayic1 ajan olarak kullanilmaktadir (Ansari ve dig., 2004). Ornegin, PKS-I

biyosentetik kiimeleri, avermektin, eritromisin, nidamisin, nystatin, oleveomisin,
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pikromisin, pimarisin, rapamisin ve rifamisin gibi antibiyotiklerin sentezinde gorev
alir. Benzer sekilde, nonribosomal peptid sentetazlarin aktinomisin, balhimisin,
sefamisin, Kkloroeremomisin, pristinamisin ve vankomisin sentezinde yer aldigi
bilinmektedir (Ayuso-Sacido ve Genilloud, 2005).

Poliketid ve nonribosomal peptid sentaz gen kompleksleri, olduk¢a ilgi
cekicidir ve yeni biyoaktif bilesenlerin kesfi i¢in biiyiik dneme sahiptir. Ayrica klasik
tarama prosediirlerinde, bu biyosentetik genler, poliketidlerde basit yag asitlerini
polimerize edebilen enzimleri iiretmek i¢in, gen miihendisligi araclar: ile genlerin
yonlendirilmis manipulasyonlari i¢in bir kaynak saglamaktadir (Hutchinson, 2003).

Aktinomisetler, PKS’ler ve NRPS genleri i¢in genis Olgiide taranmaktadir
(Metséd-Keteld ve dig., 1999, Metsa-Keteld ve dig., 2002; Shen, 2003; Ayuso ve dig.,
2005; Gonzalez ve dig., 2005). Pseudonocardiaceae ailesi iiyeleri, varolan yeni
biyosentetik sistemlerle iliskili olarak, antimiktobiyal aktivite gosterdigi icin, yliksek
oranda aktif olarak bulunmaktadir (Gonzalez ve dig., 2005). Sefamisin kaynagi
Amycolatopsis lactamdurans (Ayuso-Sacido ve Genilloud, 2004), ve rifamisin
kaynagi Amycolatopsis mediterranei (Tang ve dig., 1998; Xu ve dig., 2003) sirasiyla
ribozomal olmayan peptit sentetaz ve tip | poliketit sentaz genlerinin metabolik

yollarina gore sentezlendikleri ayrintili olarak bilinmektedir.

2.9 Amycolatopsis Cinsi

Amycolatopsis cinsi  yanlis  smiflandirilmis  nokardioform  aktinomisetleri
(Streptomyces, Nocardia, Actinomyces) gruplandirmak igin ilk defa Lechevalier ve
dig. (1986) tarafindan 6nerilmistir.

Amycolatopsis  cinsi,  Actinopolyspora (Gochnauer ve dig., 1975),
Kibdelosporangium Shearer ve dig. 1986, Prauserella (Kim ve Goodfellow 1999),
Pseudonocardia (Hennsen 1957), Saccharomonospora (Nonomura ve Ohara 1969),
Saccharopolyspora (Lacey ve Goodfellow 1975), Thermobispora (Wang ve dig.
1996) ve Thermocrispum (Korn-Wendisch ve dig. 1995) cinslerini de igeren
Pseudonocardiaceae (Embley ve dig., 1988) ailesi igerisinde smiflandirilir ve yakin
zamanda yayimmlanmis isimleriyle beraber 61 tiir ve 4 alttiir igerir (URL-3).

Cinsin tiyeleri aerobik, Gram reaksiyonu pozitif, katalaz pozitif, non-acid fast,
hiicre duvar1 peptidoglikaninda mezo-diamino-pimelik asit, arabinoz ve galaktoz

iceren, diagnostik fosfolipit olarak fosfatidiletanolamin iceren, mikolik asitlerden
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yoksun, dallanmig  substrat miselyum  (0.2-2um)  olusturan  hareketsiz
aktinomisetlerdir. Spor zincirleri vejetatif hifler tizerinde olusur.

Amycolatopsis suslari, Aly tip peptidoglikan (Schleifer ve Kandler, 1972), N-
asetil muramik asit (Uchida ve dig., 1999)’e sahiptir. Diiz zincirde, tekli doymamuis,
IS0, anteiso- ve 10-metil dallanmis doymus yag asitlerince zengindir (Yassin ve dig.,
1993). Amycolatopsis iiyeleri, fosfatidiletanolamin (fosfatidilmetiletanolaminli ve
fosfatidilmetiletanolaminsiz)  ve  difosfatidilgliserol,  fosfatidil-inozitol  ve
fosfatidilinozitolmannozitlerin (fosfolipit tip II sensu Lechevalier ve dig., 1977)
olusumu ile fosfatidilgliserol igerir. Isoprenolog olarak, 9 izopiren iinitesiyle di-,
tetra- ve hekza hidrojenli menaquinonleri igerirler (Yassin ve dig., 1993). DNA
guanin+sitozin (G+C) igerigi % 66-72’dir.

2.9.1 Amycolatopsis cinsinin biyoteknolojik 6nemi

Selman Waksman’in Streptomyces griseus’un streptomisin’i tirettigini kesfettiginden
bu yana, ¢ok sayida aktinomiset izole edilmekte ve taranmaktadir. (Watve ve dig.,
2001). Baslangicta arastirma ve kesif progamlari, izolasyon ortaminda ¢abuk yetisip,
kolayca izole edilebildigi igin, streptomisetlere odaklanma egilimindeydi.
Streptomyces cinsi iiyeleri tizerine yapilan ¢aligmalar, Streptomyces antibioticus’dan
actinomisn (Waksman ve Woodruff, 1941), Streptomyces fradiae’den neomisin
(Waksman ve Lechevalier, 1949) gibi bir¢ok yeni antibiyotigin kesfini miimkiin
kilmistir. Sonrasinda yapilan galismalarda da goriildiigii gibi Amycolatopsis gibi
diger cinsler de farmakolojik kesif programlarmin ilgi ¢ekici materyali olarak
belirmektedir.

Amycolatopsis cinsi iiyeleri, rifamisin ve vankomisin antibiyotiklerinin kaynag1
olarak bilinmesinin yan1 sira, biyoteknolojik dnemi olan yeni biyoaktif bilesenlerin
tireticileri olarak son zamanlarda dikkatleri iizerine gekmektedir (Tang ve dig., 1998;
Wink ve dig., 2003; Xu ve dig., 2003). Glikopeptid bir antibiyotik olan Vankomisin,
ilk defa Amycolatopsis orientalis strain M43-05865 - Eli Lilly ve Co; ‘den izole
edilmistir. Bu bilesikler peptidoglikan sentezini inhibe eder, enterococci ve
staphylococci’nin neden oldugu siddetli bakteri enfeksiyonlarma miidahalede klinik
olarak kullanilmaktadir. Rifamisin, rifamisin A, B, C, D ve E (Margalith ve Beretta,
1960) ismiyle en az 5 bilesenli bir kompleks olarak ilk defa Amycolatopsis
mediterranei’den izole edilmistir. Bu bilesik DNA-bagimli RNA sentezini inhibe

eden ansamycin antibiyotigidir. Rifamisin’in bir analogu olan Rifampisin, Gram (+)
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ve Gram (-) bakterilere karsi aktiftir. Tiberkiiloz,

lepra ve AIDS-iligkili

mikobakteriyal enfeksiyonlarin (Floss ve Yu, 2005) tedavisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir. Amycolatopsis suslarinca iiretilen sekonder metabolitlerin bazilari,

Cizelge 2.4°de sunulmaktadir.

Cizelge 2.4: Amycolatopsis cinsi liyelerince iiretilen biyoaktif bilesenler (Birner ve dig., 1972; Ghis-
alba ve dig., 1979 ; Mertz ve Yao, 1993; Pelzer ve dig., 2001; Wink ve dig., 2003).

Organizma Metabolit Bilesen Simifi

A. alba Oktakosamisin Glikopeptit antibiyotik

A. azurea Azureomisin Ave B Antifungal poliketit
antibiyotik
Glikopeptit antibiyotik

A. balhimisina Balhimisin Glikopeptit antibiyotik

A. coloradensis Avoporasin LL-AV290 Glikopeptit antibiyotik

A. fastidiosa Antibiyotik 41,034 and 41,494 Makrobisiklik peptide

A. japonica (S,S)-N,N’- ethylene- Fosfolipaz C’yi inhibe eden

A. keratiniphila subsp. nogabecina

‘A. lactamadurans’

A. lurida (previously A. orientalis

subsp. lurida)

A. mediterranei

A. mediterranei var. kanglensis’

1747-64
A. mediterranei N813

. mediterranei 51F6
. mediterranei R-21
. orientalis

> > >

>

. orientalis ATCC 53550

. orientalis NCIB 12608
. orientalis NRRL 15232
. orientalis Q427-8

. tolypomisina

>>>>

diaminedisuccinic acid
Dethymisin

Nogabesin
Cephamisin

Efrotomin
3-methylpseudouridin
Ristocestin
Benzanthrin

Rifamisin B, G, L, O, SV, W, Y
Proansamisin B-M1
31-homorifamisin W
Kanglemisin A

Protorifamisin

Balhimisin
Kanglemisin A

Protorifamisin |
Proansamisin B-M1
Protorifamisin I-M1
MI710-dethymicin
3-hydroxyrifamisin S
Quartromicin
Vancomisin
Muraceins

UK-69,753

MM47761, MM49721
N-demethylvancomisin

Quartomisin Al, A2, A3, D1, D2, D3
Tolypomisin

Immunosuppressant
Glikopeptit antibiyotiks
B-laktam antibiyotik
B-izomer

Polieter

Glikopeptit antibiyotik
Quinone antibiyotik

Ansamisin- tip antibiyotiks

Ansamisin ilgkili antibiyotik
Ansamisin- tip antibiyotik
Ansamisin-tip antibiyotik
Ansamisin biyosentezi
arabasamaklar1

Glikopeptit antibiyotik
Ansamisin antibiyotik

Ansamisin antibiyotiks

Immun-baskilayici
Ansamisin antibiyotik
Makrosiklik antibiyotik
Glikopeptit antibiyotik
Angiotensin-degistiren
enzim inhibitdrii
Efrotomisin ve faktumisin
iligkili

Glikopeptit antibiyotik
Vancomisin analogu
Antiviral antibiyotik
Ansamisin-tip antibiyotik
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2.10 Nocardia cinsi

Fransiz bir veteriner olan ve 1888’de beyin hasarina neden olan aerobik bir
aktinomiseti tanimlayan Edmond Nocard’in ismine atfen Nocardia ismi ile anilan
cinsin tiyeleri, acrobik, Gram reaksiyon pozitif, kismi asit-fast, hareketsiz, flamentli
ve yiiksek GC igerigine sahip bakterileri igeren bir gruptur. Edmondun izole ettigi
aktinomiset 1889°da Italyan bilim adanu Trevisan tarafindan karakterize edilmis ve
cinsin tip tirii Nocardia farcinica olarak adlandirilmistir. Daha sonraki yillarda
cinsin en yaygm tammmlayict susu olan Nocardia asteroides ATCC 19247'
International Judicial Commision tarafindan yeni tip tiirli olarak kabul edilmistir.

Corynebacterineae subordosu iginde homojen bir kiime olarak beliren
Nocardiaceae ailesi tiyesi Nocardia tiirleri, 40-62 karbonlu kisa zincirli mikolik
asitler icerir ve mezo-diaminopimelik asit, arabinoz ve galaktozdan olusan tip 1V
hiicre duvar1 kemotipine sahiptir. Bagisiklik sistemi kuvvetli ve zayif bireyleri
enfekte edebilen bazi tiirler ile birlikte Nocardia iiyeleri toprak mikroflorasinda,
deniz suyunda ve kismen bitki materyalleri, toz ve havada genis 6l¢iide dagilim
gostermektedir. Cinsin tlirleri arasinda deri ve solunum sistemi ile iltihabi ve tahrig
edici enfeksiyon ajanlar1 bulunmakta olup bunlar bir veya birka¢ organi enfekte
ederek Nokardial enfeksiyon adi altinda genis dagilim gostermektedir (Brown-Elliott
ve dig., 2000).

Giliniimiizde fenotipik ve molekiiler analizlerle 100 tane Nocardia tiirii
karakterize edilmistir (URL-4). Bu tiirlerin 6nemli bir kismi insanlarda ve
hayvanlarda akciger, merkezi sinir sistemi ve cildi etkileyen klinik hastaliklarin
etkenidirler (Cizelge 2.5).

Nocardia cinsi 16S rRNA benzerliklerine gore iki alt gruba ayrilir. Bu
gruplardan ilki Nocardia otitidiscaviarum ile digeri Nocardia asteroides ile benzerlik
gostermektedir. Ikinci alt grup olan N. asteroides insan patojeni olan N. brevicatena,
N. carnea, N. brasiliensis, N. farcinica ve N. transvalensis tiirlerinin de bulundugu

klinik 6nemi olan bir alt gruptur (Chun ve Goodfellow, 1995).
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Cizelge 2.5: Nocarida iiyelerinin neden oldugu hastaliklar (Chopra ve dig., 1985; Singh ve dig., 2001)

[liskili Hastahiklar

Tirler Kutanoz Pulmonar

istemik
(Deri ile iliskili) | (Akciger ile iliskili) Sistemi

N. abscessus + +

N. paucivorans

N. nova

N. africana

N.veterana

N.transvalensis

N. farcinica

4|+ |+ +]| +

. asteroides

. brasiliensis +

. asiatica

. beijingensis +

. cyriacigeorgica

+ |+ |+ |+

. higoensis

. hiigatensis +

+

. otitidiscaviarum

Z|Z2|1Z2|/Z2|2 22|22

. pseudobrasiliensis

Nocardia cinsi tiyeleri, toprak siispansiyonlarmdan antifungal ve antibakteriyal
antibiyotik ilaveli DST (Diagnostic Sensitivity Test) Agar ylizeyinden ayrica
nalidixic acid ve neomycin ilave Humic Acid Vitamin Agar yiizeyinden izole
edilebilmektedir (Orchard ve dig., 1977; Hayakawa ve Nonomura, 1987).
Besiyerlerinde 28 °C’de 21 giin inkiibasyon sonunda pembeden kahveye donen
renkte beyaz sporlu koloniler goriilmektedir. Nocardia tiirleri ayn1 zamanda niitrient,
glikoz yeast ekstrakt agar (Waksman, 1950), ISP2, Bennett’s agar (Jones, 1949), gibi

bircok laboratuar besiyerinde rahat gelisim gostermektedir.

2.10.1 Nocardia cinsinin biyoteknolojik 6nemi

Yapilan bir¢ok ¢alismada Nocardia tiirlerinin antibiyotik iretici oldugu bildirilmistir.
Patojen bir organizma olan  Vibrio damsela gelisimini inhibe etme potansiyeline
sahip 16 aktinomiset cinsi liyesi sus ile yapilan ¢alismada en genis inhibisyon zonunu
Nocardia brasiliensis olusturmustur (El-sersy ve Abou-Elela, 2006). Bu tiir ile ilgili
yapilan c¢aligmalarda, brasilikardin A olarak adlandirilan indol alkoloid ile,
brasiliquinon A, B, C29 olarak adlandirilan sitotoksik antifungal ve antibakteriyal

antibiyotikleri sentezledigi rapor edilmistir. Ayrica Nocardia transvalensis IFM
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10065 tiirtinden tiazolin ¢inko kompleksi bir antibiyotik olan Transvalensin A’nin
sentezlendigi bildirilmistir (Hoshino, 2004). Yapilan diger bir ¢alismada Kirmizi bir
alg olan Laurenica spectabilis’in tizerinden izole edilen Nocardia sp. ALAA 2000
susunun kiiltivasyonu ve kimyasal analizi sonucunda klorinasyon ve nadir nitro
gruplar1 icermesi bakimidan benzer 6zellik gosteren ve Gram-pozitif, Gram-negatif
bakteri ve funguslara kars1 0.1-10 pg/ml arasinda MIC degeri gosteren chrysophanol
8-methyl ether , asphodelin; 4,7- Bichrysophanol, justicidin B, ayamycin; 1,1-
dichloro-4-ethyl-5-(4-nitro-phenyl)-hexan-2-one bilesiklerinin sentezlendigi ortaya
konmustur (Mervat ve dig., 2008).

Gilintimiizde farmokolojik tarama programlarinda yiliksek kalitede biyoaktif
bilesiklerin kesfinde potansiyel kaynak olan aktinomisetlerin farkli habitatlardan
secici izolasyonu ve karakterizasyonu igin yeni prosediirlerin gelistirilmesi dnem
kazanmustir (Bull ve dig., 2000). Farkli ekolojik g¢evrelerden izole edilecek yeni
Amycolatopsis ve Nocardia tiirlerinin belirlenmesi bunlarin potansiyel olarak yeni
antibiyotik gen bolgelerinin ve yeni sekonder metabolitlerinin belirlenmesi

bakimindan 6nem arz etmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cahismada Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

Sigmadan temin edilen kimyasallar, neomisin, nalidiksik asit, novobiosin,
sikloheksimit, nistatin, gliserol, Guanidin thiosiyanat, tris, EDTA, lizozoim,
formamid, SSC, H,SO, benzen, molibdofosforik asit, petrol eteri, L-o-
Phosphaditylinositol (PI), L-a-Phosphatidyl-DL-glycerol (PG), L-a-
Phosphatidylcholine (PC), L-o-Phosphaditylinositol (PI), Diphosphatidylglycero
(DPG) L-a-Phosphatidylethanolamine (PE), NaCl, EtOH, diaminopimelik asit, HCI,
metanol, piridin, toliien, ninhidrin, aseton, kloroform, izopropil eter. Flukadan temine
dilen kimyasallar, adonitol, D-arabinoz, D-sellobiose, D-fruktoz D-salisin D-sorbitol
D-galaktoz D-mannoz D-melezitoz D-melibioz D-mannitol, dekstrin, dekstran,
inulin, L-sorboz, L-arabinoz, L-rhamnose, laktoz, L-glutamat, maltoz, mezo-inositol,
propionik asit, rafinoz, nisasta, siiksinik asit, siikroz, ksilitol, ksiloz alfa-iso-16sin, D-
fenilalanin, glisin, L-alanin, L-arginin, L-sistein, L-histidin, L-hidroksiprolin, L-
metionin, L- fenilalanin, L-prolin, L-serin, L-treonin, L-valin adenin, kazein, Kitin,
elastin, jelatin,guanin, hipoksantin, I-tirozin, nisasta, tween 20, tween 80, ksantin,
ksilan. Merckten temin edilenler, n-hekzan, metil tert-biitil eter, gluteraldehid, n-
biitanol, Ba(OH), NaOH, Na,COs; SYBR Green-1 (Invitrogen), genomik DNA
izolasyon Kiti (Norgen), GoTaq HotStart Master Mix (Promega), Qiaquick PCR
Piirifikasyon Kiti (Qiagen), API-ZYM kiti (Biomerieux).

3.2 Yontem
3.2.1 Toprak oérnekleri

Amycolatopsis ve Nocardia iiyelerinin izole edildigi toprak Ornekleri, ortamdan
uygun sekilde alindy, steril torbalara kondu ve kullanima kadar +4 °C’de saklandi
(Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1: Toprak orneklerinin fizikokimyasal 6zellikleri.

