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Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Hilal AY

Aktinobakteriler topraktaki mikrobiyal kiitlenin 6nemli bir bolimiinii olusturan ve
antibiyotikler basta olmak iizere immiinosiipresif ajanlar, antitiimor ajanlar ve enzimler gibi
cesitli sekonder metabolitleri {iretme potansiyeline sahip, ticari degeri olan bakterilerdir.
Artan antibiyotik direnci ve tedavideki yetersizlikler nedeniyle yeni biyoaktif bilesiklerin
kesfinin gerekliligi her gegen giin 6nem kazanmaktadir.

Bu tez galismasinda daha 6nce izolasyon galismasi yapilmamis olan Erzurum-Oltu ve
Antalya-Kumluca bolgelerinden farkli fizikokimyasal 6zellige sahip toprak 6rnekleri alinarak
340 aktinobakteri izole edilmistir. Izole edilen aktinobakterilerin bir kismu cins diizeyinde
tamimlanmig ve bu suglarin Arthrobacter, Leifsonia, Nocardia, Nocardioides, Nonomuraea,
Pseudonocardia, Saccharothrix ve Streptomyces cinslerine ait olduklari belirlenmistir. Izole
edilen aktinobakteriler hava miseli spor rengine, substrat misel rengine ve ¢6ziiniir pigment
rengine gore 41 renk grubuna ayrilarak her gruptan en az bir izolat olacak sekilde 60
aktinobakteri susu segilerek antimikrobiyal aktivite ve sitotoksisite testleri yapilmustir.
Testlerde kullanilmak iizere metanol ham 6ziitleri elde edilmistir. Antimikrobiyal aktivite testi
disk difizyon metoduyla yapilmis ve 30 aktinobakteri 6ziitiiniin antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. En iyi antimikrobiyal aktivite gésteren MK37H, BK2H ve AS18H
oziitleri igin mikrodiliisyon teknigiyle MIK degerleri belirlenmistir. 60 &ziitiin kanser hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkisi MTT analizi ile belirlenmis ve 16 6ziitiin AR42J pankreas kanser
hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi oldugu gorilmiistiir. Ayrica Streptomyces sp. BG9H
susunun tiim genom analizi yapilarak CRISPR/Cas dizilerinin ve antibiyotik direng genlerinin
varligi in silico olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak, 16S rRNA gen dizi benzerlik oranina gore yeni tiir olarak degerlendirilen
izolatlarin ileride yapilmasi planlanan polifazik taksonomik analizler sonucunda literatiire
kazandirilmas:t ve antimikrobiyal ve/veya sitotoksik aktivite gosteren suslarin biyoaktif
metabolitlerinin tanimlanmasi hedeflenmektedir.

Aralik, 2019
Anahtar kelimeler: Aktinobakteri, Antimikrobiyal aktivite, Genom, Sitotoksik aktivite



ABSTRACT
Master’s Thesis

ISOLATION AND BIOACTIVITY PROFILING OF ACTINOBACTERIA FROM
ENVIRONMENTAL SAMPLES

Hilal ATES

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Science
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hilal AY

Actinobacteria are commercially important bacteria that accounts for a significant portion of
the microbial mass in the soil and have the potential to produce a wide variety of secondary
metabolites such as antibiotics, immunosuppressive agents, antitumor agents and enzymes.
The need for the discovery of new bioactive compounds is becoming increasingly important
due to increased antibiotic resistance and treatment inadequacies.

In this thesis, 340 actinobacteria were isolated from soil samples having different
physicochemical properties from Erzurum-Oltu and Antalya-Kumluca regions, which had not
been previously studied. Some of the isolated actinobacteria were identified at the genus level
and these strains were found to belong to the genera Arthrobacter, Leifsonia, Nocardia,
Nocardioides, Nonomuraea, Pseudonocardia, Saccharothrix and Streptomyces. Isolated
actinobacteria were divided into 41 colour groups according to air mycelium spore colour,
substrate mycelium colour and soluble pigment colour, and at least one isolate was selected
from each group and antimicrobial activity and cytotoxicity tests were performed for 60
strains. Methanol crude extracts were obtained for use in the tests. Antimicrobial activity test
was performed by disk diffusion method and 30 actinobacterial extracts were found to have
antimicrobial activity. MICs were determined by microdilution technique for MK37H, BK2H
and AS18H extracts which showed the best antimicrobial activity. Cytotoxic effect of 60
extracts on cancer cells was determined by MTT analysis and 16 extracts had cytotoxic effect
on AR42J pancreatic cancer cells. In addition, whole genome analysis of BG9H strain was
performed and CRISPR / Cas sequences and antibiotic resistance genes were identified in
silico.