No Kaynak Toprak Tipi Tarihi

1 Artvin-Tarla TINLI KUM 12.11.2009

2 Corum-Tarla TINLI KUM 05.05.2009
- KUMLU

3 Denizli-Pamukkale-Traverten SILTLI TIN 06.18.2007

4 Edirne-Sinankoy-A¢ik Arazi KUMLU TIN 12.11.2009

Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti (Kompos)

5 Karpuz Burnu-Dip Karpaz-Orta Maserya-Tarla KUMLUTIN 25.10.2009
6 | Mekke - (Kompos) - A¢ik Arazi TINLI KUM 27.12.2009
7 Nijerya - Abuja (Kompos) - A¢ik Arazi KUMLU TIN 30.01.2009
8 | Medine - Acik Arazi SILTLI TIN 27.12.2009
9 | Samsun-Biiyiikoyumca Koyii-Arazi TINLI KUM 22.08.2010

3.2.2 Toprak pH’s1

Toprak 6rneklerinin pH’s1 Reed ve Cummings (1945)’te tanimlanan prosediire gore
belirlendi. Ornekler (20 g.) 50 ml’lik behere aktarildi, drneklerin iizerinde ince bir
tabaka olana kadar yavasca demineralize su eklendi ve suyun orneklere yeterince
niifuz edebilmesi i¢in bir kag saat bekletildi. pH metre ile toprak érneklerinin pH’lar1
olciildii. Her olgiimde, elektrot toprak ornegine iyice daldirildi. Olgiim ii¢ kere

tekrarlandi ve son pH degeri bu ii¢ 6l¢iimiin ortalamas1 hesaplanarak kaydedildi.

3.2.3 Topragin nem ve organik madde icerigi

Toprak orneklerinin nem ve organik madde igeriklerinin belirlenmesi i¢in 6rnekler
(1,0 g) hassas terazide tartilip 105 °C’de kurutuldu ve yeniden tartildi. Bu islem 3
kere tekrarland: ve bunlarin ortalamasi alinarak 6rneklerin nem igerigi belirlendi.
Erlene konulan kuru toprak daha sonra mufla firmma yerlestirildi, sicaklik yavas
yavag 700 °C’ye cikarildi ve organik maddeyi tamamen yakmak ic¢in 30 dk.
bekletildi. Ornekler gece boyunca sogumaya birakildi ve organik madde miktari,
belirlenen her tii¢ agihktaki kaybedilen ortalama yilizde olarak tespit edildi
(Schollenberger, 1945).
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3.2.4 Amycolatopsis ve Nocardia iiyelerinin segici izolasyonu

Amycolatopsis ve Nocardia cinsine ait organizmalarin izolasyonu i¢in Tan ve dig.,
(2006)’nin secici izolasyon prosediirii kullanildi. Secici izolasyon i¢in kullanilan
besiyerleri Cizelge 3.2°de verildi (EK-A).

Tan ve dig. (2006)’e gore topraktan bakteri izolasyonu i¢in oda sicakliginda
kurutulan ve havanla iyice ezilerek toz haline getirilen toprak 6rneklerinden 1 g
tartilarak igerisinde 9 ml steril Ringer ¢ozeltisi bulunan 15 ml’lik vidali kapakli
siselere kondu. Her bir toprak ornegi i¢in hazirlanan 10™1ik soliisyonlar, toprak
kolloidlerine tutunmus olan spor ve misellerin toprak kolloidlerinden ayrilmasi i¢in
60 dakika siire ile calkalandi. Daha sonra bu soliisyonlar, izolasyon plaklarinda
olusabilecek vejetatif formlara bagli kontaminasyonlar1 azaltmak icin 60 °C’deki
sicak su banyosunda 20 dakika bekletildi. 10?’lik toprak diliisyonunu hazirlamak
icin, icerisinde steril 9 ml Ringer ¢6zeltisi bulunan tiiplere, vorteks ile karistirilan 10
! diliisyonundan, otomatik pipet ile alinan 1 ml toprak soliisyonu ilave edildi. Bu
islem ayn1 sekilde 107 diliisyonu i¢in de tekrarlandu. 107, 10? ve 10° diliisyonlarinin
her birinden 100 pl alinan ¢ozeltiler secici izolasyon besiyerlerinin yiizeyine yayma
plaka yontemiyle inokiilasyonu yapilarak 28 °C’de, 14-21 giin siireyle inkiibasyona
birakildi.

Cizelge 3.2: Toprak orneklerinden segici izolasyon i¢in kullanilan besiyerleri.

Besiyeri Bazal Besiyeri Secici Ajan*

SM1 Stevenson’s Medium Neomisin (4 pg/ml), D-sorbitol (1%, wiv)

SM2 Stevenson’s Medium Neomisin (4 pg/ml), D-melezitoz (1%, w/v)

SM3 Gauze Medium No.2 Nalidiksik asit (10 pg/ml), Novobiosin (10 pg/ml)

*Her bir izolasyon besiyerine sikloheksimit (50 pg/ml) ve nistatin (50 pg/ml) ilave edildi.

3.2.5 izolatlarin secilmesi, saflastirilmasi ve saklanmasi

Secici izolasyon besiyerlerinde 28 °C ve 14-21 giin inkiibasyon sonunda gelisen
koloniler, steril kiirdan ile modifiye Bennett’s agar (Jones, 1949) ve International
Streptomyces Project Medium No.2 (ISP2; Shirling ve Gottlieb, 1966) agar yiizeyine
inokiile edilerek saflastirildiktan sonra gliserol (% 20 v/v) stok ¢ozeltiler igerisine

transfer edildi ve kullanim zamanina kadar - 20 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.6 Genomik DNA ekstraksiyonu

Test organizmalarmin DNA izolasyonu i¢in Pitcher ve dig. (1989) tarafindan
tanimlanan “Guanidin thiosiyanat DNA izolasyon” metodu ve Norgen Genomik
DNA izolasyon Kiti (Norgen Inc., Kanada) kullanildi. DNA izolasyonunu takiben
elde edilen diriinlerin varhigi agaroz gel elektroforezinde kontrol edildi (Sambrook ve
Russel, 2001).

Guanidin thiosiyanat DNA izolasyon metoduna gore steril ddH,O ile yikanmig
olan hiicre pelleti iizerine 100 pl TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0)
ilave edildi. Kiiltiir 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek bir kez yikandi. Daha
sonra tampon mikrosantrifiij tiipiinden otomatik pipet ile uzaklastirildi. 50 mg ml™
lizozim (Sigma) iceren TE tamponundan 100 pl alinarak, kiiltiir iceren mikrosantrifiij
tiipline transfer edildi. Otomatik pipet ile homojenize edilerek 37 °C’de bir gece
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, 500 pl guanidin thiosiyanat karisima
ilave edildi ve 37 °C’de 10 dk. inkiibe edilerek liziz islemi gergeklestirildi ve 5 dk
buzda sogutuldu. Lizata 250 pl 7,5 M amonyum asetat eklendi ve birka¢ defa tiip
altiist edilerek 10 dk buzda sogutuldu. Lizata 500 ul kloroform-izo-amil alkol (24:1
v/v) ilave edildi ve birka¢ defa tiip altiist edilerek 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant otomatik pipet ile yeni bir mikrosanrifiij tiipline
transfer edildi ve 0,54 ml soguk izo-propanol ilavesi ile DNA’nin ¢okelmesini
takiben 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. izo-propanol dikkatli bir sekilde
otomatik pipet ile uzaklastirildi. 100-150 pl soguk % 70°lik etanol ilave edilerek 13
000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Bu islem 2 defa tekrarlandi. Iki kez alkol
yikamasindan sonra alkol uzaklastirildi ve kapaklar agik birakilarak yaklagik 20 dk
kurumaya birakildi. 90 pl TE tamponu ilave edilerek 5 dk bekletildi. 10 ul RNAaz
ilave edilerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda 20 pl proteinaz K eklendi ve 37
°C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. 10 pul 8 M LiCl; takiben tizerine 130
ul fenol-kloroform-izo-amil alkol ilave edildi ve 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 {ist faz steril yeni mikrosantrifiij tiiplere aktarildi. Ayrica,
130 pl kloroform-izo-amil alkol (24:1 v/v) ilave edildi ve 13 000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz steril yeni mikrosantriflij tiipline aktarildi.
Toplam hacmin 2,5 kat1 olacak sekilde izo-propanol ilave edildi ve tiipler altiist
edilerek 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Alkol, otomotik pipet ile uzaklastirild.
100 pl % 70’lik etanol ilave edilerek 13 000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve alkol
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uzaklastirildi. Bu islem bir defa daha tekrarlandi. DNA pelleti oda sicakliginda 20 dk
bekletilerek kurutuldu ve 30-50 pl ddH,O ilave edilerek oda sicakliginda 15 dk
bekletildi ve -20°C’de gereksinim duyulana kadar stoklandi.

DNA o6rnekleri, izolasyon isleminin bir sonucu olarak geleneksel bir metot
olan agaroz jel elektroforezi kullanilarak kontrol edildi. Jele yiiklenmis DNA

ornekleri daha sonra Mini Liimi goriintiileme cihazinda goriintiilenerek kaydedildi.

3.2.7 16S rRNA geni PCR amplifikasyonu

Genomik DNA izolasyonu tamamlanan test suslarinin 16S rRNA gen bolgesi PCR
amplifikasyonlar1 27F ve 1525R evrensel primerleri (Cizelge 3.3) kullanilarak
Termal Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler, Korea) cihazinda
gerceklestirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonlar1 i¢in Promega firmasindan temin edilen GoTaq
Hot Start Master Mix (Promega Corporation, USA) kullanildi. Hazirlik asamasinda,
50 pl ¢ozelti icin, 25 pl Hot Start Master Mix, 1 pul 27F primeri, 1 pl 1525R primeri,
2 pl template DNA ve 21 pl niikleaz icermeyen su kullanildi. Reaksiyon sartlari, 95
°C’de 2’ (6n denatiirasyon), 95 °C’de 1°, 55 °C’de 1°, 72 °C’de 1’ (30 dongii) ve 72
°C’de 5’ olacak sekilde gerceklestirildi. Elde edilen PCR iirtinleri kullanima kadar -
20°C’de muhafaza edildi.

3.2.8 16S rRNA PCR iiriinlerinin saflastirilmasi ve dizi analizi

PCR iirilinleri % 1,5’luk agaroz jelde (30 ml 1XTBE tampon, 0.3 g agaroz) PCR DNA
marker (Sigma, 50 bp) ile birlikte 100 voltta 30 dakika yiiriitiilerek UV-
transilliiminator (Vilber Lourmat, UV) {izerinde kontrol edildikten sonra QIAquick
PCR piirifikasyon kiti (Qiagen, Germany) kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan
amplifikasyon {irlinleri 16S rRNA gen bolgesinin yaklasik uzunlugunun tamaminin
dizi analizi i¢in en az ii¢ primer ile (Cizelge 3.3) Macrogen Inc. (Giiney Kore)
firmasinda ABI PRISM 3730XL Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems) cihazi

kullanilarak dizileme islemi gergeklestirildi.
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Cizelge 3.3: 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyon ve sekans primerleri.

Primer | Dizi (5’-3’)* Baz Biiyiikliigii Kaynak
800R TACCAGGGTATCTAATCC 18 Chun, 1995
Mg3F | CTACGGGRSGCAGCAG 16 Chun, 1995
Mg5F | AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 Chun, 1995
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20 Lane, 1991
1525R | AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 20 Lane, 1991

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

3.2.9 16S rRNA dizi verilerinin analizi

Izolatlarin 16S rRNA gen bdlgesi sekans analizi tamamlandiktan sonra elde edilen
dizi verisi PHYDIT programi (URL-5) ile manuel olarak birlestirildi ve EzTaxon
Server (URL-6; Kim ve dig., 2012)’da bulunan global hizalama algoritmalar1
kullanilarak en yakin akraba organizmalarla olan 16S rRNA niikleotit benzerligi
belirlendi. Filogenetik analizler icin MEGA 5 programi, hizalama igin ayni
programin kullanilarak CLUSTAL W (Tamura ve dig., 2011) opsiyonu kullanildh.
Filogenetik dendogramlarin ¢izilmesinde Neighbour Joining (Saitou ve Nei, 1987),
Maximum Likelihood, Maximum Parsimony algoritmalar1 ve Jukes-Cantor evrimsel

uzaklik matriksi kullanildi. Bootstrap testi 1000 tekrarli olarak yapildi.

3.2.10 DNA-DNA homolojisi

16S rRNA dizi verilerine gore en yakin filogenetik komsusu ile niikleotit farklilig1 en
fazla olan ve dizi benzerligi % 97 ve lizeri olan suslardan baglamak iizere yeni tiir
olma ihtimali yiiksek izolatlarm DNA-DNA hibridizasyon deneyleri, Almanya’nin
Leibniz Institute DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)
firmasi tarafindan hizmet alimi yoluyla gergeklestirildi. DNA-DNA hibridizasyon
deneyleri i¢in Cashion ve dig. (1977) nin tanimladig1 gibi kromozomal DNA Fransiz
Basing Hiicresi kullanilarak izole edildi, hidroksiapatit kromatografi ile saflastirildi.
DNA-DNA hibridizasyonu De Ley ve dig. (1970)’e gore 6x6 ¢oklu hiicre
degistiricisi kullanilarak Cary 100 Bio UV/VIS spektrofotometre ile kantitatif olarak

belirlendi.
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3.2.11 DNA G+C iceriginin belirlenmesi

Izolatlarin % G+C igeriginin belirlenmesi, De Ley ve dig. (1970)’nin florometrik
yontemine gore yapildi. 5 ug genomik DNA, 0,5 ml santrifiij tiipiine konuldu ve 30
dk kurutuldu. Kurutulmus DNA’lar 90 pl % 30 formamid i¢eren 0,1x SSC (pH 8.0)
tamponunda tekrar suspanse edildi. Ornekler 0,2 ml 8-strip PCR tiiplerine transfer
edildi (Stratagene,. LA Jolla, CA, USA). Uzerine 10 ul 1x SYBR Green | (Molecular
probes, Eugene, Ore, USA) eklendi (Orijinal stok 1/10000 oraninda sulandirildr).

Stratagene Mx3000® Real Time PCR (Stratagene, LA Jolla, CA, USA)
kullanilarak 25 °C-100 °C arasinda 1 °C/dk da floresans absorbans degerleri ol¢iildii.
Her bir susa ait Tm degeri sicakliga kars1 floresan degisimlerini igeren erime egrisine
gore belirlendi. GC oran1 % G+C= (1.99 Tm) -71.08 formiilii ile hesapland1 (De Ley
ve dig ., 1970). Standart olarak Escherichia coli K-12 (G+C igerigi % 51) Susunun
genomik DNA’s1 kullanild1.

3.2.12 Diaminopimelik Asit (DAP) izomerlerinin belirlenmesi

Test organizmalarmin diaminopimelik asit varliginmn tespiti ve izomerlerin (LL-,
meso- Ve hidroksi-) karakterizasyonu Becker ve dig. (1965) tarafindan tanimlanan ve
Staneck ve Roberts (1974) tarafindan modifiye edilen tiim-hiicre hidrolizatlarinin
ince-tabaka kromatografisi metodu kullanilarak belirlendi.

Her bir liyofilize hiicre 6rnegi ~50 mg olacak sekilde otoklava dayanikli vidali
kapakli cam tiiplere transfer edildi. Ornekler iizerine 1 ml 6N HCI ilave edildikten
sonra kapaklar1 sikica kapatilarak hidroliz i¢in 100 °C’de 18 saat tutuldu.
Hidrolizatlar oda sicakliginda sogutulduktan sonra 6000 rpm’de 4 dk santrifiij edildi
ve slipernatant yeni bir vidali kapakli cam tiipe transfer edildi. Siipernatantin
bulundugu cam tiipler agz1 acik olacak sekilde 120 °C’ye ayarl inkiibatére kondu ve
ortalama 2-3 saat tutularak sivi kalmayimncaya kadar kurutuldu. Kurumus hidrolizatlar
1 ml steril saf suda ¢oziildii ve 100°C’ye ayarh inkiibatorde tekrar kurutuldu. Bu
islem HCI kokusu kalmayincaya kadar tekrarlandi. Kurumus hidrolizatlar 200 pl
steril ddH,0 ile ¢oziilerek otomatik pipet ile eppendorf tiiplere transfer edildi. 20x20
cm selilloz ince-tabaka (Chromatogram-Eastman Kodak No. 13255) fizerinde
¢oziilmiis drneklerin inokiilasyonun yapilacagi noktalar, tabandan 1,5 cm yukarida ve
1,5 cm aralikli olacak sekilde belirlendi. Ince-tabaka iizerinde belirlenen noktalara,

her bir 6rnekten mikropipet ile 3 pl olacak sekilde nokta inokiilasyon yapildi. Inokule
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edilen 6rneklerle birlikte standart diaminopimelik asit (Sigma) 6rnegi de ayn1 oranda
yiiklendi. ince-tabaka metanol (Sigma): ddH,O: 10N HCI: piridin (Merck) (80:
26.25: 3.75: 10 v/v)’den olusan solvent igerisine konuldu. Solvent, tabakanin {ist
kisminda 1 cm kalana kadar yiikseldikten sonra (2-2,5 saat) tabaka solvent
icerisinden alindi. Solvent igerisinden alinan ince-tabaka g¢eker ocakta 15 dk
kurutuldu. Spotlar aseton igerisinde ¢ozlinmiis ninhidrin (% 0.2 w/v) ile spreylendi

ve 100 °C’de 5 dk kurutularak gézlenebilir hale getirildi ve fotograflandi.

3.2.13 Seker analizleri

Tim hiicre hidrolizatlarinin seker analizleri Stanek ve Roberts (1974)’in metoduna
gore belirlendi. Ortalama 50 mg liyofilize edilmis biyomas 2 ml’lik viallere eklendi,
1,5 ml 1IN H,SOq, ilave edilerek 100 °C’de 3 saat hidroliz edildi. Hidrolizat doygun
Ba(OH); ile pH 5-5,5 ‘e ayarlandiktan sonra, 1500xg’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust
faz dikkatli bir sekilde ayr1 bir tiipe alindiktan sonra sivi tamamen uzaklasincaya
kadar buharlastirildi. Kalint1 0,1 ml dH,O ve 0.25 ml pyridinde ¢oziildii ve her bir
ornek Merck 60-F254 silica gel TLC plakalarina 3’er pl olacak sekilde standart
karigimlar1  ile  birlikte yiiklendi. Plaka iyice kuruduktan sonra n-
biitanol:dH,O:piridin:toluen (10:6:6:1, v/v) yiiriitiicii fazinda ortalama 4 saat
yiiriitiildii. TLC plaka daha sonra 30 dk. kurutuldu. Iyice kurutulduktan sonra anilin-
fitalat ayiraci ile spreylendi ve 100°C’de 4 dk. bekletildi. Alt1 karbonlu sekerler,
kahve ve koyukahve tonlarinda, bes karbonlu sekerler ise kizil tonlarinda
belirginlesti. Izolatlarin seker tipleri belirlenirken aktinomisetlerde varligi bilinen 7
temel seker standart olarak kullanildi. Bu sekerler TLC plakasinda daha belirgin bir
ayrisma sagladigi icin iki gruba ayrilarak, TLC tabakaya yiiklendi. ilk grupta
galaktoz, arabinoz ve ksiloz, ikinci grupta ise glikoz, mannoz, riboz ve ramnoz
bulunmaktadir. Ayn1 hizada ayni1 sartlarda yiiklenen standart sekerler ve izolatlardan
elde edilen seker hidrolizat1 yiirlitme isleminden sonra hizalama ve tonlamaya gore

seker tipleri belirlendi.

3.2.14 Yag asiti analizi

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

Test organizmalarinin 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 izolatlarinin 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 ortamia aktarilarak 150 rpm de 72 saat siire
ile 28 °C de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 alinan 5 ml starter kiiltiir 50 ml TSB
icine asilanarak 150 rpm de 28 °C de 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi yas
hiicreler filtrasyon (selliiloz filtre, 0.45 pm capl) ile toplanarak yaklasik 250 mg yas
hiicre kiitlesi vidal teflon kapakl tiiplere aktarildi ve 4 basamakli islem ile yag asiti
metil esterleri (FAME) ekstrakte edildi.

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

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 islem, sodyum tuzu halindeki yag asitlerini Gaz Kromatografisi (GC) analizinde
yag asitlerinin uguculugunu arttirmak i¢in metil esterlerine doniistiirdii.

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

Baz yikama: Serbest yag asitlerini ve organik ekstraktaki kalmnti ajanlari
uzaklastirmak igin 3 ml seyreltik bir baz ¢ozeltisi [10,8 g sodyum hidroksit (ACS
sertifikali) ve 900 ml deiyonize distile su] eklendi. 5 dakika rotator ile ¢alkalandi.
Emulsiyon olusumunun ardindan 1 ka¢ damla doymus tuz ¢6zeltisinden damlatildi.
Temiz bir pastor pipeti yardimu ile iistteki organik fazin yaklasik 2/3°i temiz bir GC

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

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

3.2.15 Polar lipid profilinin belirlenmesi

Test izolatlarmdan Amycolatopsis sp. KT2025', Nocardia sp., CR3272" ve
Amycolatopsis sp. K206’nin polar lipid profillerinin belirlenmesi Almanya’nin
Leibniz Institute DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)
firmas: tarafindan hizmet alimi yoluyla gerceklestirildi. Yeni tiir olma ihtimali
yiiksek olan Amycolatopsis sp. AR1438, Amycolatopsis sp. NJ2060 ve Nocardia sp.
PM1004 suslarinin polar lipid profilleri Minnikin ve dig. (1984)’nin tanimladigi
metoda gore laboratuvarimizda gergeklestirildi. Bu yonteme gore, 15 ml teflon kapl
vidali kapakli tiiplere ortalama 100 mg liyofilize 6rnek kondu, 3 ml MeOH/0.3%
NaCl (100/10) ve 2 ml petrol eteri ilave edildi, tiip karistiricida 30 dk. karistirildi ve
1500 rpm’de 10 dk. santrifiijlendi. Ust faz ayr1 bir tiipe ayrild1 ve alt faza ayn1 islem
bir defa daha yapildi. Hidrolizat sicak su banyosunda 5 dk. kaynatildi ve sicaklik oda
sicakhigina gelinceye kadar sogutuldu. Daha sonra 2.3 ml CHCl3/MeOH/% 0.3 NaCl
(90/100/30 v/v) ilave edildi ve karistiricida 1 saat karistirildi. Santriflij isleminin
ardindan tist faz yeni bir vidali kapakl tiipe alind1 ve tekrar 0,75 ml CHCIl3/MeOH/
% 0.3 NaCl (50/100/40 v/v) eklendi, 30 dk. karistirildi. Santrifiij sonrasi {ist faz ayni
tipe alind1 ve ekstrakta 1,3 ml CHCIls;, 1,3 ml % 0,3 NaCl eklendi ve iyice
karigtirildi.  Santrifiij sonrasi alt faz temiz bir viale alindi ve azot gazi ile
buharlastirildi. 100 pl CHCl3:MeOH (2:1 v/v)’de ¢oziildii ve her bir 6rnekten 10 pl
alinarak Merck 60-F254 silica gel TLC plakalarina yiiklendi. iki boyutlu yapilacak
yliriitme isleminde ilk yiiritmede CHCls/MeOH/ddH,0 (65/25/4), ikinci yiiriitmede
CHCls/Acetic acid/MeOH/ddH,O (80/15/12/4 v/v) yiiriitiicii faz olarak kullanildi.
Tim lipidlerin belirlenmesi i¢in % 10’luk molibdofosforik asit (Sigma P1518), ile
sprey isleminden sonra 140 °C’de 10 dakika kurutuldu. Daha 6nce temin edilen ve
Aktinomisetlerde varoldugu bilinen 6 farkli lipid standartlarmin (Sigma-Aldrich,
Germany) ayni yiiriitiicii fazlarda elde edilen alikonma zamanlar ile karsilagtirmali

sekilde fosfolipit tipleri belirlendi.
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3.2.16 Menakinon profillerinin belirlenmesi

Organizmalarin menakinon profilleri, Collins ve dig. (1977)’nin ekstraksiyon
metodu ve Tamaoka ve dig. (1983)’nin HPLC analiz yontemine gore belirlendi.
Yaklasik 100 mg liyofilize hiicre 20 ml kloroform/metanol (2:1) ile 1-2 saat
manyetik karistiricida karistirildi, 0,45p’luk filtreden gecirildi, rotary evaporator’de
(<37°C) buharlastirild1 ve 200 pl asetonda ¢oziildii. Kiesel Gel 60 F354 (Merck) TLC
plakaya yiiklenen saf menakinonlarin yiriitiilmesinde yiiriitiicii faz olarak benzen
(Sigma, 270709) kullanild: ve yiiriitme isleminden sonra ornekler 254 nm UV’de
kontrol edildi. Menaquinone (Sigma) standartinin hizasindaki bant plakadan
kazinarak plakadan temiz bir tiipe alind1 ve tekrar 200 ul asetonda ¢oziildii ve
Dionex - UltiMate 3000 HPLC cihazinda analiz edildi. HPLC’de mobil faz olarak
methanol-isopropyl ether (3:1, v/v) kullanild1 ve dakikada 1 ml akis hiz1 ve 30 °C
olacak sekilde yiiriitiildii, UV dedektorde 270 nm’de analiz edildi.

3.2.17 Mikolik asit testi

Test Orneklerinin mikolik asit metil ester igerikleri Klatte ve dig. (1994)’e gore
gergeklestirildi. Agar yiizeyinden bir miktar hiicre 2 ml soliisyon ile karistirildi
(Soliisyon: Methanol:Toluen:H,SO, 30:15:1). Karisim gece boyu 80 °C’de
isitildiktan sonra, oda sicakliginda sogutulup, 2 ml n-hekzan ile ekstrakte edildi.
Santrifiij sonras1 hekzan iist faz1 ayr1 bir tiipe alindi, buharlastirildi ve n- hekzan ile
tekrar ¢Oziilip TLC’ye yiiklendi. Tek boyutlu TLC igin yiiklenen Ornekler igin
yuriitiicii faz olarak petrol-eteri/aseton (95:5 v/v) kullanildi. TLC plate % 10
molibdofosforik asit ile spreylendi ve 120 °C de 5 dk. isitildi. Cikis noktasindan
sonra goriilen ilk spotlar mikolik asitler olarak kaydedildi ve Rf degerleri hesaplandi.
Rf degeri 0rnegin baslangic noktasinin orta noktasindan itibaren, 6rnegin aldigi

yolun, yliriitiiciiniin aldig1 yola boliinmesi ile belirlendi.

3.2.18 Fenotipik karakterizasyon

[zolatlarin fenotipik karakterlerinin belirlenmesi igin, farkli besi ortamlarindaki
kiiltiirel 6zellikleri ile, temel hidroliz testleri, karbon ve azot kaynaklarini
kullanabilme, belirli maddeleri degrade edebilme, NaCl, sicaklik ve pH tolerans1 gibi

bazi fizyolojik testler ve API-ZYM testi uygulandi.
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3.2.19 Kiiiltiirel ve morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi

3.2.19.1 Farkh besiyerlerindeki biiyiime ve gelisim morfolojileri

Test izolatlarindan yalnizca yeni tiir oldugu kesinlesen Amycolatopsis sp. KT2025",
Amycolatopsis sp. K206', Nocardia sp., A2012", Nocardia sp., A2019" ve Nocardia
sp., CR3272" suslarina uygulanan gelisme ve morfolojik Ozellikleri modifiye
Bennett’s agar (Jones, 1949), glukoz maya ekstrakti-malt ekstrakt: (ISP medium 2;
Shirling ve Gottlieb, 1966), oatmeal agar (ISP 3; Shirling ve Gottlieb, 1966),
inorganik tuz-nisasta agar (ISP 4; Shirling ve Gottlieb, 1966), gliserol asparajin agar
(ISP medium 5; Shirling ve Gottlieb, 1966), pepton-maya ekstrakti-demir agar (ISP
6; Shirling ve Gottlieb, 1966) ve tirozin agar (ISP medium 7; Shirling ve Gottlieb,
1966), nutrient agar (Difco) ve Czapek’s agar ortamina ayni anda inokiile edilen ve
28°C’de 14 giin siireyle inkiibasyona birakilan organizmalarin bu ortamlardaki
biliylime o6zellikleri, spor rengi, hava misel rengi ve ¢oziiniir pigment ozelliklerinin

belirlenmesi amaciyla gerceklestirildi.

3.2.19.2 Taramalh elektron mikroskobisi (SEM) ile spor morfolojisi

Test organizmalarinin spor zincir morfolojileri Pridham ve dig. (1958) gore I1SP2
agar’da 28 °C’de 14 giin siire inkiibasyon sonrasi Nikon Optiphot binokuler 151k ve
Scanning Electron Mikroskobu (JEOL JSM 6060, JEOL Ltd. Tokyo, Japan)
kullanilarak incelendi. Inkiibasyon sonrasi, organizmalarin gelistigi ve sporun yogun
oldugu kisimlardan 5 mm capinda birkag¢ agar blok alindi. Her 6rnek i¢in ayr1 olmak
iizere alman agar bloklar % 2 gluteraldehid i¢inde +4 °C’de 24 saat bekletilerek fikse
edildi. Fiksasyon sonrasi her agar blok dehidrasyon islemi i¢in siras1 ile % 10-20-30-
40-50-60-70-80-90-95-100’Liik etanol ile 10 dk. muamele edildi. Daha sonra 6rnekler
stvt CO; ile Critical Point Dryer (Polaron, CPD 7501) aletinde kurutuldu. Kurumus
agar bloklar Gold Sputter ile altin kaplanarak elektron mikroskobunda spor yiizey
morfolojilerinin arastirilmasi i¢in hazir hale getirildi. Taramali elektron mikroskobu

(SEM) ile spor yiizey morfolojileri belirlenerek goriintiilendi.
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3.2.20 Biyokimyasal testler

3.2.20.1 Aeskulin hidrolizi

Aeskulin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Hazirlanan bazal ortama % 0,1 (w/v)
konsantrasyonunda aeskulin ilave edildi ve daha sonra 5 ml’lik tiiplere 2’ser ml
olacak sekilde konulup otoklavla sterilizasyonu saglandi. Pozitif kontrol olarak
aeskulin igeren tiipler, negatif kontrol olarak da aeskulin igermeyen tiipler hazirlandi.
Steril 6ze ile inokiilasyonu yapilan tiipler, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi, pozitif ve negatif kontrol ortamlar1 karsilastirilarak
degerlendirme yapildi. Negatif kontrolden farkli olarak koyu kahverengi-siyah renk
olusumu pozitif (+) olarak kaydedildi.

3.2.20.2 Arbutin hidrolizi

Arbutin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Hazirlanan bazal ortama % 0.1 (w/v) oraninda
Arbutin ilave edildi ve daha sonra 5 ml’lik tiiplere 2’ser ml olacak sekilde konulup
otoklavla sterilizasyonu saglandi. Pozitif kontrol olarak arbutin igeren tiipler, negatif
kontrol olarak da arbutin igermeyen tiipler hazirlandi. Steril 6ze yardimiyla
inokiilasyonu yapilan tiipler, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasi, pozitif ve negatif kontrol ortamlar1 karsilastirilarak degerlendirme yapildi.
Negatif kontrolden farkli olarak koyu kahverengi-siyah renk olusumu pozitif (+)
olarak kaydedildi.

3.2.20.3 Allantoin hidrolizi

Allantoin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak  belirlendi. Hazirlanan bazal ortama % 1 (w/v)
konsantrasyonunda allantoin ilave edildi ve 5 ml’lik tiiplere 2’ser ml olacak sekilde
konulup otoklavla sterilizasyonu saglandi. Pozitif kontrol olarak allantoin iceren
tiipler, negatif kontrol olarak da allantoin i¢ermeyen tiipler hazirlandi. Steril 6ze
yardimiyla inokiilasyonu yapilan tiipler, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi, pozitif ve negatif kontrol ortamlar1 karsilastirilarak
degerlendirme yapildi. Negatif kontrolden farkli olarak koyu pembe renk olusumu
pozitif (+) olarak kaydedildi.
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3.2.20.4 Ure hidrolizi

Ure hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. % 1 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanan iire ayri
olarak 100 ml saf su icerisinde ¢oziildii ve filtrasyon teknigi ile steril edildi. Ure,
otoklavda steril edilmis bazal ortam icerigine aseptik sartlarda ilave edilerek
karistirildi ve besiyeri aseptik kosullarda 5 ml’lik steril tiiplere her tiipte 2’ser ml
olacak sekilde transfer edildi. Pozitif kontrol olarak {ire iceren tiipler, negatif kontrol
olarak da iire icermeyen tiipler hazirlandi. Steril 6ze ile inokiilasyonu yapilan tiipler,
28 °C’de 7 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, pozitif ve negatif kontrol ortamlar1
karsilagtirilarak  degerlendirme  yapildi.  Negatif kontrolden farkli olarak
sar/turuncudan parlak pembe/kirmiziya renk degisimi pozitif (+) olarak kaydedildi.

3.2.20.5 Nitrat rediiksiyonu

Nitrat (0.1%, w/v) rediiksiyonu, Goodfellow (1971) tarafindan tanimlanmis besiyeri
kullanilarak belirlendi. 5 ml’lik tiiplere 2’ser ml besiyeri konuldu ve otoklav edilerek
sterilizasyonu saglandi. Steril 6ze ile inokiilasyonu yapilan tiipler, 28 °C’de 14 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi, tiiplere esit miktarlarda nitrat
rediiksiyonu ayiraglarindan (A ve B soliisyonlari; Goodfellow, 1971: igerigi Ek-A’da
verilmistir) ilave edildi. Siilfanilik asit, diazonyum tuzunu olusturmak i¢in nitrit ile
reaksiyona girer, naftilamin varliinda pembe-kirmizi1 (koyu kirmizi: stabil red azo)
renk olusur. Renginde bu sekilde degisiklik gosteren tiipler nitrat rediiksiyonu igin
pozitif olarak degerlendirildi. Renk degisiminin olmamasi1 iki sonugtan birini
gosterir:

Ya nitratin, nitrit asamasindan daha asagi kademelere indirgendigini gosterir,
ya da nitratin indirgenmedigini gosterir.

NO® (Nitrat) — NO? (Nitrity — N (Nitrojen)

Bu nedenle, renk degisimi olmayan tiiplere az miktarda ¢inko tozu eklendi.
Cinko iyonlar1 (Zn++) ayn1 reaksiyonu nitrat rediiktaz enzimi gibi katalizler. Eger
besiyerinde nitrat kalmissa, ¢inko tozu ilavesi onu nitrite ¢evirecek, karakteristik
kirmizi renk olusumu gozlenecektir. Bu sekilde gdzlenen test tiipleri i¢in sonug
negatif olarak kaydedildi. Bununla birlikte, ¢inko tozunun ilavesiyle izlenen siiregte
herhangi bir renk degisikliginin olmamasi nitratin nitrojen gazina indirgendigini

gosterdiginden bu reaksiyonlar da pozitif sonug olarak degerlendirildi.
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3.2.21 Degradasyon testleri

Adenin (% 0,5 w/v), elastin (% 0,3 w/v), kazein (% 1,0 w/v), hipoksantin (% 0,4
wi/v), guanin (% 0,05 w/v), nisasta (% 1 w/v), L-tirozin (% 0,5 w/v), ksantin (% 0,4
wi/v), ksilan (% 0,4 w/v) ve jelatin (% 0,4 w/v) degradasyonu Williams ve dig.(1983)
tarafindan tanimlanmisg metotlar kullanilarak belirlendi. Bu degradasyon testleri i¢in,
bazal ortam olarak Bennett’s Agar (Jones, 1949) kullanildi. RNA (% 0,5 w/v)
degradasyonu Goodfellow ve dig. (1979) tarafindan tanimlanan bazal ortam, kitin (%
0.4 w/v) degradasyonu Hsu ve Lockwood, (1975) tarafindan tanimlanan bazal ortam
ve Tween 80 (Polysorbate-80; % 1 wi/v) degradasyonu, Nash ve Krenz (1991)
tarafindan tanimlanan pepton agar bazal ortami kullanilarak degerlendirildi. Nisasta
ve kitin hari¢ diger maddeler tindalizasyon ile steril edildikten sonra steril bazal
ortama katildi ve petrilere dokiildii. Test suslarmin inokiilasyonu, Multipoint
Inokulator (SCAN 400, Mast Group Ltd., Merseyside, UK)’de her petriye 12 test
organizmasi olacak sekilde yapildi.

Adenin, elastin, hipoksantin, L-tirozin, ksilan, guanin, ksantin ve kazein
degradasyonu igin inokiilasyonlu petriler 28 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun 3.,
7. 14. ve 21. glinlerinde petriler kontrol edilerek okundu ve her bir test susunun
besiyeri ortaminda olusturdugu koloniler etrafinda veya petri plagin alt kismindan
bakildiginda agik bir zon olusmussa pozitif (+), olusmamissa negatif (-) olarak
degerlendirildi. Koloni etrafinda veya altinda agik zon olusmasi, o test susunun o
maddeyi degrade edebilme Ozelligini gosterir. Adenin degradasyonunun
degerlendirilmesi inkiibasyonun 7. giiniinde, guanin ve ksantin degradasyonunun
degerlendirilmesi ise, inkiibasyonun 30. giiniinde yapild1.

Nisasta degradasyonu testinde bazal ortam olarak Bennett’s Agar (Jones, 1949)
kullanild1. Nisasta (Starch: 1%, w/v), 50 ml saf su i¢erisinde ¢6ziildiikten sonra bazal
ortam icerigine katild1 ve besiyeri otoklav ile steril edildi. Inokiilasyon sonrasi, 28
°C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda Lugol’s iodin eriyigi petri
ylizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde dokiilerek nisasta degradasyonu
degerlendirilmesi yapildi. Nisasta, a-1,4 bagh diiz zincirli amiloz ve hem a-1,4 hem
de 0-1,6 bagl dallanmis amilopektin olmak iizere iki farkl yapisal sekilde olan a-D-
glucopyranose alt tinitelerinden meydana gelmis bir polisakkarittir. a- ve p-amilaz
enzimlerinin her ikisi de bu polisakkariti degrade edebilmektedir. Nisasta

degradasyonu degerlendirilmesinde ortama dokiilen iodin ortamda nisasta varsa

39



nigastayla birlesip koyu mavi bir kompleks olusturur. Nisasta molekiilleri amilaz
enzimleri ile oligosakkarit ve diger basit sekerlere parcalandiginda ise meydana
gelen bu kiiciik molekiiller iodinle kompleks olusturamaz. Bu nedenle, oligosakkarit
ve diger basit sekerlerin ortamda varliklar1 bliylime alani etrafindaki a¢ik zon olarak
belirlenmekte ve degerlendirme sirasinda bu durum pozitif (+) olarak kaydedildi.