In conclusion, the strains which are considered as novel species according to the 16S
rRNA gene sequence similarity ratios are planned to be published after polyphasic taxonomic
analyses and also the bioactive metabolites from the strains with antimicrobial and/or cytotoxic
activities will be identified in the foreseeable future.

Aralik, 2019
Key words: Actinobacteria, Antimicrobial activity, Genome, Cytotoxic activity
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Nt Niikleotit

oD Optik dansite

PBS Fosfat tampon soliisyonu
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1. GIRIS

Aktinobakteriler Gram-pozitif, G+C igerigi yiiksek DNA’ya sahip olan bakterilerdir
(Sivarajan vd, 2019; Embley ve Stackebrandt, 1994). Toprak basta olmak {izere gesitli
habitatlarda bulunurlar ve dogada yaygin bir dagilim gosterirler (Oskay vd, 2004). Bu
bakteriler antibiyotik (Berdy, 2005), herbisit, pestisit ve kemoterapétik ajanlar (Cragg
ve Newman, 2005) gibi farmakolojik ve endiistriyel a¢idan degerli olan pek ¢ok
molekiiliin dogal dreticileridir (Rai vd, 2018). Yapilan c¢alismalar sonucu
antibiyotiklerin de dahil oldugu mevcut dogal biyoaktif bilesiklerin tigte ikisinin
aktinobakteriler tarafindan iiretildigi belirlenmistir. Ozellikle giiniimiizde kullanilan
antibiyotiklerin %801 Streptomyces ve Micromonospora cinsi aktinobakteriler
tarafindan tretilmektedir (Kumar vd, 2010).

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan ve klinik acidan 6nemli olan molekiillerdir. Antibiyotiklerin
kesfedilmesi ile pek ¢ok enfeksiyon hastaliginin mortalite ve morbidite oranlari 6nemli
Olciide azalmistir. Ancak giliniimiizde kiiresel bir sorun halini alan antibiyotik direnci
ciddi bir tehdittir (Alanis, 2005). Asir1 ve yanlis antibiyotik kullanimina bagl olarak
patojen mikroorganizmalarin bir¢ogu klinikte kullanilan antibiyotiklere kars1 direng
kazanmig durumdadir. Bu durum, hastaliklarin tedavi edilmesini zora sokmaktadir.
Ayrica ilaca direncli patojen suslarin ortaya ¢ikmasi yeni ilag ve antibiyotik kesfine
oranla daha hizlidir. Bu sebeplerden dolayr aragtirmacilar sorunun ¢6ziimii i¢in yeni
antibiyotiklerin hizli bir sekilde kesfedilmesi gerektigi konusunda ortak goriise
sahiptirler (Kumar vd, 2010; Oskay vd, 2004; Fischbach ve Walsh, 2009). Bu goriis
dogrultusunda, gliniimiizde antibiyotikler basta olmak iizere yeni biyoaktif bilesiklerin
kesfedilmesine yonelik calismalar giderek ilgi odagi haline gelmektedir (Okami ve
Hotta, 1988).

Son yillarda yapilan antibiyotik aragtirmalari, yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi
ve Ozellikle aktinobakteriler igerisindeki yeni bakteriyel taksonlarin karakterizasyonu
arasinda yakin bir iliski oldugunu kanitlamistir. Genel olarak yeni sekonder
metabolitlerin tespit edilme ihtimalinin, ¢alisilan mikroorganizmanin bilinen tiirlerle
olan filogenetik uzakligiyla pozitif ve dogrudan bir iliskiye sahip oldugu sonucu

cikarilabilir (Miiller ve Wink, 2014).



Bu anlamda daha 6nce galisilmamis olan habitatlardan yeni aktinobakterilerin
kesfi yeni biyoaktif bilesiklerin de elde edilmesi agisindan 6nemlidir (Magarvey vd,
2004; Goodfellow ve Fiedler, 2010).

Aktinobakteriler, hem karasal hem akuatik habitatlarda bulunurlar (Macagnan
vd, 2006; Barka vd, 2016). Her ne kadar gesitli yasam alanlarina sahip olsalar da toprak
yogun olarak bulunduklari birinci yasam alanidir (Goodfellow ve Williams, 1983). Bu
nedenle aktinobakterilerin izolasyonu i¢in toprak 6nemli bir kaynaktir (George vd,
2010). Daha once izolasyon programlarina dahil edilmemis ve farkli fizikokimyasal
ozelliklere sahip olan toprak orneklerinden izole edilecek olan yeni aktinobakteriler,
kesfedilmemis biyoaktif metabolitlerin de elde edilmesi agisindan umut vericidir

(Ningthoujam vd, 2009; Meklat vd, 2011).