Tween 20, 40 ve 80 (Polysorbate-20,40 ve 80; 1%, w/v) degradasyonu, Nash
ve Krenz (1991) tarafindan tanimlanan pepton agar bazal ortami kullanilarak
degerlendirildi. Tween 20, 40 ve 80 tindalizasyon ile steril edildikten sonra steril
bazal ortama katild1 ve petrilere dokiildii. Inokiilasyonlu plaklar, 28 °C’de inkiibe
edildi ve degerlendirme inkiibasyonun 3., 7. ve 14. giinlinde yapildi. Tween
sorbitoliin polioksialkilen tiirevinin suda ¢dziinebilir, yiiksek molekiiler agirliga sahip
yag asidi esterlerinin homolog serilerindendir ve spesifik esterazlarin tespitinde
kullanilabilmektedir. Test suslar1 tarafindan iiretilen esterazlar Tween’deki ester
baglarin1 hidrolize ederek serbest yag asitlerinin agiga ¢ikmasina neden olur. Yag
asitleri de ortamda bulunan kalsiyum iyonlar1 ile birleserek karakteristik beyaz
kristaller olarak c¢oOkelerek, ¢Oziinmeyen kalsiyum tuzlarin1  olustururlar.
Coziinemeyen kalsiyum tuzu kristalleri koloniler etrafinda opak bir halka
olusturdugunda pozitif (+) sonug olarak degerlendirildi.

Jelatin (% 0,4 w/v) degradasyonu testinde, bazal ortam olarak Bennett’s Agar
(Jones, 1949) kullanildi. % 0.4 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanan Gelatin,
tindalizasyon ile steril edildikten sonra steril bazal ortam igerigine katild1 ve besiyeri
aseptik olarak petrilere dokiildii. Inokiilasyon sonrasi, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona
birakildi. Degerlendirme Oncesi, besiyeri ortam yiizeyine ince bir tabaka olusacak
sekilde trikloroasetik asit soliisyonu (TCA, % 3 v/v) dokiildii. TCA giicli bir asit
oldugundan, ortamda bulunan hayvansal protein olan jelatinin ¢Okelmesi ile
sonu¢lanan doniisiimsiiz denatiirasyona neden olur. Koloniler etrafinda agik zon
olusumu pozitif (+) olarak degerlendirildi.

RNA (% 0,5 w/v) degradasyonu testinde, Goodfellow ve dig. (1979) tarafindan
tanimlanan bazal ortam kullanildi. % 0.5 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanan RNA,
tindalizasyon ile steril edildikten sonra steril bazal ortam igerigine katild1 ve besiyeri
aseptik olarak petrilere dokiildii. Inokiilasyon sonrasi, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona
birakildi. Degerlendirme oncesi, besiyeri ortam yiizeyine 1 M HCI dokiildii. Bu test,
riboniikleazlarin yar1 saflastirilmis niikleik asit 6ziitii soliisyonlarmin vizkozitesini

azaltma yeteneklerine dayanir. 1 M HCI ilavesi niikleik asitlerin fibroz bir kiitle
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olarak ¢okelmelerine sebeb olur. Bu nedenle, test suslarmin biiyiidiikleri alanin
altinda ve gevresinde agik zon pozitif (+) olarak degerlendirildi.

Kitin (0.4%, w/v) degradasyonu testinde, Hsu ve Lockwood, (1975); tarafindan
tammlanan bazal ortam kullamildi (Ek-A). Inokiilasyonlu plaklar 28 °C’de
inkiibasyona birakild1 ve degerlendirme inkiibasyonun 7., 14., 21. ve 30. giinlerinde

yapildi. Koloniler etrafinda agik zon olusumu pozitif (+) olarak degerlendirildi.

3.2.22 Temel karbon kaynaklarim kullanabilme

Karbon kaynaklarinda gelisme testi i¢in, bazal ortam olarak ISP 9 besiyeri kullanildi
(ISP 9; Shirling ve Gottlieb, 1966). Her bir karbon kaynagi % 1 w/v oraninda 50 ml
saf suda ¢oziiliip tindalizasyon teknigi ile steril edilerek steril bazal ortama aseptik
sartlarda ilave edildi. Negatif kontrol olarak sadece bazal ortam, pozitif kontrol
olarak da % 1 (w/v) konsantrasyonunda glikoz ilave edilmis bazal ortamlar
kullamildi. Inokiilasyon, iki kontrol ortamma da yapildi Biitiin plaklara test
inokiilasyonu, multipoint inokiilatér vasitasiyla yapildi. Inokiilasyonlu plaklar, 28
°C’de inkiibasyona birakildi ve degerlendirilme, inkiibasyonun 7., 14. ve 21.
giinlerinde pozitif ve negatif kontrol plaklarmin her ikisi ile karsilastirilarak yapildi.
Test suslarmin gelismesi, negatif kontrol plagindaki gelismelerden daha genis veya
pozitif kontrol plagindaki gelismelere daha yakin ise pozitif (+); negatif kontrol
plagindaki gelismelere esit veya gelisme daha az ise negatif (-) olarak kaydedildi.

3.2.23 Temel azot kaynaklarinda gelisme

Azot kaynaklarinda gelisme testi i¢in, bazal ortam olarak Williams ve dig. (1983)
tarafindan tanimlanan azot kaynagi kullanim ortami kullanildi. Her bir azot kaynag1
% 0,1 w/v oraninda 50 ml saf suda ¢oziiliip tindalizasyon teknigi ile steril edilerek
steril bazal ortama aseptik sartlarda ilave edildi. Negatif kontrol olarak sadece bazal
ortam, pozitif kontrol olarak da % 0.1 (w/v) konsantrasyonunda L-asparagine ilave
edilmis bazal ortamlar kullanildi. Inokiilasyon iki kontrol ortamina da yapild1. Biitiin
plaklara test inokiilasyonu, multipoint inokiilatér vasitasiyla yapildi. Inokiilasyonlu
plaklar, 28 °C’de inkiibasyona birakildi ve test plaklarinin degerlendirilmesi
inkiibasyonun 7., 14. ve 21. giinlerinde pozitif ve negatif kontrol plaklarinin her ikisi
ile karsilastirilarak yapildi. Test suslarmin gelismesi, negatif kontrol plagindaki

gelismelerden daha genis veya pozitif kontrol plagindaki gelismelere daha yakin ise
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pozitif (+); negatif kontrol plagindaki gelismelere esit veya gelisme daha az ise

negatif (-) olarak kaydedildi.

3.2.24 Antibakteriyal aktivite testi

Amycolatopsis ve Nocardia izolatlari, Gram (+) bakteriler, Gram (-) bakterilerden
olusan toplam dokuz organizmaya karsi yayma (overlay) teknigi kullanilarak
antimikrobiyal aktivite testine tabi tutuldu.

Her bir izolat i¢in, agz1 kapakl: kiiclik cam siselere 2 ml Ringer ¢ozeltisi ilave
edildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. ISP ortaminda gelisen
izolatlarm spor ve substrat miselleri, etiketlenmis siselere steril 6ze ile aseptik
sartlarda transfer edildi ve vortekste karistirilarak homojenize spor ve misel
soliisyonlar1 haline getirildi. Daha sonra, bu soliisyonlardan otomatik pipet ile 7 pl
alinarak, antibiyotik ilavesiz modifiye Bennett’s Agar (Jones, 1949) yiizeyine 5°li
gruplar halinde nokta ekim ydntemiyle inokiile edildi. Inokiilasyonlu plaklar, 28
°C’de 3 giin siireyle inkiibasyona birakildi ve 3. giiniin sonunda gelisen koloniler
iizerine, steril enjektor ile 3-5 ml’lik kloroform dokiildii. Kloroformun buharlagmasi
icin petri plaklarmin kapagi, 40 dakika boyunca yar1 agik bir sekilde tutuldu. Bu
sekilde dldiiriilen koloniler iizerine, her biri % 0,5’lik nutrient agar igerisinde 2 giin
boyunca gelisen patojen test organizmalar1 yayma plaka yontemiyle inokiile edildi.
Inokiilasyonlu plaklar 37 °C’de 48 saat siireyle inkiibasyona birakild1 ve inkiibasyon

sonrasinda koloniler etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iildii.
3.2.25 Fizyolojik testler

3.2.25.1 pH toleransi

Izolatlarin pH toleransi, 4-10 araliginda gergeklestirildi. Bazal ortam olarak modifiye
edilmis Bennett’s agar (Jones, 1949) kullanildi. pH ayarlamasi, pH 4, 5 ve 6 i¢in, 1
M HCI, pH 8, 9 ve 10 i¢in % 20’lik Na,COj3 kullanarak cam elektrotlu pH metre
(Model 292, Unicam Ltd.) ile yapildi. inokiilasyon, multipoint inokiilatdr vasitasiyla
yapild1 ve inokiilasyonlu plaklar 28 °C’de 7 ve 14 giin inkiibasyondan sonra okundu.
Test plaginda gelisme gosteren suslar pozitif (+), gelisme gosteremeyenler (-) olarak

degerlendirildi.
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3.2.25.2 Sicakhga tolerans

Test suslari, multipoint inokiilatér ile inokiile edildikten sonra 4°C, 10°C, 20 °C, 28
°C, 37°C ve 45°C sicaklik degerlerine gdre ayarlanmus etiivlerde inkiibe edildi. Bazal
ortam olarak modifiye edilmis Bennett’s agar (Jones, 1949) kullanildi. 4 °C’deki
petriler 6 hafta siireyle her hafta kontrol edilerek, 10, 20 ve 37 °C’deki petriler 7. ve
14. giinlerde kontrol edilerek, 45°C’deki petriler 3. ve 7. giinlerde kontrol edilerek
degerlendirildi. Test plaginda gelisme gosteren suslar pozitif (+) olarak
degerlendirildi.

3.2.25.3 NaCl toleransi

NaCl toleranst i¢in, 10 farkli konsantrasyonda (% 1-10 w/v) besiyeri hazirland:.
Bazal ortam olarak modifiye edilmis Bennett’s agar (Jones, 1949) kullanildi.
Inokiilasyon, multipoint inokiilatdr vasitasiyla yapildi ve inokiilasyonlu plaklar 28
°C’de 7 ve 14 giin inkiibasyondan sonra okundu. Test plaginda gelisme gdsteren

suslar pozitif (+), gelisme gésteremeyenler (-) olarak degerlendirildi.

3.2.26 APIl-enzim testleri

API-ZYM, izolatlarda 19 farkli enzimin aktivitesinin varhigmin belirlenebilmesi
amaci ile tiretilmis ticari bir enzim kitidir. Bu test, 16S rRNA gen bolgesi analizleri
ve DNA:DNA hibridizasyon analizlerine gore yeni tiir oldugu kesinlesen KT2025"

susu i¢in tretici firmanin tavsiye ettigi sekilde uygulandi (bioMerieux, France).

3.2.27 PKS-1, PKS-11 ve NRPS gen bolgelerinin PCR amplifikasyonu

16S rRNA sekansi ve DNA-DNA hibridizasyon verilerine gore yeni tiir oldugu
kesinlesen veya yeni tiir olma ihtimali yiiksek organizmalarin PKS-1, PKS-1I ve
NRPS glikopeptit antibiyotik gen bélgeleri igin yapilan PCR amplifikasyonlarinda
Cizelge 3.4°deki primer setleri kullanildi (Ayuso-Sacido ve dig. 2005).
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Cizelge 3.4: PKS-1, PKS-I1 ve NRPS gen bolgeleri PCR amplifikasyonu igin kullanilan primerler.

Gen Primer Dizi (5°- 3°) BiiniiiZliigii Kaynak

PKS.| K1F | TSAAGTCSAACATCGGBCA 19 Ayuso-Sacido ve dig., (2005)
M6R | CGCAGGTTSCSGTACCAGTA 20 Ayuso-Sacido ve dig., (2005)
KS-a | TSGCSTGCTTGGAYGCSATC 20 Metsi Keteld ve dig., (2002)

PRl KS-B | TGGAANCCGCCGAABCCGCT 20 Metsi Keteld ve dig., (2002)
A3F | GCSTACSYSATSTACACSTCSGG 23 Ayuso-Sacido ve dig., (2005)

NRES A7R | SASGTCVCCSGTSCGGTAS 19 Ayuso-Sacido ve dig., (2005)

Agiklama; B: Guanin, sitozin veya timin, S: Guanin veya sitozin, Y: Timin veya sitozin, V: Guanin,

adenin veya timin.

Ilgili gen bdlgelerinin PCR amplifikasyonlar1 igin Promega firmasindan temin

edilen GoTaq Hot Start Master Mix kullanildi. Hazirlik asamasinda, 50 pl ¢ozelti

icin, 25 ul Hot Start Master Mix, 1’er ul ilgili primer, 5 ul DMSO, 2 pl template

DNA ve 21 pl niikleaz icermeyen su kullanildi. Reaksiyon sartlari, 95 °C’de 2° (6n
denatiirasyon), 95 °C’de 30, 54 °C’de 1’ (K1F/M6R ve KS-o/ KS-f primerleri igin),
58 °C’de 1’ (A3F-AT7R primerleri i¢in), 72 °C’de 4’ (30 dongii) ve 72 °C’de 10’

olacak sekilde gerceklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular
4.1.1 Topraktan bakterilerin izole edilmesi, saflagtirilmasi ve saklanmasi

Tez kapsaminda, bakteri izolasyonunda kullanilan toprak oOrnekleri, Tiirkiye nin
farkl cografik bolgelerinden ve Nijerya, KKTC gibi iilkelerin arazilerinden temin
edildi (Sekil 4.1). Ayrica topraklarin fizikokimyasal Ozellikleri analiz edilerek
kaydedildi (Cizelge 4.1).

Temin edilen toprak orneklerinden SM1, SM2 ve SM3 secici besiyerlerinde
bakteri izolasyonu gergeklestirildi. Besiyerleri, ekim sonras1 28 °C’de ve 14-21 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda gelisen koloniler &nceki izolasyon
calismalarinda tavsiye edildigi gibi (Tan ve dig. 2006) sert kabugumsu ve
beyaz/sarimtirak/kahvemsi olarak tespit edildi. Olasi cins {iyesi koloniler sar1 ok ile
isaretlendi (Sekil 4.2). Toprak izolasyonu sonrasi olast Amycolatopsis iiyeleri igin
beyazdan sarimtiraga donen renklerde sert kabugumsu koloniler ve Nocardia cinsi
iiyeleri i¢in beyaz sporlu ve substrat miselyumu saridan kahverengiye degisen
renkteki koloniler segilerek modifiye Bennett’s (Jones, 1949) agarda ve ISP2 agarda
28 °C ve 14-21 giin inkiibasyon sonunda gelistirilerek saflastirildi ve bazi izolatlar

goriintiilendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.1: Bakteri izolasyonunda kullanilan toprak drnekleri.

46



Cizelge 4.1: Kullanilan toprak drneklerinin bazi fizikokimyasal 6zellikleri.

Organik Madde

No Kaynak Toprak Tipi pH (%) Nem (%)
1 Artvin-Tarla TINLI KUM 8.62 1,02 6,04
2 Corum-Tarla TINLI KUM 8.70 0,88 5,60
3 Denizli-Pamukkale-Traverten KUMLU SILTLI TIN 8.35 0,76 0,56
4 Edirne-Sinankoy-A¢ik Arazi KUMLU TIN 8.41 3,03 3,95
s | | k[ e
6 Mekke - (Kompos) - A¢tk Arazi TINLI KUM 8.05 0,32 0,22
7 Nijerya - Abuja (Kompos) - A¢ik Arazi KUMLU TIN 7.97 0,25 0,20
8 Medine - A¢ik Arazi SILTLI TIN 8.56 0,38 5,89
9 Samsun-Biiyiikoyumca Koyti-Arazi TINLI KUM 8.27 1,28 5,39
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SM1 Agar SM2 Agar SM3 Agar (Modifiye-Gauze)

Sekil 4.2: SM1, SM2 ve SM3 segcici izolasyon besiyerlerinde 28 °C’de en az 14 giin gelisen, beyazdan agik kahve tonlarina degisen genelde sert ve kabugumsu koloniler.
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Nocardia sp. NJ3016 susu Nocardia sp. CR2267 susu Amycolatopsis sp. K237 susu

Nocardia sp. NJ3051 susu Nocardia sp. A4019 susu Amycolatopsis sp. NJ2060 susu

Sekil 4.3: Kiiltiire alinan cins iiyelerinin 28 °C ve 14 giin inkiibasyon siiresi sonunda ISP2 ve
Bennett’s agar yiizeyindeki goriintiileri.
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4.1.2 16S rRNA geni PCR amplifikasyonu

Genomik DNA’s1 izole edilen izolatlarmm 16S rRNA gen bolgesi 27F ve 1525R
evrensel primerleri ile Gradient PCR’da ¢ogaltildi. PCR sonrasi beklendigi gibi
cogaltilan ortalama 1500 baz c¢ifti biiyiikligiindeki DNA bolgesi agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendi ve Mini Lumi goriintiileme cihazinda fotograflandi

(Sekil 4.4).

3000 bg

2000 bg
1500 bg
1000 bg

Sekil 4.4: Test organizmalarma ait 16S rRNA geni amplifikasyon {irtinleri. M; markir (Sigma, 50 bp),
1; CR3272, 2; A20127, 3; A2019", 4; KT2025', 5; PM1004, 6; AR1438, 7; NJ2060, 8;
SM1242, 9; NJ1018, 10; K206.

4.1.3 16S rRNA geni dizi analizi ve filogenisi

16S rRNA gen bolgesi, PCR amplifikasyonlar1 gergeklestirilen 6rnekler QlAquick
PCR Purifikasyon Kiti ile saflastirildiktan sonra, 800R, MG3 ve MG5 primerleri ile
dizi analizi yapildi (EK-B). Sekansi tamamlanan 138 test izolatinin toprak
orneklerine ve izolasyon besiyerlerine gore sayisal olarak dagilimi belirlenerek,
calismada kullanilan test izolatlarinin sus numaralar: ile birlikte hangi topraklarda
izole edildigi belirtildi (Cizelge 4.2, Cizelge 4.3). Elde edilen dizi verileri, Eztaxon
Server kullanilarak, uluslararasi veritabanlarindaki en yakin akraba tiirlerin dizi
verileri ile karsilastirildi ve % benzerlikleri belirlendi (Cizelge 4.4, Cizelge 4.5). 16S
rRNA dizi verilerine gore test suslarinin filogenetik pozisyonlarin belirlenmesi i¢in
dendogramlar1 olusturuldu. Dendogramlarm sunumunda 16S rRNA geni dizi
verilerine gore en yakin akrabasi ile Amycolatopsis izolatlar1 i¢in 9 niikleotit ve {izeri,
Nocardia tiyeleri i¢in 12 niikleotit ve tizeri izolatlar tercih edildi (Sekil 4.5, Sekil
4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13,
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Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16). Dendogramlar, neighbour-joining, maximum
likelihood ve maximum-parsimony (Kluge ve Farris, 1969) algoritmalar1 ve evrimsel
uzaklik matrisi olarak Jukes ve Cantor (1969) metodu izlenerek gergeklestirildi (EK-
C). Filogenetik analizler icin MEGAS paket programi kullanildi (Tamura ve dig.,
2011). Olusturulan filogenetik agag¢larm bootstrap analizleri (Felsenstein, 1985) 1000
tekrarli olarak yapilda.