Bu tez calismasinda daha 6nce calisilmamis bolgelerden toprak oOrnekleri
almarak yeni aktinobakterilerin izole edilmesi ve elde edilen aktinobakterilerin

antimikrobiyal, antikanser 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaglanmuistir.

Izolasyon amaciyla kullanilan toprak &rneklerinden ikisi Erzurum-Oltu’da
Gokkusagr Tepeleri olarak bilinen ve igerdigi farkli mineraller nedeniyle kirmizi ve
yesil renklerde goriilen iki farkli bdlgeden almmustir. izolasyon kaynagi olarak
kullanilan tgiincii toprak ornegi ise igerdigi yiiksek demir oksit sebebiyle kirmizi
renkli olup Antalya-Kumluca’dan alimmistir. Izole edilen mikroorganizmalar koloni
morfolojisi, spor rengi ve yapisi, miselyum rengi, ¢éziiniir pigment iiretip liretmeme
gibi Ozelliklerine gore gruplandirilmistir. Her gruptan en az bir tane olmak tizere 60
izolat segilerek antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite bakimindan analiz edilmistir.
Ayrica, biyoaktivite testlerinde pozitif sonug veren izolatlardan birinin tiim genomu
dizilenerek biyosentetik gen kiimeleri, CRISPR/Cas ve antibiyotik direng genlerinin
varligi in silico olarak analiz edilmistir. Biyoaktivite testlerinde pozitif sonug¢ veren
43 izolat, 16S rRNA gen dizi analizi ile cins diizeyinde tanimlanarak izolatlarin

filogenetik iligkileri ortaya konmustur.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Aktinobakterilerin Taksonomisi

Aktinobakteriler morfolojik, fizyolojik, metabolik yetenekler bakimindan son derece
farkli mikroorganizmalar1 bulunduran ve bakteri tist alemi i¢indeki 24 alem arasinda
tanimlanmig olan en biiyiik taksonomik birimdir (Ludwig vd, 2012; Garrity vd, 2015).
Bu mikroorganizmalarin genomlarina bakildiginda ¢esitli organizmalarla iligkili olan
niikleotit dizilerinin bulundugu goriilmektedir. Aktinobakteri genomlarindaki bu
heterojenite, aslinda sahip olduklar1 ¢esitliligi yansitmaktadir (Ventura vd, 2007).

16S rRNA gen dizi analizi ve DNA:DNA hibridizasyonu mikrobiyal
taksonomide kullanilan 6nemli tekniklerdendir (Konstantinidis ve Tiedje, 2005).
Actinobacteria subesinin taksonomik yapist 16S rRNA gen bolgesine gore son
zamanlarda gilincellenmistir. 16S rRNA gen agaglarindaki dallanma pozisyonlarina
gore Actinobacteria subesindeki tek sinif olan Actinobacteria sinifi Acidimicrobidae,
Rubrobacteridae, Coriobacteridae, Sphaerobacteridae ve Actinobacteridae olmak
izere 5 alt simifa, 6 takima (Acidimicrobiales, Rubrobacterales, Coriobacteriales,
Sphaerobacterales, Actinomycetales ve Bifidobacteriales) ve 14 alt takima
ayrilmaktadir (Garrity vd, 2015; Ludwig vd, 2012).

2.2. Aktinobakterilerin Morfolojik Ozellikleri

Taksonomik agidan son derece kalabalik ve yiiksek biyogesitlilige sahip olan bu
bakterilerin morfolojik o6zelliklerine bakildiginda funguslara ait ozellikleri de
tasidiklar1 goriiliir. Birgok aktinobakteri, filamentli funguslar gibi hava ve substrat
miseli olmak iizere iki tip misel iiretme yetenegine sahip olup karmasik bir morfolojik
farklilasma gostermektedir (Barka vd, 2016).

Substrat miselyumu ¢imlenme siirecindeki spordan gelisir ve hem kat1 hem sivi
kiltiir ortamlarinda olusabilmektedir. Kat1 kiiltiir ortamlarinda olusan substrat
misellerinin bliylik bir kismi spor {ireten hava misellerini olusturmak iizere
farklilasmaktadir. Substrat miselyumu genellikle monopodial dallanma gosterir.
Ancak Thermoactinomyces gibi catalli dallanma gosteren miselyum olusturan cinsler

de bulunmaktadir.



Hava miselleri ise cogunlukla substrat misellerinden kalindir ve pamuksu, kadife
veya toz halinde olup olmamasi gibi farkli yapisal 6zellikleri Streptomyces cinsinin
smiflandirilmasinda ¢ok 6nemli bir kriterdir (Anandan vd, 2016). Ayrica hava
miselleri besin yetersizligi gibi stres kosullarinda spor zincirleri olusturmaktadir

(Flardh ve Buttner, 2009).

Sekil 2.1. Bir aktinobakteri izolatinin olusturdugu miselyum yapilari: a) hava miselyumu
b) subsrat miselyumu (Anandan vd, 2016)

Misel olusturan aktinobakterilerin ¢ogu sporla ¢ogalmaktadir. Olusan sporlarin
ylizeyi sigilli, dikensi veya burusuk yapida olabilmektedir. Micromonospora,
Micropolyspora ve Thermoactinomyces gibi bazi cinslerde sporlar substrat
miselyumundan gelisir. Ancak Streptomyces cinsinde ise hava miselyumundan
gelismektedir. Ayrica, sporlar Salinispora, Thermomonospora, Saccharomonospora,
Promicromonospora ve Micromonospora gibi cinslerde tek hiicre olarak bulunurken
bazen de Frankia cinsinde oldugu gibi 6zel keseler iginde bulunmakta veya farkli
uzunlukta spor zincirleri olusturmaktadir. Ozellikle Streptomyces, Nocardioides,
Kitasatospora gibi cinsler ¢ok uzun spor zincirleri iiretmektedir (Dietz ve Mathews,
1971).

Aktinobakterilerin genel morfolojik goriinimii kompakt, derimsi ve kati
yiizeyde konik bir goriintii halindedir ve ¢ogunlukla hava miselyumu ile kaplidir
(Anandan vd, 2016). Ayrica aktinobakteriler, kiire (Micrococcus), cubuk-kiire
(Arthrobacter), pargali hif (Nocardia) ve farklilasmis dalli misel yapisi (Streptomyces,
Frankia) gibi farkli morfolojik yapilar da gosterebilir. Bu morfolojik farkliliklar

mikroorganizmalarin karakterizasyonu igin 6nemlidir (Gao ve Gupta, 2005).



Istisnalar olmakla birlikte aktinobakteriler acrobik canlilardir. Ayrica, pek ¢ogu
kemoorganotrof olup polisakkaritlerin de i¢inde bulundugu ¢esitli besin maddelerini

kullanabilmektedir (Lechevalier ve Lechevalier, 1965).

Aktinobakteriler, cesitli habitatlarda yasayabilme yetenegine sahip olmakla
birlikte ozellikle toprakta (Micromonospora ve Streptomyces) yogun olarak
bulunurlar. Toprak disinda tatli ve tuzlu sularda, havada, bitkilerde (Frankia spp.),
gastrointestinal ortamlarda da (Bifidobacterium spp.) bulunabilirler ve bulunduklari
ortamdaki yogunluklar1 ortamin tipine, yapisina ve iklim kosullarina bagli olarak
degismektedir. Ornek olarak toprak aktinobakterileri genellikle notral pH’da (pH 6-8)
ve 25-30°C sicaklikta iyi gelisim gosterirler. Ancak bu kosullarin disinda da
gelisebilen tiirler vardir. Bazi tiirler termofilik olup 50-60°C’de iyi gelisirken bazi
Streptomyces tiirleri de asidik pH’larda daha iyi gelismektedir (Kim vd, 2003).

Ayrica Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Propionibacterium ve
Tropheryma cinslerinin insanlarda enfeksiyona neden olan tiirleri de bulunmaktadir.
Ancak aktinobakterilerin biiyiilk ¢ogunlugu sagliktan tarima kadar pek cok alanda
kullanilan ve ticari degeri olan bilesikleri iireten miikkemmel mikroorganizmalardir

(Barka vd, 2016).