Cizelge 4.2: 16S rRNA sckansi tamamlanan izolatlarin toprak 6rneklerine ve izolasyon besiyerlerine
gore sayisal olarak dagilimi.

. @ =

No |Toprak Ornekleri Qi é g i;: C‘E{
g g 2 g | =

= | 2|82 ¢

g g g 3o B

@n < z =} ©n

SM1 1 - 1 2

1 |Artvin-Tarla SM2 - - 2 2
SM3 - - - -

SM1 - - - -

2 | Corum-Tarla SM2 - 1 1 2
SM3 - 1 9 10

SM1 - 1 - 1

3 | Denizli-Pamukkale-Traverten SM2 - 2 2 4
SM3 - 3 8 11

SM1 - 1 1 2

4 | Edirne-Sinankoy-A¢ik Arazi SM2 - - - -
SM3 - 9 4 13

SM1 4 - 7 11

5 | Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti (Kompos) SM2 2 - 22 24
SM3 - - 2 2

SM1 9 - 8 17

6 | Mekke - (Kompos) - A¢ik Arazi SM2 1 - 2 3
SM3 - 3 4 7

SM1 1 - 1 2

7 | Nijerya - Abuja (Kompos) - A¢ik Arazi SM2 1 - 2 3
SM3 - I I 14

SM1 - - - -

8 |Medine - A¢ik Arazi SM2 - - - -
SM3 - 1 4 5

SM1 - 3 3

9 |Samsun - Ac¢ik Arazi SM2 - - - -
SM3 - - - -

TOPLAM 19 32 87 138
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Cizelge 4.3: Amycolatopsis ve Nocardia iiyesi test izolatlarinin toprak drneklerine gére dagilima.

.. . . Nocardia
No Toprak Ornekleri Amycolatopsis Izolatlar izolatlar
1 | Artvin-Tarla AR1438 -
2 | Corum-Tarla - CR2267, CR3272"
PK2002, PM1004,
3 | Denizli-Pamukkale-Traverten - PM2005, PM3006,

PM3009, PM3011

A2004, A2012",

4 | Edirne-Sinankoy-Ac¢ik Arazi - A2014, A2018,
A20197, A7021
K204, K206, K237,
5 | Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti (Kompos) KT1012, KT2017, -
KT2025"
MK1013, MK1014,
MK1017, MK1020,
6 | Mekke - (Kompos) - A¢tk Arazi MK1023, MK1135, MK3512, MK3103
MK1164, MK1165,
MK1170, SV2047
A4017, A4018,
A4019, A4021,
. . . A4042, NJ30186,
7 | Nijerya - Abuja (Kompos) - A¢cik Arazi NJ1018, NJ2060 NJ3017, NJ3025.
NJ3032, NJ3051,
NJ3347, NS3402
8 |Medine - Acik Arazi - MD3440
9 |[Samsun - Acik Arazi - SM1342, SM1318,

SM1481
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http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1271976632670
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1273149824856
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1315569499466
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1272205540212
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1274118507009
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1315575150372
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1281735520997
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1298023460733
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1274114478049
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1315313185894
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1319801284282
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1272196467956
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1315577650549
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1315577650549
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1315577650549
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1272198041556
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1315572987543
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1272228425309

Cizelge 4.4: Amycolatopsis cinsi ilyesi izolatlarin Eztaxon Server’a gore en yakin tip tiirlerine
olan16S rRNA benzerlikleri.

Amycolatopsis Cinsi Test Izolatlar

No Il\zlglat En Yakin Tip Tiirii Ben(;/‘;r"k Niljflzﬁd
1. | AR1438 | Amycolatopsis pretoriensis NRRL-B 241337 99.178 12/1397
2. | K204 Amycolatopsis ruanii NMG112" 99,179 12/1461
K206 Amycolatopsis bartoniae SF26" 97,976 29/1426
4. | K237 Amycolatopsis ruanii NMG112" 99,179 12/1461
5. | KT1012 | Amycolatopsis lurida DSM 431347 99.570 6/1395
6. | KT2017 | Amycolatopsis lurida DSM 43134" 97.489 35/1394
7. | KT2025" | Amycolatopsis lurida DSM 43134" 97.561 34/1394
8. | MK1013 | Amycolatopsis eurytherma NT202" 99.931 1/1460
9. | MK1014 | Amycolatopsis thermoflava N1165" 99.589 6/1459
10. | MK1017 | Amycolatopsis eurytherma NT202" 99.658 5/1460
11. | MK1020 | Amycolatopsis thermoflava N1165" 99.592 6/1447
12. | MK1023 | Amycolatopsis thermoflava N1165" 99.592 6/1460
13. | MK1135 | Amycolatopsis eurytherma NT202" 100.000 0/1291
14. | MK1164 | Amycolatopsis eurytherma NT202" 99.931 1/1460
15. | MK1165 | Amycolatopsis eurytherma NT202" 99.795 3/1460
16. | MK1170 | Amycolatopsis thermoflava N1165" 99.592 6/1460
17. | NJ1018 | Amycolatopsis tolypomycina DSM 445447 99.293 10/1406
18. | NJ2060 | Amycolatopsis ruanii NMG112" 99.382 9/1461
19. | SV2047 | Amycolatopsis thermoflava N1165" 99.589 2/1450
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http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1316707922159
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1274118507009
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1315575150372
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1281735520997
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1298023460733
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1274114478049
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1315313185894
http://147.47.212.35:8080/3_display_identify.jsp?stamp=1319801284282

Cizelge 4.5: Nocardia cinsi iiyesi izolatlarin Eztaxon Server’a gore en yakin tip tiirleri ile olan 16S
rRNA benzerlikleri.

Nocardia Cinsi Test Organizmalari

e % Niikleotid

No Sus Adi En Yakin Tip Tiirti Benzerlik Farki

1. | A2004 Nocardia carnea DSM 43397" 99.931 2/1455
2. | A2012" Nocardia caishijiensis F829" 98.597 20/1426
3. | A2014 Nocardia abscessus IMMIB D-1592" 100.000 0/1447
4. | A2018 Nocardia abscessus IMMIB D-1592" 100.000 0/1447
5. | A2019" Nocardia mexicana CIP 108295" 98.947 18/1464
6. | A4017 Nocardia araocensis IFM 0575" 99.931 2/1456
7. | A4018 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.863 3/1456
8. | A4019 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.931 2/1456
9. | A4021 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.931 2/1456
10. | A4042 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.657 5/1456
11. | A7021 Nocardia iowensis Ul 122540" 99.790 3/1427
12. | CR2267 Nocardia soli DSM 44488" 99.451 8/1457
13. | CR3272" Nocardia goodfellowii A2012" 98.613 20/1462
14. | MK3512 Nocardia carnea DSM 43397" 99.931 2/1455
15. | MK3103 Nocardia cyriacigeorgica DSM 444847 100.000 0/1457
16. | NJ3016 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.725 3/1456
17. | NJ3017 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.657 5/1456
18. | NJ3025 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.931 1/1456
19. | NJ3032 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.657 5/1456
20. | NJ3051 Nocardia anaemiae IFM 0323" 99.796 3/1467
21. | NJ3347 Nocardia africana SD769" 99.719 4/1421
22. | NS3402 Nocardia carnea DSM 43397" 99.794 3/1455
23. | PK2002 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.176 12/1456
24. | PM1004 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.176 12/1456
25. | PM2005 Nocardia araoensis IFM 0575" 99.176 12/1456
26. | PM3006 Nocardia carnea DSM 43397" 99.863 2/1455
27. | PM3009 Nocardia carnea DSM 43397" 99.931 1/1455
28. | PM3011 Nocardia fluminea S1' 99.515 7/1442
29. | SM1342 Nocardia pseudovaccinii DSM 43406" 98.972 15/1455
30. | SM1481 Nocardia pseudovaccinii DSM 43406" 98.972 15/1455
31. | SM1318 Nocardia pseudovaccinii DSM 43406" 98.972 15/1455
32. | MD3440 Nocardia cyriacigeorgica DSM 444847 99.734 3/1457
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87,

Amycolatopsis plumensis SBHS Strp1T/AY 262825
Amycolatopsis tolypomycina DSM 445447/ AJ508241
Amycolatopsis sp. NJ1018
Amycolatopsis vancoresmycina DSM 44592T/AJ508240
Amycolatopsis kentuckyensis NRRL B-24129"/AY 183357
Amycolatopsis rifamycinica DSM 46095"/AY 083603
Amycolatopsis lexingtonensis NRRL B-241317/AY 183358
Amycolatopsis pretoriensis NRRL B-24133"/AY 183356
Amycolatopsis balhimycina DSM 44591"/AJ508239
Amycolatopsis mediterranei IMSNU 20056"/AJ293754
Amycolatopsis sp. AR1438 i T
Amycolatopsis saalfeldensis HKI10457"/DQ792500
Amycolatopsis australiensis GY048T/AY 129753
Amycolatopsis benzoatilytica DSM 43387"/AY 957506
77/Amycolatopsis equina SE3T/HQ021204
70 49{Amycolatopsis hippodromi $3-6"/HQ021203
Amycolatopsis circi S1-3"/HQ021202
Amycolatopsis rubida 13.4"/AF222022
Amycolatopsis halotolerans N4-6"/DQ000196
Amycolatopsis albidoflavus IMSNU 22139"/AJ252832
Amycolatopsis echigonensis LC2'/AB248535
Amycolatopsis niigatensis IAM 15388"/ AB248537
Amycolatopsis coloradensis DSM 44225/ AJ421142
Amycolatopsis thailandensis CMU-PLA07"/FJ581021
Amycolatopsis alba DSM 44262"/AF051340
95 Amycolatopsis azurea IMSNU 20053/AJ400709
Amycolatopsis sp. KT1012
79| |*Amycolatopsis lurida DSM 43134/AJ577997
72| Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409'/AJ278496
Amycolatopsis keratiniphila subsp. nogabecina DSM
Amycolatopsis japonica DSM 44213" /AJ508236
Amycolatopsis decaplanina DSM 445947/AJ508237
59L|’ Amycolatopsis orientalis subsp. orientalis IMSNU 20058 /AJ400711
Amycolatopsis regifaucium GY080" /AY 129760
Amycolatopsis ultiminotia RP-AC36"/FM177516
99~Amycolatopsis dongchuanensis Y 1M 75904/JN656710
Amycolatopsis sacchari K24"/AF223354
Amycolatopsis jejuensis N7-3"/DQ000200
Amycolatopsis sulphurea DSM 46092 /AF051343
99 Amycolatopsis sp. KT2025"
Amvcolatobsis sn. KT2017
Amycolatopsis minnesotensis 32U-2"/DQ076482
Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90'/DQ486888
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99

Amycolatopsis samaneae RM2877/GQ381310

Amycolatopsis xylanica CPCC 202699" FJ529702

499'?Amycolatopsis marina MS392AT/EU329845
Amycolatopsis palatopharyngis 1BDZ'/AF479268
99—Amycolatopsis halophila Y1M 93223'/FJ606836
Amycolatopsis salitolerans TRM F103"/HQ436534
78 [ Amycolatopsis sp. K206
84| Amycolatopsis sp. K204
Amvcolatonsis sn. K237
Amycolatopsis granulosa GY307"/AF466101
74 Amycolatopsis viridis GY 115"/ AF466095
Amycolatopsis ruanii NMG112T/HQ668524
Amycolatopsis thermophila GY088T/AY 129774
Amycolatopsis thermalba SF45"/HQ668525
Amycolatopsis sp. NJ2060
Amycolatopsis eurytherma NT2027/AJ000285
I~ Amycolatopsis tucumanensis ABO'/DQ886938
Amycolatopsis sp. MK1013
Amycolatopsis sp. MK 1164
Amycolatopsis sp. MK 1135
@mycolatopsis methanolica IMSNU 20055"/AJ249135
Amycolatopsis thermoflava N1165'/AF052390

Amycolatopsis sp. MK 1014
Amycolatopsis sp. MK 1020
Amycolatopsis sp. SV2047
Amycolatopsis sp. MK 1170
Amveonlatonsis sn. MK 1165
[~ Amycolatopsis sp. MK 1017
AmvcoI%t[?psis sp. MK1023

Amycolatopsis pigmentata TT00-43"/AB327253
% Amycolatopsis taiwanensis 0345M-7'/DQ160215
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_

A. helveola TT 99-32"/AB327254
S. avermitilis ATCC 312677/ AF145223.1

Sekil 4.5: Sekansi yapilan Amycolatopsis suslarinin 16S rRNA dizilerine dayal filogenetik iliskilerini
gosteren dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin iizerin-
de desteklenen dallanma noktalari i¢in bootstrap degerleri verildi.
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gar~ A pretoriensis NRRL B-24133" (AY183356)

A. lexingtonensis NRRL B-24131" (AY183358)

A. rifamycinica DSM 46095" (AY083603)

A. kentuckyensis NRRL B-24129" (AY183357)

A. vancoresmycina DSM 445927 (AJ508240)

A. tolypomycina DSM 445447 (AJ508241)

A. plumensis SBHS Strp1T (AY262825)
A. mediterranei IMSNU 20056" (AJ293754)

A. australiensis GY048" (AY129753)

— 63~ A. equina SE(8)3" (HQ021204)
95 [A.hippodromi $3-6" (HQ021203)
A. circi S1-3" (HQ021202)

9 A. rubida 13.47 (AF222022)
A. albidoflavus IMSNU 221397 (AJ252832)
A. halotolerans N4-6" (DQ000196)
A. echigonensis LC2" (AB248535)
A. niigatensis LC11" (AB248537)
B[A. coloradensis IMSNU 22096 (AJ293753)
A. thailandensis CMU-PLAQ7" (FJ581021)
A. alba DSM 442627 (AF051340)
% —— A. azurea IMSNU 20053 (AJ400709)
701 A lurida DSM 431347 (AJ577997)
A. keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409" (AJ278496)
A. keratiniphila subsp. nogabecina DSM 44586" (AJ508238)
A. decaplanina DSM 44594 (AJ508237)
— A. japonica DSM 44213" (AJ508236)
A. regifaucium GY080" (AY129760)
97 A.orientalis subsp. orientalis IMSNU 20058" (AJ400711)
A. saalfeldensis HK10457" (DQ792500)
A. nigrescens CSC17-Ta-90" (DQ486888)
M 497':. minnesotensis 32U-2" (DQ076482)
Amycolatopsis magusensis KT2025" (HQ157190)
100[ A. dongchuanensis YIM 759047 (JN656710)
L A. sacchari K24 (AF223354)
’— A.sulphurea DSM 460927 (AF051343)
] A. jejuensis N7-37 (DQ000200)
H A. samaneae RM287" (GQ381310)
A. xylanica CPCC 202699 (F1529702)
Prauserella rugosa DSM 431947 (AF051342)
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0005 KT2025" susu
No Isim Gen Bank % Benzerlik Nt Farki
1 Amycolatopsis lurida DSM 431347 AJ577997 97.56 34/1394
2 Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409" AJ278496 97.43 36/1402

Sekil 4.6: KT2025" susunun 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik iliskilerini gésteren dendogram.
Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin lizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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94| Amycolatopsis pretoriensis NRRL B-24133"/AY 183356
Amycolatopsis lexingtonensis NRRL B-24131"/AY183358
Amycolatopsis rifamycinica DSM 46095"/AY 083603
Amycolatopsis kentuckyensis NRRL B-24129"/AY 183357
95— Amycolatopsis bullii SF27"/HQ651730

Amycolatopsis vancoresmycina DSM 445927/AJ508240
Amycolatopsis tolypomycina DSM 445447/AJ508241
Amycolatopsis plumensis SBHS Strp1"/AY 262825
Amycolatopsis balhimycina DSM 445917/AJ508239

Amycolatopsis sp AR1438

Amycolatopsis mediterranei IMSNU 20056'/AJ293754

Amycolatopsis saalfeldensis HK10457"/DQ792500

Amycolatopsis australiensis GY048"/AY129753

Amycolatopsis albidoflavus IMSNU 22139"/AJ252832

Amycolatopsis halotolerans N4-6"/DQ000196
Amycolatopsis echigonensis LC2"/AB248535

54 [ Amycolatopsis equina SE3"/HQ021204
98— Amycolatopsis circi S1-37/HQ021202

70 Amycolatopsis azurea IMSNU 20053"/AJ400709
EEmvcolatonsis lurida DSM 431347/A1577997
Amycolatopsis regifaucium GY080'/AY 129760
88 Amvcolatopsis alba DSM 44262"/AF051340
494@ Amycolatopsis coloradensis IMSNU 22096'/AJ293753
84— Amvcolatopsis thailandensis CMU-PLAO7"/FJ581021
S. avermitilis ATCC 31267/ AF145223.1

98

—
0.01 AR1438 susu
No Isim Gen Bank % Benzerlik Nt Farki
1 Amycolatopsis pretoriensis NRRL B-24133" AY183356 99.14 12/1397
2 Amycolatopsis bullii SF277 HQ651730 98.82 17/1440
3 Amycolatopsis rifamycinica DSM 46095" AY083603 98.77 18/1463
4 Amycolatopsis mediterranei IMSNU 20056" AJ293754 98.69 19/1453
5  Amycolatopsis plumensis SBHS Strp1” AY262825 98.62 20/1446
6  Amycolatopsis lexingtonensis NRRL B-24131" AY183358 98.61 20/1436
7 Amycolatopsis kentuckyensis NRRL B-24129" AY183357 98.57 21/1473
8  Amycolatopsis tolypomycina DSM 445447 AJ508241 98.51 21/1407
9  Amycolatopsis balhimycina DSM 445917 AJ508239 98.48 22/1448
10  Amycolatopsis saalfeldensis HKI0457" DQ792500 98.33 24/1435
11 Amycolatopsis vancoresmycina DSM 445927 AJ508240 98.23 26/1467

Sekil 4.7: AR1438 test organizmasinin 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik iliskilerini gosteren
dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50°nin lizerinde
desteklenen dallanma noktalari i¢in bootstrap degerleri verildi.
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99 Amycolatopsis sp. K204

‘Amycolatopsis sp. K237
Amycolatopsis ruanii NMG112"/HQ668524
r Amycolatopsis thermoflava N1165"/AF052390

100 1 colatopsis methanolica IMSNU 200557/A1249135

[y

’— Amycolatopsis endophytica KLBMP 1221/HM153799

| Amycolatopsis eurytherma NT202"/AJ000285
99

Amycolatopsis tucumanensis ABO'/DQ886938

99
|~ Amycolatopsis thermophila GY088"/AY 129774

Amycolatopsis thermalba SF45"/HQ668525

79 ’— Amycolatopsis viridis GY115"/AF466095
87 L Amycolatopsis granulosa GY307"/AF466101

Amycolatopsis helveola TT 99-32"/AB327254

100 —— Amycolatopsis taiwanensis 0345M-77/DQ160215
99

Amycolatopsis pigmentata TT00-43"/AB327253

100 Amycolatopsis marina MS392AT/EU329845

71 L Amycolatopsis palatopharyngis 1BDZ"/AF479268

Amycolatopsis halophila YIM 93223"/FJ606836

Amycolatopsis bartoniae SF26'/HQ651729

7 —————————— Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90"/DQ486888

—— Amycolatopsis sulphurea DSM 46092"/AF051343
[ Amycolatopsis dongchuanensis YIM 75904 "/IN656710
100 Amycolatopsis sacchari K24"/AF223354

S. avermitilis ATCC 312677/ AF145223.1

88

—
001 K204 ve K237 suslari

No Isim Gen Bank % benzerlik Nt. farki
1 Amycolatopsis ruanii NMG112" HQ668524 99.18 12/1461
2 Amycolatopsis thermoflava N1165" AF052390 98.97 15/1458
3 Amycolatopsis methanolica IMSNU 20055" AJ249135 98.90 16/1459
4 Amycolatopsis endophytica KLBMP 12217 HM153799 98.89 16/1443
5  Amycolatopsis thermalba SF45" HQ668525 98.78 17/1392
6  Amycolatopsis viridis GY115" AF466095 98.78 17/1389
7 Amycolatopsis eurytherma NT202" AJ000285 98.63 20/1458
8  Amycolatopsis granulosa GY307" AF466101 98.59 20/1417

Sekil 4.8: K204 ve K237 test organizmalarinin 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik iliskilerini
gosteren dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin
iizerinde desteklenen dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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100( Amycolatopsis dongchuanensis YIM 75904"/JN656710
60 L Amycolatopsis sacchari K24"/AF223354

Amycolatopsis minnesotensis 32U-2"/DQ076482

" 99 [ Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90'/DQ486888

— Amycolatopsis samaneae RM287'/GQ381310

-

Amycolatopsis sulphurea DSM 46092"/AF051343

91 Amycolatopsis ultiminotia RP-AC36'/FM177516

Amycolatopsis halophila YIM 93223"/FJ606836

100 Amycolatopsis salitolerans TRM F103"/HQ436534

76 B Amycolatopsis palatopharyngis 1BDZ'/AF479268

100 | Amycolatopsis marina MS392AT/EU329845

Amycolatopsis sp. K206

78 L Amycolatopsis bartoniae SF26"/HQ651729

9 Amycolatopsis eurytherma NT202"/AJ000285

9|
P Amycolatopsis tucumanensis ABO'/DQ886938
9

9
L Amycolatopsis thermoflava N1165"/AF052390

I Amycolatopsis methanolica IMSNU 20055'/AJ249135
100
— Amycolatopsis ruanii NMG112"/HQ668524

L Amycolatopsis endophytica KLBMP 1221"/HM153799

— Amycolatopsis thermophila GY088'/AY129774

Amycolatopsis thermalba SF45'/HQ668525

] Amycolatopsis viridis GY115'/AF466095
—

97 L Amycolatopsis granulosa GY307"/AF466101

S. avermitilis ATCC 31267"/ AF145223.1

0.01
K206 susu

No Isim Gen Bank % benzerlik Nt. farki

1 Amycolatopsis bartoniae SF26" HQ651729 97.97 29/1426
2 Amycolatopsis dongchuanensis YIM 759047 JN656710 96.98 44/1457
3 Amycolatopsis sacchari K24" AF223354 96.90 45/1450
4 Amycolatopsis sulphurea DSM 460927 AF051343 96.75 47/1447
Sekil 4.9: K206 susunun 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik iliskilerini gosteren dendogram.

Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin lizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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04 Amycolatopsis decaplanina DSM 445947/AJ508237
{Amycolatopsis azurea IMSNU 20053'/AJ400709
74 L Amycolatopsis alba DSM 44262"/AF051340
Amycolatopsis australiensis GY048"AY129753

Amycolatopsis saalfeldensis HKI0457"/DQ792500
L Amycolatopsis nigrescens CSC17-Ta-90"/DQ486888
‘ Amycolatopsis sulphurea DSM 46092"/AF051343
Amycolatopsis dongchuanensis YIM 75904"/IN656710
100 — Amycolatopsis sacchari K24"/AF223354
Amycolatopsis samaneae RM2877/GQ381310
62 Amycolatopsis xylanica CPCC 202699"/FJ529702
L Amycolatopsis halophila YIM 93223"/FJ606836
56 — Amycolatopsis palatopharyngis 1BDZ"/AF4A79268
100 L Amycolatopsis marina MS392A"/EU329845
Amycolatopsis bartoniae SF26'/HQ651729
A — Amycolatopsis pigmentata TT00-43"/AB327253
w0 L Amycolatopsis taiwanensis 0345M-77/DQ160215
Amycolatopsis helveola TT 99-327/AB327254

77

100 Amycolatopsis eurytherma NT2027/AJ000285

L Amycolatopsis tucumanensis ABO"/DQ886938
Amycolatopsis endophytica KLBMP 12217/HM153799
Amycolatopsis ruanii NMG112"/HQ668524

7 |

g8 — Amycolatopsis thermoflava N1165"/AF052390
100 | 96 {Amycolatopsis methanolica IMSNU 20055'/AJ249135

B

Amycolatopsis sp. NJ2060
Ji Amycolatopsis thermophila GY088"/AY 129774

Amycolatopsis thermalba SF45'/HQ668525
} Amycolatopsis viridis GY115"/AF466095
] I— Amycolatopsis granulosa GY307"/AF466101

0.005
NJ2060 susu

No Isim % Benzerlik Nt. Farki
1 A ruanii NMG112" 99.38 9/1461
2 A thermoflava N1165" 99.24 11/1456
3 A methanolica IMSNU 20055" 98.98 15/1470
4 A thermalba SF45" 98.92 15/1392
5  Awviridis GY115" 98.78 17/1388
6 A.eurytherma NT202" 98.76 18/1456
7 A granulosa GY307" 98.59 20/1415

Sekil 4.10: NJ2060 susunun 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik iligkilerini gésteren dendogram.

Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50 nin tizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.

60

64 Amycolatopsis mediterranei IMSNU 20056 T/AJ293754

Actinokineospora terrae IFO 15668T/AB058394



Amycolatopsis tolypomycina DSM 445447/AJ508241
Amycolatopsis plumensis SBHS Strp1'/AY 262825
Amycolatopsis sp. NJ1018
Amycolatopsis bullii SF27"/HQ651730
96" Amycolatopsis vancoresmycina DSM 44592/AJ508240
92 Amycolatopsis pretoriensis NRRL B-24133"/AY 183356
Amycolatopsis lexingtonensis NRRL B-241317/AY 183358
Amycolatopsis rifamycinica DSM 46095"/AY 083603
Amycolatopsis kentuckyensis NRRL B-24129"/AY183357
Amycolatopsis mediterranei IMSNU 20056 '/AJ293754
Amycolatopsis balhimycina DSM 44591"/AJ508239
Amycolatopsis australiensis GY048'/AY 129753
Amycolatopsis saalfeldensis HKI0457"/DQ792500
Amycolatopsis benzoatilytica DSM 43387"/AY 957506
62; Amycolatopsis equina SE3"/HQ021204
99\~ Amycolatopsis circi S1-3/HQ021202
Amycolatopsis hippodromi $3-6"/HQ021203
Amycolatopsis rubida 13.4"/AF222022
Amycolatopsis echigonensis LC2"/AB248535
Amycolatopsis albidoflavus IMSNU 22139"/AJ252832
Amycolatopsis halotolerans N4-6"/DQ000196
Amycolatopsis niigatensis LC11"/AB248537
79— Amycolatopsis thailandensis CMU-PLA07"/FJ581021
Amycolatopsis coloradensis IMSNU 22096"/AJ293753
Amycolatopsis alba DSM 44262"/AF051340
Amycolatopsis azurea IMSNU 20053"/AJ400709
98~ Amycolatopsis orientalis subsp. orientalis IMSNU 20058'/AJ400711
832 ' Amycolatopsis regifaucium GY080"/AY129760
Amycolatopsis japonica DSM 44213"/AJ508236
Amycolatopsis lurida DSM 431347/AJ577997
Amycolatopsis decaplanina DSM 445947/AJ508237
Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409"/AJ278496
Amycolatopsis keratiniphila subsp. nogabecina DSM 44586"/AJ508238
Amycolatopsis ultiminotia RP-AC36'/FM177516
56! ﬁEmycolatopsis sulphurea DSM 46092"/AF051343
53 Amycolatopsis jejuensis N7-3"/DQ000200
70 cholatopsis minnesotensis 32U-2"/DQ076482
Amycolatopsis dongchuanensis YIM 75904 "/IN656710
- Amycolatopsis samaneae RM287"/GQ381310
———————————— Amycolatopsis xylanica CPCC 202699"/FJ529702
——— Amycolatopsis bartoniae SF26"/HQ651729
] 69 Amycolatopsis thermalba SF45'/HQ668525
—mEAmycolatopsis eurytherma NT202"/AJ000285
100 Amycolatopsis tucumanensis ABO'/DQ886938
Streptomyces rubrus Sp080513KE-34"/AB473557

—
0.01
NJ1018 susu

No Isim % Benzerlik Nt. Farki
1 Atolypomycina DSM 445447 99.29 10/1406
2 A. pretoriensis NRRL B-24133" 98.85 16/1397
3 A lexingtonensis NRRL B-241317 98.25 25/1431
4 A bullii SF277 97.92 30/1442

Sekil 4.11: NJ1018 susunun 16S rRNA dizilerine dayal: filogenetik iligkilerini gosteren dendogram.
Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin lizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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Nocardia sp. NJ3025

Nocardia araoensis IFM 0575'/AB108779
59 Nocardia sp. A4021

Nocardia sp. A4019
Nocardia sp. A4017
Nocardia arthritidis IFM 10035'/AB108781
Nocardia sp. A4018
Nocardia sp. NJ3016
Nocardia beijingensis AS4.1521'/AF154129
Nocardia sp. A4042
Nocardia sp. NJ3017
Nocardia sp. NJ3032
Nocardia sp. PK2002
Nocardia sp. PM1004
Nocardia sp. PM2005
Nocardia niwae W9241'/F)765056
Nocardia amamiensis TT 00-78'/AB275164
Nocardia pneumoniae IFM 0784'/AB108780
Nocardia amikacinitolerans W9988' /GU985442
Nocardia takedensis MS1-3'/AB158277 A G ru bu

100 Nocardia exalbida IFM 0803'/AB187522
Nocardia gamkensis CZH20'/DQ235272
Nocardia xishanensis AS 4.1860'/AY333115
Nocardia polyresistens YIM 33361'/AY626158
700]; Nocardia sp. A2004

64 ' Nocardia lijiangensis YIM 33378'/AY779043
Nocardia higoensis IFM 10084'/AB108778
Nocardia shimofusensis IFM 10311'/AB108775
Nocardia farcinica ATCC 3318'/236936
Nocardia puris DSM 44599'/AJ508748
Nocardia transvalensis DSM 43405'/236926
Nocardia wallacei ATCC 49873'/EU099357
Nocardia blacklockiae ATCC 700035'/EU099360
Nocardia harenae WS-26'/DQ282122
Nocardia altamirensis OFN S17'/EU006090
Nocardia brasiliensis ATCC 19296'/236935
Nocardia tenerifensis GW39-1573'/AJ556157
Nocardia sp. A7021
99" Nocardia iowensis Ul 122540'/DQ925490
65 Nocardia mikamii W8061'/EU484388
Nocardia cerradoensis Y9'/AF060790
Nocardia kruczakiae ATCC BAA-948'/AY441974
96 Nocardia veterana DSM 44445' /AY191253
Nocardia africana SD769'/AF277198
Nocardia aobensis IFM 0372'/AB126876
Nocardia elegans IMMIB N-402'/AJ854057
Nocardia vermiculata IFM 0391'/AB126873
Nocardia vaccinii DSM 43285'/236927
Nocardia mexicana DSM 44952'/FR733723
Nocardia sp. A2019'
Nocardia artemisiae YIM 65623'/GU367157
Nocardia terpenica IFM 0706' /AB201298
Nocardia endophytica KLBMP 1256'/HM153801
Nocardia callitridis CAP 290'/FJ805428
Nocardia sp. SM1318
Nocard 5. st B Grubu
Nocardia sp. SM1481
Nocardia pseudovaccinii DSM 43406'/AF430046
Nocardia sp. NJ3051
100" Nocardia anaemiae IFM 0323'/AB162801
Nocardia vinacea MK703-102F1'/AB024312
Nocardia miyunensis 117'/AY639901
Nocardia jiangxiensis 43401'/AY639902
Nocardia nova JCM 6044'/Z36930
Nocardia crassostreae NBAH'/Z37989
Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512'/X84857
Nocardia acidivorans GW4-1778'/AM402972
Nocardia inohanensis IFM 0092'/AB092560
Nocardia yamanashiensis IFM 0265'/AB092561
Nocardia otitidiscaviarum DSM 43242' /AF430067
Nocardia uniformis JCM 3224'/246752
Nocardia niigatensis IFM 0330'/AB092563
Nocardia concava IFM 0354'/AB126880
Nocardia seriolae JCM 3360'/236925

AN

63
Nocardia sp. A2018
Nocardia abscessus IMMIB D-1592'/AF218292
Nocardia sp. A2014
Nocardia thailandica IFM 10145'/AB126874
Nocardia asteroides ATCC 19247'/236934
Nocardia neocaledoniensis SBHR OAG'/AY282603
Nocardia sp. NJ3347
Nocardia sp. A2012'
Nocardia caishijiensis F829T/AF459443
Nocardia sp. CR3272"
Nocardia alba YIM 30243'/AY222321
Nocardia ninae OFN 02.72'/DQ235687
Nocardia jejuensis N3-2'/AY964666
Nocardia ignorata DSM 44496'/AJ303008
Nocardia coubleae OFN N12"/DQ235689
Nocardia salmonicida JCM 4826'/46750
Nocardia cummidelens R89'/AF277202
Nocardia soli DSM 44488'/AF430051
Nocardia sp. CR2267 C G b
Nocardia sp. PM3011 ru u
Nocardia fluminea S1'/AF277204
[ Nocardia paucivorans D-1632'/AF179865
99 Nocardia brevicatena DSM 43024'/236928

Nocardia sp. MD3440
Too] Nocardia cyriacigeorgica DSM 44484' /AF430027

Nocardia sp. MK3103

Nocardia jinanensis 04-5195'/DQ462650
Nocardia speluncae N2-117/AM422449
Nocardia grenadensis GW5-5797'/FR729900
Nocardia testacea JCM 12235"/AB192415
Nocardia sienata IFM 10088'/AB121770
Nocardia flavorosea JCM 3332'/246754
Nocardia thamnosiphila 202GMO' /EF418604
74/ Nocardia sp. MK3512

57|| Nocardia carnea DSM 43397"/Z36929

60| Nocardia sp. NS3402
3 Nocardia sp. PM3006 /

AN

56

73|

Nocardia sp. PM3009
Nocardia pigrifrangens 70317/AF219974

S. avermitilis ATCC 31267/ AF145223.1

Sekil 4.12: Sekansi yapilan Nocardia suslarinin 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik iliskilerini
gosteren dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50°nin
iizerinde desteklenen dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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A Grubu

Necardia sp. NJ3025

Nocardia aracensis IFM0575T/AB108779
Nocardia sp. A4021

Nocardia sp. A4010

Nocardia sp. A4017

Nocardia arthritidis IFM 10035T/AB108781

Ebcard.ia sp. A4018

Nocardia sp. NJ3016

[ Nocardia beiiinsensis AS4. 1521T/AF154120
Nocardia sp. A4042

Nocardia sp. NJ3017

b

g3

1

Nocardia sp. NJ3032
Nocardia sp. PK2002
Nocardia sp. PM1004

ﬁﬂhﬂ'ﬂrﬁiﬂ sp. PAM2005

Nocardia niwae WO241TFI765056

{.\'ﬂmm‘{'a amamiensis TT 00-78T/AB275164
04

Nocardia pneumoniae IFN 07847/ AB108780
Nocardia amikacinitolerans WO0RET/GUI085442
Nocardia takedensis MS1-3T/AB1358277
00 | Nocardia exalbida IFM 08037/AB187522
Nocardia sombensis CZH20T/DO235272

Ly
|m

04

S

Nocardia xishanensis AS 4. 1860T/AY333115
Nocardia polvresistens YIM 33361T/AYG26158
100 _Ihi-::rmrdia sp. A2004
04 Nocardia litianzensis YIM 33378T/AY 779043
Nocardia higoensis IFM 10084T/AB108778

Nocardia shimofusensis IFM 10311T/AB108775
Nocardia forcinica ATCC 3318T/Z36036

Nocardia puris DSM 445007/ AT508748

69

55: Nocardia transvalensis DSM 43405T/7Z36926

Nocardia wallacei ATCC 49873TEU099357

50

59

g0

74

Nocardia blackiockizge ATCC 700035TEU099360
Nocardia harenae WS-20TD0282122
Nocardia altamirensis OFN 817VEU006090
Nocardia brasiliensis ATCC 19206T/Z36935
Nocardia tenerifensis GW3I9-1573T/AT556157
Necardia sp. AT021
00" MNocardia iowensis UL 1225407 D0O925490

Sekil 4.12A: A grubuna dahil olan Nocardia tiyelerinin 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik
iligkilerini gosteren dendogram. Neighbor joining algoritmasia gore ¢izilmis agacta, %
50°nin iizerinde desteklenen dallanma noktalari igin bootstrap degerleri verildi.
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B Grubu

Nocardia mikamii WS061TEU484388
Nocardia cerradoensis YOTUAF060790
Nocardia lpuczakice ATCC BAA-048T/AY441074
96 - Nocardia veterana DSM 44445T/AY 191253
Nocardia afFicana SDT60T/AF277108
Nocardia aokensis IFM0372T/AB126876
Nocardia glegans INDVIB N-402T/ AT854057
Nocardia vermiculata IFMO301T/AB126873
Nocardia vaccinii DSN 432851/ 736027
Qg Nocardia mexicana DSM 44952TFRT733723
|_—;"mmrdm sp. A2010T
X — Nocardia artemizsiae YIM 65623T/GU3§7157
Nocardia terpenica IFN 07067/ AB201208
ﬂac&rﬁm endopinvtica KLBEMP 1256THM153801
99 Nocardia callitridis CAP 290TFI805428
ﬂ{ Nocardia sp. SM1318

g0

Nocardia sp. SM1342

_— Nocardia sp. SM1481
— Nocardia pseudovaccinii DSM 434067/ AF430046
77 Nocardia sp. NJ3051

0! Nocardia anaemiae TFM 0323T/AB162801
Nocardia vinacea NET703-102F1T/AB024312
Nocavdia mivunensis 117VAY630001

Nocardia fianexiensis 43401T/AY639002

|7 Nocardia nova JCM 60447/Z36030

Nocardia crassostreae NB4HT/Z3T7080
Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512T/X84857
Nocardia acidiverans GW4-1778T/ AN402072
Nocardia inohanensis IFM 00927/ ABO92560
Nocardia vamanashiensis IFM 02657/ AB092561
Nocardia ofitidiscaviorum DSM 432427/ AF430067
Nocardia uniformis JTCM 32247745752
Nocardia nifeatensis IFM 03307/ AB092563
Nocardia concava IFM 03547/ AB126880
Nocardia seriolae JCMW 3360T/Z35025

63

Sekil 4.12B: B grubuna dahil olan Nocardia iiyelerinin 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik
iligkilerini gosteren dendogram. Neighbor joining algoritmasina gére ¢izilmis agacta, %
50’nin iizerinde desteklenen dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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C Grubu

Nocardia sp. A2018
Nocardia abscessus IMMIB D-1592T/AF218202
Nocardia sp. A2014
Nocardia thailandica IFM 101457/ AB126874
Nocardia asteroides ATCC 10247T/736034
Nocardia neocaledoniensis SBHR QOAGT/AY282603
100 Nocardia sp. NJ3347
Nocardia sp. A2012"
Nocardia caishijiensis F820T/AF450443
Nocardia sp. CR32727
— Nocardia glha YIM 30243T/AY222321
50 Nocardia ninge OFN 02.72T/D0235687
Nocardia ieiuensis N3-2T/AY064666
jD'awdxa fenorant DSM 44496T/AT303008
Nocardia coubleae OFN N12TD0235689
Nocardia salmonicida JCM 4826T/Z46750
Nocardia cummidelens R8OT/AF277202
Nocardia soli DSM 444887/ AF430051
Nocardia sp. CR2267
Nocardia sp. PM3011
56 99— Nocardia fluminea S1TAF277204

_@M paucivorans D-1632T/AF 179865
ag Nocardia brevicatena DSM 43024T/Z36028

Nocardia sp. MD3440
100 Nocardia cvriaciceorgica DSM 444847/ AF430027
Nocardia sp. MK3103

88 — Nocardia finanensis 04-3195TD0462650
Nocardia speluncae N2-11T/AN422449
Nocardia srenadensis GW3-5797T/FR729900
99 Nocardia testacea TCM 12235T/AB102415
Nocardia sienata IFM 100887/ AB121770
Nocardia flavoresea TCM 33321746754
Nocardia rhamnosivhila 202GMOTEF418604

70

99

93

71U | Nocardia sp. MK3512
57 || Nocardia camea DSM 433971/Z36929
60 | | Nocardia sp. NS3402

Nocardia sp. PM3006
Nocardia sp. PM3009
Nocardia pigrifrangens T031T/AF219974

5. avermitilis ATCC 312677 AF145223.1

I

0.01
Sekil 4.12C: C grubuna dahil olan Nocardia tiyelerinin 16S rRNA dizilerine dayal filogenetik

iligkilerini gosteren dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, %
50’nin iizerinde desteklenen dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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0.02
66 N. shimofusensis IFM 10311' (AB108775)

N. higoensis IFM 10084 ' (AB108778)
N. farcinica ATCC 3318' (236936)
N. thailandica IFM 10145' (AB126874)
N. asteroides ATCC 19247 (Z36934)
N. neocaledoniensis SBHR OA6' (AY282603)
N. abscessus IMMIB D-1592'(AF218292)
N. cyriacigeorgica DSM 44484 ' (AF430027)
N. speluncae N2-11' (AM422449)

100 N. carnea DSM 43397" (236|929)
N. flavorosea JCM 3332 (Z46754
\W‘—EN. rhamnosiphila 202GMO' (EF418604)
N. testacea JCM 12235' (AB192415)

N. paucivorans D-1632' (AF179865)
N. brevicatena DSM 43024' (Z36928)
] 52 N. tenerifensis GW39-1573' (AJ556157)
N. iowensis Ul 122540" (DQ925490)
60 N. brasiliensis ATCC 19296' (236935)
N. takedensis MS1-3'(AB158277)
100 —N. exalbida IFM 0803' (AB187522)
L N. gamkensis CZH20' (DQ235272)
N. xishanensis AS 4.1860"' (AY333115)

85 100 ~N. lijiangensis YIM 33378' (AY779043)
N. polyresistens YIM 33361 (AY626158)

98 N. mexicana CIP 108295' (AY555577)
Nocardia thraciensis 2019"
N.terpenica IFM 0706'(AB201298)
N. endophytica KLBMP 1256 (HM153801)
N. transvalensis DSM 43405' (Z36926)
N. jiangxiensis 43401" (AY639902)
N. miyunensis 117" (AY639901)
81 N. seriolae JCM 3360 (Z36925)
N. concava IFM 0354' (AB126880)
N. otitidiscaviarum DSM 43242" (AF430067)
N. crassostreae NB4H' (237989)
N. acidivorans GW4-1778" (AM402972)
N. nova JCM 6044' (Z36930)
76 N. pseudovaccinii DSM 43406 (AF430046)
N. anaemiae IFM 0323' (AB162801)
N. vinacea MK703-102F1' (AB024312)

92

80

100
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59

61

49(3'—‘ N. caishijiensis F829T$AF459443)
100 Nocardia goodfellowii 2012
n N. alba YIM 30243" (AY222321)
—‘ 100 [ — N. soli DSM 44488" (AF430051)
N. ignorata DSM 44496 (AJ303008)
81 N. aobensis IFM 0372" (AB126876)
L\ vaccinii DSM 43285" (Z36927)
N. amamiensis TT 00-78' (AB275164)
N. niwae W9241" (FJ765056)
91 N. arthritidis IFM 10035T(A8108781)
N. araoensis IFM 0575' (AB108779)
Rhodococcus corynebacterioide DSM 20151 ' (AF430066)
A2012" A2019"
No fsim % Benzerlik Nt. Farki No Isim % Benzerlik Nt Farki
1 ’;‘gzcgﬁd'a caishijiensis 98.60  20/1426 1 ggﬁrfgénzﬁx'ca”a 98.77 18/1464

Sekil 4.13: A2012" ve A2019" suslarinin 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik iliskilerini gosteren
dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin tizerinde
desteklenen dallanma noktalari i¢in bootstrap degerleri verildi.
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93 N. goodfellowii A2012T (HQ157183)
£ N. caishijiensis F829" (AF459443)
N. alba YIM 30243" (AY222321)
\— Nocardia sungurluensis CR3272" (JN989289)

N. nova JCM 6044 (Z36930)
59 N. anaemiae IFM 0323 (AB162801)
£ N. vinacea MK703-102F1" (AB024312)
N. paucivorans D-1632" (AF179865)
N. niwae W9241" (FI765056)
N. exalbida IFM 0803 (AB187522)
N. gamkensis CZH20" (DQ235272)
’7 N. takedensis MS1-3" (AB158277)
Ll_,— N. lijiangensis YIM 333787 (AY779043)
86 L N. xishanensis AS 4.1860" (AY333115)
59 N. shimofusensis IFM 103117 (AB108775)
[ N. farcinica ATCC 33187 (Z36936)
N. thailandica IFM 10145" (AB126874)
N. asteroides ATCC 192477 (Z36934)

N. neocaledoniensis SBHR OA6" (AY282603)
N. abscessus IMMIB D-1592" (AF218292)

99

N. cyriacigeorgica DSM 44484" (AF430027)
N. grenadensis GW5-5797" (FR729900)
N. carnea DSM 433977 (236929)

N. testacea JCM 12235" (AB192415)

94

99

N. flavorosea JCM 33327 (Z46754)
N. rhamnosiphila 202GMO" (EF418604)
N. transvalensis DSM 43405" (Z36926)
N. altamirensis OFN S17" (EU006090)
79 | [ N-brasiliensis ATCC 19296" (236935)
541 N.iowensis Ul 1225407 (DQ925490)
Streptomyces somaliensis DSM 40738 (AJ007403)

B
0.01
CR32727 susu
No Isim Gen Bank % benzerlik Nt. farki
1 Nocardia goodfellowii A20127 HQ157183 98,63 20/1462
2 Nocardia alba YIM 302437 AY222321 98,54 21/1442
3 Nocardia caishijiensis Fg829" AF459443 97,90 30/1426

Sekil 4.14: CR3272" susunun 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik iliskilerini gosteren dendogram.
Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin lizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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Nocardla sp. PK2002
Nocardla sp. PM2005
Nocardia sp. PM1004
Nocardia araoensis IFM 0575'/AB108779
\— Nocardia arthritidis IFM 10035'/AB108781
Nocardia beijingensis AS4.1521"/AF154129
—— Nocardia niwae W9241"/F765056
Nocardia pneumoniae IFM 0784"/AB108780
9% ; Nocardia amamiensis TT 00-78"/AB275164

Nocardla takedensis MS1-3"/AB158277
Nocardia paucivorans D-1632"/AF179865

L Nocardia xishanensis AS 4.1860"/AY333115

Q Nocardia lijiangensis YIM 33378T/AY779043

60 - Nocardia exalbida IFM 0803"/AB187522
100 Nocardia gamkensis CZH20"/DQ235272
T — Nocardia brasiliensis ATCC 19296"/236935

F Nocardia altamirensis OFN S177/EU006090
Nocardia abscessus IMMIB D-1592"/AF218292

—
Nocardia thailandica IFM 10145"/AB126874

Nocardia asiatica IFM 0245"/AB092566

Nocardia farcinica ATCC 33187/236936
Nocardia higoensis IFM 10084"/AB108778
Nocardia transvalensis DSM 43405'/236926

63 Nocardia elegans IMMIB N-4027/AJ854057
91 Nocardia aobensis IFM 03727/AB126876
S. avermitilis ATCC 312677/ AF145223.1

0.01

PM1004, PM2005 ve PK2002 suslar1

Gen Bank % benzerlik Nt. farkt

No Isim
1  Nocardia araoensis IFM 0575" AB108779 99.17 12/1464
2 Nocardia arthritidis IFM 10035" AB108781 99.04 14/1456
3 Nocardia beijingensis AS4.1521" AF154129 98.99 14/1421
4 Nocardia niwae W9241" FJ765056 98.96 15/1440

Sekil 4.15: PK2002, PM2005 ve PM1004 suslarinin 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik
iligkilerini gosteren dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, %
50°nin iizerinde desteklenen dallanma noktalari igin bootstrap degerleri verildi.
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74 [ Nocardia lijiangensis YIM 33378'/AY779043
ﬂ Nocardia xishanensis AS 4.1860"/AY333115
85 Nocardia takedensis MS1-3"/AB158277
[ Nocardia exalbida IFM 0803"/AB187522
Nocardia gamkensis CZH20"/DQ235272
Nocardia asteroides ATCC 192477/Z36934

’7 Nocardia alba YIM 30243"/AY 222321
Nocardia goodfellowii A20127/HQ157183
a4l Nocardia caishijiensis F829"/AF459443
,7 Nocardia pseudovaccinii DSM 43406 '/AF430046
Nocardia anaemiae IFM 0323"/AB162801
Nocardia sp. SM1481

Nocardia sp. SM1342

78 100

Nocardia sp. SM1318
— Nocardia vinacea MK703-102F1"/AB024312
90 [ Nocardia jiangxiensis 434017/AY 639902
Nocardia miyunensis 117"/AY639901
’7 Nocardia nova JCM 6044/Z36930
Nocardia otitidiscaviarum DSM 432427/AF430067
L|: Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 515127/X84857
Nocardia acidivorans GW4-1778"/AM402972
,7 Nocardia vaccinii DSM 43285/236927
J‘— Nocardia vermiculata IFM 0391"/AB126873
83 LDocardia elegans IMMIB N-402"/AJ854057
70 Nocardia aobensis IFM 03727/AB126876

S. avermitilis ATCC 31267"/ AF145223.1

]
0.01
SM1481, SM1342 ve SM1318 suslar1

No Isim Gen Bank % benzerlik Nt. farki
1  Nocardia pseudovaccinii DSM 43406" AF430046 98.97 15/1455
2 Nocardia vinacea MK703-102F1" AB024312 98.90 16/1461
3 Nocardia anaemiae IFM 03237 AB162801 98.56 21/1463
4 Nocardia nova JCM 60447 736930 97.94 30/1455
5  Nocardia vaccinii DSM 43285" 736927 97.80 32/1455

Sekil 4.16: SM1481, SM1342 ve SM1318 suslarinin 16S rRNA dizilerine dayal filogenetik
iligkilerini gosteren dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, %
50°nin iizerinde desteklenen dallanma noktalari igin bootstrap degerleri verildi.
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4.1.4 DNA-DNA hibridizasyonu ve % G+C kompozisyonu

16S rRNA geni dizi verilerine gore filogenetik pozisyonu belirlenen izolatlarin yeni
tir olup olmadiginin kesinlestirilebilmesi i¢in yapilan DNA-DNA hibridizasyon
deneylerinde, en yakin akrabalari ile en fazla niikleotit farki bulunan Amycolatopsis
sp. KT2025", Nocardia sp. A2012", Nocardia sp. A2019" ve Nocardia sp. CR3272"
suslar1 segildi. Bu suslarin filogenetik dendogramlarindaki en yakin akarabalari ile
olan pozisyonlarma gore Amycolatopsis sp. KT2025" susunun A. lurida DSM
431347 ve A. keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409" ile, Nocardia sp.
A2012" susunun Nocardia caishijiensis F829" ile, Nocardia sp. A2019" susunun
Nocardia mexicana CIP 108295 ile ve Nocardia sp. CR3272" susunun ise Nocardia
goodfellowii A2012", Nocardia caishijiensis F829" ve Nocardia alba YIM 30243"
ile hibridizasyon yapilmasina karar verildi (Cizelge 4.6). Izolatlarin % G+C igerikleri

hibridizasyon deneyleri tamamlandiktan sonra gergeklestirildi.

Cizelge 4.6: KT2025", A20127, A2019" ve CR3272" suslarnin DNA-DNA hibridizasyon degerleri
ve % G+C kompozisyonlari.

DNA-DNA . T A. keratiniphila subsp.
Hibridizasyonu (%) A. lurida DSM 43134 keratiniphila DSM 44409"
Amycolatopsis sp. KT2025" 21,5 12,8
DNA-DNA N. caishijiensis N. mexicana CIP Nocardia sp.
Hibridizasyonu (%) F829" 108295" A2019"
Nocardia sp. A2012" 15,4 - -
Nocardia sp. A2019" - 27,2 22,6
DNA-DNA N. goodfellowii N. alba YIM N. caishijiensis
Hibridizasyonu (%) A20127 302437 F829"
Nocardia sp. CR3272" 37,8 24,4 23,7
Amycolatopsis sp. Nocardia sp. Nocardia sp. Nocardia sp.
KT2025" A2012" A2019" CR3272"
G—+C igerigi (%) 70,8 70,6 69,5 70,4
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4.1.5 Kiiltiirel ve morfolojik ézellikler

16S rRNA gen bolgesi sekansi sonucu yeni tiir oldugu kesinlesen ve yeni tiir olma
ihtimali yiiksek olan Amycolatopsis ve Nocardia cinsi iyelerinin farkli
besiyerlerindeki kiiltiirel ve morfolojij 6zellikleri ile, spor morfolojileri dijital

fotografi ve taramali elektron mikroskobisi ile goriintiilendi.

4.1.5.1 ISP2 agarda biiyiime ve gelisim morfolojileri

Kiiltiire aliman ve cins tiyesi olduklar1 kesinlesen drneklerin ISP2 agar yiizeyindeki
biliylime gelisim morfolojileri en yakin akraba tip tiirler1 ile birlikte goriintiilendi ve
kaydedildi (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22,
Sekil 4.23). Amycolatopsis ve Nocardia cinsi iiyeleri ile 16S rRNA gen bolgesi
filogenetik analizlerine gore bunlarla yakin iligkili tip tiirlerine ait fotograflar 28
°C’de 14 giin inkiibasyona sonucunda ¢ekildi. Fotograflarda ayni kosullarda ve ayni
besi ortamina ekilen izolatlarin hava miseli, substrat miseli ve ¢6zliniir pigment rengi

v.b. morfolojik olusumlar1 goriilmektedir.

4.1.5.2 Farkh besiyerlerindeki biiyiime ve gelisim morfolojileri

16S rRNA sekans verilerine gore filogenetik pozisyonu belirlenen test suslarindan
yeni tiir oldugu kesinlesen suslarm ISP2, ISP3, ISP4, ISPS, ISP6, ISP7, Bennett’s
agar, Czapek’s agar ve nutrient agar besiyerindeki biiylime ve gelisim morfolojileri

goriintiilendi (Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Cizelge 4.7).

4.1.5.3 Spor morfolojisi

Taramali elektron mikroskobu ile spor ylizeyinin ve zincir yapisiin belirlenmesi
islemi, yeni tiirlere ve yeni tir olma ihtimali olan birka¢ organizma i¢in
gerceklestirildi. Goriintiileme sonunda Amycolatopsis ve Nocardia iiyeleri dallanmig
misellerin arasinda diiz yiizeyli genelde ¢ubuk ve spiral seklinde goriilmektedir

(Sekil 4.27).
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Amycolatopsis sp. KT2025"

Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409"

Sekil 4.17: KT2025" susu ve en yakn tip tiirlerinin koloni morfolojileri.
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Amycolatopsis sulphurea DSM 46092"

Sekil 4.18: K206 susu ve en yakin tip tiirlerinin koloni morfolojileri.
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Amycolatopsis sp. AR1438

Amycolatopsis pretoriensis DSM 446547

Amycolatopsis rifamycinica DSM 46095"

Sekil 4.19: AR1438 susu ve en yakin tip tiirlerinin koloni morfolojileri.
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Amycolatopsis sp. NJ1018

Amycolatopsis pretoriensis DSM 446547

Amycolatopsis lexingtonensis DSM-44653"

Sekil 4.20: NJ1018 susu ve en yakin tip tiirlerinin koloni morfolojileri.
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Nocardia goodfellowii sp. nov. A2012"

Nocardia alba DSM 44684"

Sekil 4.21: CR3272" susu ve en yakn tip tiirlerinin koloni morfolojileri.
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Nocardia sp. PM1004

Nocardia araoensis DSM 44729"

Nocardia artritidis DSM 447317

Sekil 4.22: PM1004 susu ve en yakin tip tiirlerinin koloni morfolojileri.
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Nocardia sp. A2012"

Nocardia caishijiensis

Nocardia sp. A2019"

Nocardia mexicana

Sekil 4.23: A2012" ve A2019" suslari ve en yakin tip tiirlerinin koloni morfolojileri.
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Bennett’s Agar Czapek’s Agar Nutrient Agar

Sekil 4.24: KT2025" izolatinin dokuz farkli besiyerindeki koloni morfolojileri.
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Bennett’s Agar Czapek’s Agar Nutrient Agar

Sekil 4.25: K206 izolatinin dokuz farkli besiyerindeki koloni morfolojileri.
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cRB222

Bennett’s Agar Czapek’s Agar Nutrient Agar

Sekil 4.26: CR3272" izolatinin dokuz farkl1 besiyerindeki koloni morfolojileri.
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Cizelge 4.7: Bazi test izolatlarimin dokuz farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1, Amycolatopsis sp. KT2025"; 2, Amycolatopsis sp. K206; 3, Nocardia sp.
A2012"; 4, Nocardia sp. A2019"; 5, Nocardia sp. CR3272".

L Yeast extract-Malt Inorganic salt Glycerol Pepton-yeast . .
Kar;(kl}clet:ligiilkler extract agar Oat?lwsegg?gar starch agar asparagine agar extract iron agar Tyr?lsg;ena gar Bemce)?tl’fsle:gar CzapeK’s agar Nutrient agar
(I1SP2) (I1SP4) (ISP5) (I1SP6)
Gelisimi: 4+ ++ ++ + ++ +++ ++ +++
1 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Gelisi X Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum: Turuncu Kirmizimsi-turuncu Turuncu-sari Agik-K.rengi clisim yo Agik turuncu Turuncu Beyaz Turuncu
Coziiniir pigment: - - - - - - - -
Gelisimi: +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
2 Spor rengi: Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz
Substrat miselyum: K.rengi-turuncu Parlak sari Zayif turuncu sar Acik sari K. rengi Acik sar Turuncu-sart Beyaz Turuncu-sart
Coziiniir pigment: - - - - - - - - -
Gelisimi: +++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++
3 Spor rengi: Turuncu-sart Beyaz Beyaz Agik turuncu Agik turuncu Agcik k.rengi Grimsi yesil Beyaz Beyaz
Substrat miselyum: Sari-K.rengi Turuncu-sari Beyaz Orta k.rengi Turuncu-sari Grimsi-k.rengi Sarimsi-kahve Beyaz Agik turuncu sart
Coziiniir pigment: - - - Turuncu-sart - Agik turuncu-sari - - -
Gelisimi: +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
4 Spor rengi: Agik turuncu sari Beyaz Gelisim yok Beyaz Beyaz Grimsi k.rengi Agik turuncu sari Beyaz -
Substrat miselyum: Turuncu sart Zayif sar1 y Agik turuncu Turuncu Koyu k.rengi Koyu k.rengi Beyaz Agik turuncu sar1
Cozuniir pigment: - - - Turuncu sart K.rengi Agik turuncu - -
Ge]isimi: +++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ ++ +++
5 Spor rengi: Agcik turuncu Beyaz Beyaz Agik turuncu Beyaz Sarims1 pembe Sarims1 pembe Acik turuncu-sari Agcik turuncu-sari
Substrat miselyum: Canli turuncu Turuncu-sari Turuncu-sari Parlak turuncu Turuncu-sari Kirmuzi-turuncu Kirmuzi-turuncu Agik turuncu-sari Agik turuncu-sari
Cozuniir pigment: - - - - - - - - -

82




XZa, 866 1 0m
}

Nocardia sp. A2012"

15kY X255 808 16k X119 000
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Nocardia sp. PM1004 Amycolatopsis sp. NJ2060

Sekil 4.27: Bazi Amycolatopsis ve Nocardia izolatlarinin misel yapilari ve spor morfolojilerinin
taramali elektron mikroskop goriintiileri.

4.1.6 Fenotipik karakterizasyon

16S rRNA dizi benzerligi verileri ve filogenetik pozisyona gore Amycolatopsis ve
Nocardia cins iiyelerine ait oldugu belirlenen ve yeni tiir olan/olma ihtimali yiiksek
test organizmalari, en az 50 birim karakter lizerinden fenotipik degerlendirmeye tabi
tutuldu. Test segimi, test suslar1 arasindaki morfolojik, besinsel, biyokimyasal ve

fizyolojik farkliliklar1 en iyi gosterecek sekilde yapildi. Biitiin testler her bir sus i¢in
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en az bir kez uygulandi ve sonuglar inkiibasyon siiresi sonunda olarak kaydedildi
(Cizelge 4.8, Cizelge 4.9). Biyokimyasal testler yapilirken, test ortamlar1 5 ml’lik
yatik agarlar halinde, kapakli kii¢iik deney tiiplerine hazirland1. Inkiibasyon
sonucunda test suslar1 negatif kontrol ile birlikte karsilastirilarak degerlendirildi.
Yeni tir oldugu kesinlesen KT2025" susuna uygulanan API-ZYM test verileri
degerlendirilirken, ortama uygun ayiraglar muamele edildikten sonra, aktivitenin
daha iyi gozlenmesi i¢in ortam 30 sn kuvvetli 151a maruz birakild1 ve okuma yapildi

(Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.8: Baz1 Amycolatopsis izolatlar1 ve tip tiirlerinin fenotipik 6zellikleri. [zolatlar ve tip tiirleri; 1, KT2025"; 2, K204; 3, K206; 4,AR1438; 5, KT1012; 6, MK1017; 7,
NJ2060; 8, A, orientalis subsp. orientalis DSM 40040"; 9, A. azurea; DSM 43854"; 10, A. australiensis;11, A. lurida DSM 43134"; 12, A. keratiniphila subsp.
keratiniphila DSM 44409";13, A keratiniphila subsp. nogabecina; 14, A. nigrescens DSM 44992"; 15, A. minnesotensis NRRL B-24435"; 16, A. sacchari; 17, A.
pretoriensis; 18, A. lexingtonensis; 19, A. rifamycinica; 20, A. kentuckyensis.

% 1 wiv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ( 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

Temel Karbon Kaynaklari
2 Adonitol - - - Y + + + + + - - + - - - + Y Y Y Y
3 D-arabinoz - + - + - + + + - + + + + + + + T T
4 D-sellobioz - + + + + + + + + - + + + + + + + + + +
5 D-fruktoz - + - + + + - + + - + + + + + + + + + +
6 D-salisin - + - - - + + _ _ _ _
7 D-sorbitol - - - - - + + - - - - - - + + + - - - -
8 D-galaktoz + + + + - + + - + - + + + + + + + + + +
9 D-mannoz - - + + + + + + + - + + + + + + + + + +
10 D-melezitoz + + + + + + + Y + + + + + + T T T T I I
11 D-Melibioz - Y Y Y - - Y - - - Y Y Y Y \ \ \ \ \ \
12 D-Mannitol + - + + + + + + + - + + + + + + + + + +
13 Dekstrin - - - - - - - - - - R R + R R R R + R
14 Dekstran - - - - - - - - - - - R R R R R R T R R
15 Inulin - - - - - - + - - B B B . . . . _ N N _
16 L-sorbose - - - - - - Y - - - - - R R R R R R
17 L-arabinose - - - + + + - + + - + + + + - - + + + +
18 L-rhamnose - + - + - + + - - - - - R + R + + + + T
19 Laktoz - - - - - - - - + - + + + + - - - + +
20 L-glutamat - + - - - + - - + + + + + - + - - - +
21 Maltoz - - - - - - - - - - B B _ _ _ _ T T T T
22 mezo-inositol - + - + + + + + + - - + + + - - + + + +
23 Propionik asit (% 0.1 w/v) - Y Y Y + Y + + - Y Y Y A Y Y Y Y Y Y
24 Rafinoz - Y Y Y - - Y - - - Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
25 Nisasta - - - - - - - - - - - - + R R R R T T
26 Siiksinik asit (% 0.1 w/v) - + - - - + + + + + - - - + - - - - R R
27 Siikroz (Sakkaroz) - - - - - - - - - - - - R R R R T N T T
28 Ksilitol - - - - - + Y - - - + + + R + R T
29 Ksiloz - + - + - + Y - + - + + + + - + + + + +

+;pozitif, -; negatif, Y; yapilmadi
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Cizelge 4.8 (devami): Baz1 Amycolatopsis izolatlar1 ve tip tiirlerinin fenotipik 6zellikleri.

% 0,1 w/v

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Temel Azot Kaynaklari

Alfa-iso-16sin

D-fenilalanin

Glisin

L-alanin

L-arginin

+ |+ + ]|+

+ |+ |+ |+ ]+

L-sistein

L-histidin

+

+

L-hidroksiprolin

O[NNI~ [(W|IN|F-

L-metionin

[+ ]+ ]+

-
o

L- fenilalanin

=
[N

L-prolin

=
N

L-serin

[,
w

L-treonin

-
~

L-valin

A R R A AR A R RS

+ [+ [+ [+

Degradasyon Testleri (w/v)

Adenin (% 0.5)

Kazein (% 1)

Kitin (% 0.5)

DNA (% 0.5)

Elastin (% 0.3)

Jelatin (% 0.5)

+|+ |+

+|+ |+

+|+ |+

Guanin (% 0.05)

Hipoksantin (% 0.4)

O[NNI~ |W[IN |-

L-tirozin (% 0.5)

+|+

=
o

RNA (% 0.5)

=
=

Nisasta (% 1)

[,
N

Tween 20 (% 1)

+ ||+ ]+

=
w

Tween 80 (% 1)

+ |+ [+ |+ [+

=
N

Ksantin(% 0.4)

=
ol

Ksilan (% 0.4)

+;pozitif, -; negatif, Y; yapilmadi
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Cizelge 4.8 (devami): Bazi Amycolatopsis izolatlart ve tip tiirlerinin fenotipik 6zellikleri.

Biyokimyasal Testler
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©
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+;pozitif, -; negatif, Y; yapilmadi
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Cizelge 4.9: Baz1 Nocardia izolatlar1 ve tip tiirlerinin fenotipik 6zellikleri. [zolatlar ve tip tiirleri; 1, A2012T; 2, A2019T; 3, PM2005; 4, CR3272T; 5, PM1004; 6, PM3011; 7,
A4042; 8, CR2267; 9, SM1481; 10, N. caishijiensis; 11, N. mexicana; 12, N. terpenica 13, N.araoensis 14, N. alba; 15, N.asteroides; 16, N. farcinica 17, N.
ignorata 18, N. cyriacigeorgia 19, N. attidiscoviorium; 20, N. xishomensis 21, N. abscessus; 22, N. neocaledoinensis; 23, N. kruezakiae; 24, N. brasiliensis; 25,
N. pseudobrasiliensis; 26, N. takedensis; 27, N. nova; 28, N. cummideles; 29, N. beijingensis; 30, N. artritidis.
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Cizelge 4.9 (devami): Bazi Nocardia izolatlar1 ve tip tiirlerinin fenotipik 6zellikleri.

%1 whv 2 5167 (8|9|10({11|12(13|14(15|16|17|18|19|20|21|22|23|24|25|26|27|28
Temel Karbon Kaynaklari

1 |o-metil D-glikozid + + Y |Y|Y]|Y]| - I D T T I T T A I DR TR T T A
2 | Adonitol - + - - - - - + + - - - + + - - - + - - - - + - -
3 |D-arabinoz - + |+ - - - - + |+ - - - + |+ - - - + - - + - + - -
4 | D-sellobiose - + + + + + - - - - - - + + - - - + - - - - + - -
5 | D-fruktoz + + + + + + + + + + + + + + + + + - + - + +

6 |D-salisin + + + - + + - + + - - - + R R R R R R R R R R R +
7 | D-sorbitol + - - - - + - + + - - - + + R R R + R R R R + R
8 |D-galaktoz + + | - - T T - - -+ o+ - - -+ - A T +
9 |D-mannoz + + - - - + |+ |+ |+ - - + |+ | + - - - + - - - - + - -
10 |D-melezitoz + - - - - - - + + - - - + + - - + - - - - - + - R
11 |D-Melibioz - - - - - - - - - - - - + | o+ | - - o+ B B + +
12 |D-Mannitol + + - - - + + + - - - + + - + - + +
13 |Dekstrin + - - - - - - - - + + N + - - - - - +
14 |Dekstran - -y |yl ylyY | - - -1-1-1-1+|+|-1-1-1+]-|-1-1-/1+1-1-
15 |Inulin - N I T . . . . S+ o+ |- - -+ ] - - - -+ - .
16 |L-sorbose - -y |lylvylyYy |- -|-0-1-1-1-1+|-1{-1-1+1]-01-/1-1-/1+1-1-
17 |L-arabinose + + - - - - - - - - - - + + - - - + - - - - + - -
18 |L-rhamnose + - - - - - - + - - - - + + - - - + - - - - + - +
19 |Laktoz - - | - - -] - -] - - S T T T T e T S+ -+
20 |L-glutamat - - YlYl|lY]|Y - + |+ - - - - + | + - R R R R R - + R +
21 |Maltoz + + - - - - + + + + + + + + - - + + - - - + - +
22 |mezo-inositol - -lY Y Y Y | - |+ ] +]- R N T
23 |Propionik asit (% 0.1 w/v) + + Y[ Y| Y| Y| + |+ |+ |+ + | 4+ + | + + | + + - - + |+ | + R
24 |Rafinoz - -lY Y Y Y| -] - - -1-1-1+/1H+ T I T e R A I iy g
25 |Nisasta + - lY | Y| Y| Y|+ |+ ] - - - NN NN N
26 |Siiksinik asit (% 0.1 w/v) + SlY Y| Y Y |+ |+ ]+ ]|+ ] -+ +]+]+ |+ ]|+ + |+ +|+]+]|+]|+]+
27 |Siikroz (Sakkaroz) + - - - - - + + - - - - + + R R + + R R R + + + +
28 |Ksilitol - - Y|Y]|Y]|Y - + |+ - - - + |+ - - - + - - - - + - -

+;pozitif, -; negatif, Y; yapilmadi
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Cizelge 4.9 (devami): Bazi Nocardia izolatlar1 ve tip tiirlerinin fenotipik 6zellikleri.
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Cizelge 4.10: KT2025" susunun en yakin tip tiirleri ile yapilan API-ZYM test sonuglar1.

KT2025" izolat: ve Tip Tiirleri*
Test No. Enzim

1 2 3 4 5 6 7
1. Alkaline phosphatase — + + + + - +
2. Esterase (C4) — — + _ ¥ — n
3. Esterase lipase (C8) + + + + n ¥ ¥
4. Lipase (C14) — + + T ¥ — T
5. Leucine arylamidase + + + + + + +
6. Valine arylamidase - — + + + — _
7. Cystine arylamidase - — + + _ — —
8. Trypsin + + + + + - +
9. Chymotrypsin — + + + + T +
10. Acid phosphatase + + + + + + +
11. Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase + - + - + + +
12. a-Galactosidase + - — + ¥ — _
13. B-Galactosidase — + + T T T —
14. B-Glucuronidase - — — — + — _
15. a-Glucosidase + + + + + n n
16. B-Glucosidase + + + + + + T
17. N-acetyl-B-glucosaminidase + + + + + + +
18. a-Mannosidase - — + — — n _
19. a-Fucosidase — — — — — _ —

*1, Amycolatopsis sp. KT2025"; 2, A. lurida DSM 43134"; 3, A. keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409™;
4, A. keratiniphila subsp, nogabecina DSM 44586; 5, A. nigrescens DSM 44992"; 6, A. azurea DSM 43854
7, A. minnesotensis DSM 44988,

4.1.7 Kemotaksonomik karakterizasyon

Izolatlara, ait olduklar1 cinslerin karakteristik kimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in  kemotaksonomik analizleri gergeklestirildi. Bu analizler
diaminopimelik asit, seker, yag asiti kompozisyonu, polar lipid, mikolik asit ve

menakinon analizlerini kapsamaktadir.

4.1.7.1 DAP analizi

[zolatlarm kendi cinsine ait hiicre duvar1 kemotipine uygun olup olmadigmin
belirlenmesi i¢in yapilan DAP analizinde, tek boyutlu ince tabaka kromatografisinde
olugan bantlarin pozisyonu standart A;pm soliisyonu ile kiyaslandiginda ilgili spotlar
mezo-A,pm olarak belirginlesmektedir (Sekil 4.28). Sekilde yalnizca yeni tiir oldugu
kesinlesen KT2025", A2012", A2019", CR3272" suslarinin mezo-A2pm igeriginin
goriildiigii tek boyutlu TLC kromatogrami verilmistir. Bunun diginda yeni tiir olma
thtimali olan K206, AR1438, NJ2060 ve PM1004 suslarmmmn da DAP analizleri

tamamlanmis ve mezo-diaminopimelik asit icerdigi belirlenmistir.

91



doi:10.1601/nm.6718
doi:10.1601/nm.6716
doi:10.1601/nm.6717
doi:10.1601/nm.10596
doi:10.1601/nm.6707
doi:10.1601/nm.9824

| ‘ . . LL- Aopm
/

\ s meso- Apm
\

N

1 2 3 4

Sekil 4.28: DAP testi sonucunda yeni tiirlerin A,pm izomerlerinin tek boyutlu ince tabaka
kromatogramu. 1, KT2025"; 2, A2012"; 3, A2019"; 4, CR3272"; 5, Standart A,pm
(Sigma).

4.1.7.2 Seker profili

Hiicre duvar1 kemotipi igerisinde ele alinan tiim hiicre seker profili, tek boyutlu ince
tabaka kromatografisinde aktinomisetler i¢in belirlenen yedi tane standart sekerle
kiyaslanarak belirlendi. Sekilde goriildiigii gibi, Amycolatopsis ve Nocardia iiyeleri
galaktoz, glikoz, arabinoz, ksiloz ve riboz sekerlerini i¢cermektedir (Sekil 4.29).
[zolatlarm seker profili, yeni tiir oldugu kesinlesen suslarin tamami i¢in ve yeni tiir
olma ihtimali olan, K206, PM1004, AR1438, SM1342 ve NJ2060 suslar1 i¢in
belirlenmistir. Sekil 4.29 da yalnizca KT2025" ve CR3272" suslarinin TLC

kromatogrami verilmistir.
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Sekil 4.29: Amycolatopsis sp. KT2025" ve Nocardia sp. CR3272" izolatlarinin seker profillerinin tek
boyutlu ince tabaka kromatogrami. Gal; galaktoz; Ara; arabinoz; Xyl; ksiloz; Glu; glikoz;
Man, mannoz; Rib, riboz; Rham, ramnoz.

4.1.7.3 Yag asiti

Gaz kromatografisi verilerine gore test suslar1 ve en yakin akraba tip tiirlerinin yag

asiti metil esteri profilleri Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12’de verildi.
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Cizelge 4.11: Baz1 Amycolatopsis izolatlarmin ve tip tiirlerinin yag asiti profilleri. 1, KT2025T; 2, NJ2060; 3, K206; 4, K204; 5, AR1438; 6, Amycolatopsis lurida DSM
43134".7 Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409"; 8, Amycolatopsis keratiniphila subsp. nogabecina DSM-44586; 9, Amycolatopsis
nigrescens DSM 44992 : 10, Amycolatopsis minnesotensis NRRL B-24435".

Yag Asitleri 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C12:0 143
C 14:0 1,08 1,01 137 0,87 1,71 0,75 0,84 093 153 383
C14:01SO 1343 3,45 1,26 3,47 4,29 6,27 7,84 8,69 571 45
C15:0 3,12 2,58 0.70 2,01 3,56 3,37 1,98 1,68 1,87 2,1
C 15:0 ANTEISO 3,47 2,71 0.75 1,74 3,65 473 4,28 1,44 181 395
C15:01S0 137 454 7.30 4,93 7,76 18,52 1141 8,92 7,39 8,12
C 15:0 ANTEISO 20H 3,33 0,42 157 0,12 - 5,99 3,65 8,08
C 15:0 30H 2,47 147 182 3,02 - 241 0,96 - -
C15:1B 32 1,98 197 1,10 - - - - -
C16:1I1SOH 2,73 2,94 3.36 3,67 4,82 - - - 2,44 -
C16:1CIS9 3,87 3,05 7.38 - - - - - - -
C16:0 2,14 7,81 15.39 10,08 8,88 8,58 9,45 9,4 6,44 7,69
C16:01SO 17,46 22,67 26.31 28,91 26,49 25,62 29,98 26,38 29,74 21,85
C 16:0 ANTEISO - 0,42 - - - - - 0,97 -
C17:0 1.66
C17:01SO 4,38 3,23 5.09 5,80 4,73 6,34 5,66 9,45 7,34 11,83
C 17:0 ANTEISO 4.2 1,87 4.26 2,09 1,09 1,78 2,77 247 5,78 4,46
C17:1CIS9 8,18 4,72 1.73 2,51 6,02 2,48 - - 2,26 -
C 16:0 1SO 20H 4,6 1,08 - - - - - -
C17:01S0O 20H - - - - - - -
C17:01S0 10 METHYL - - - - 1,32 -
C17:0CYCLO - 12.35 - 5,26 - - -
C17:11S0 08 11 2,10 - 1,65 1,47 1,