2.3. Aktinobakterilerin Biyoaktif Madde Uretim Potansiyelleri

Farkli habitatlarda gelisim gosterebilen aktinobakteriler ayni zamanda tip, endiistri ve
tarim gibi alanlarda kullanilan ¢ok sayida degerli bilesigin egsiz {ireticileridir.
Ozellikle de saglik alaninda kullanilan antibiyotiklerin, kemoterapétik ilaglarin ve

immiin sistem iizerine etki eden bilesiklerin iiretimi agisindan 6nemli bir rol iistlenirler.
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Sekil 2.2. Aktinobakteriler tarafindan tiretilen ¢esitli bilesiklerin kullanim alanlari

Son yillarda kesfedilen 12.000 antibiyotigin %70’1 aktinobakteriler tarafindan
tiretilmektedir (Anandan vd, 2016). Aminoglikozitler (6rnegin; Streptomisin ve
kanamisin), ansamisinler (6rnegin; rifampin, geldanamisin), antrasiklinler (genel
olarak anti-tiimér bilesikler, 6rnegin, doksorubisin), beta-laktamlar (sefalosporinler),
makrolidler (6rnegin, eritromisin) ve tetrasiklinler aktinobakteriler tarafindan iiretilen
temel antibiyotik cesitlerindendir. Aktinobakteriyel kaynakli olan bu antibiyotiklerin
bazilar1 ham halde iken bazilar1 kristalize edilmistir ve lizozim, aktinomisin,
mikromonosporin, streptotrisin, streptomisin ve miketin gibi ¢ok sayida antibiyotigin
yapist ¢esitli kromatografik tekniklerin de kullanilmasiyla aydinlatilmigtir (Laskaris
vd, 2010).



Cizelge 2.1. Aktinobakteriler tarafindan tiretilen bazi antibiyotikler ve kullanim alanlar

Antibiyotik
Antrasiklinler
Arenimycin
Benzanthrins A ve
B
Bisanthraquinone

Carboxamycin

Chloramphenicol

Daryamides
Erythromycin
FK520 Ascomycin
Fosfomysin
Hygromycin
Kanamycin
Kanglemycin C
(K-C)
Lajollamycin
Leptomycin
Medecamycin
Mitomycin C
Oxytetracycline
Pandavir
(nigericin)
Piericidins
Rapamycin

Saliniketal

Uretici organizma
Micromonospora sp.
S. arenicola
Nocardia lurida
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Streptomyces venezuelae

Streptomyces sp.
Saccharopolyspora

erythrae
Streptomyces hygroscopicus

var. Ascomyceticus
Streptomyces fradiae
Streptomyces hygroscopicus
Streptomyces

kanamyceticus 12-6
Nocardia mediterranei var.

kanglensis 1747-64
Streptomyces nodosus
Streptomyces lividans
Streptomyces
mycarofaciens
Streptomyces lavendulae
Streptomyces rimosus
Streptomyces hygroscopicus
Streptomyces sp.

Streptomyces hygroscopicus

S. arenicola

Aktivitesi

Antitimor
Antibakteriyal;
antikanser
Anti-bakteriyel
Anti-bakteriyel
Anti-bakteriyel;
antikanser
Anti-bakteriyel, protein
sentez inhibitdrii
Antifungal; antikanser
Anti-bakteriyel
Antifungal,
immiinosupresif
Anti-bakteriyel
Antimicrobial,
immunosupresif
Anti-bakteriyel
Immiinosupresif
Anti-bakteriyel
Anti-fungal, Anti
tiimoral
Anti-bakteriyel
Antikanser
Anti-bakteriyel

Iyon tasinimi ve ATPaz

aktivitesi
Antitumoral

Anti-fungal

Anti-kanser

Kaynak
(Grein vd, 1980)
(Asolkar vd, 2010)

(Theriault vd,
1986)

(Kanzaki vd, 1993)

(Hohmann vd,
2009)

(Takahashi vd,
1986)

(Asolkar vd, 2006)
(Powell vd, 1952)
(Wu vd, 2000)
(Kahan vd, 1974)

(Gonzalez vd,
1978)

(Umezawa, 1957)
(Zhou vd, 2006)
(Manam vd, 2005)
(Hu vd, 2005)

(Xia vd, 1994;
Schlegel vd, 2001)

(Verweij ve Pinedo,
1990)

(Petkovi¢ vd, 2006)

(Steinrauf vd,
1968)

(Tamura vd, 1963)

(Lomovskaya vd,
1997)

(Fenical ve Jensen,
2006)



Cizelge 2.1. Aktinobakteriler tarafindan {iretilen bazi antibiyotikler ve kullanim alanlan

(devam)
Antibiyotik Uretici organizma  Aktivitesi Kaynak
Salinosporamide A Salinispora tropica Anti-kanser, (Feling vd, 2003)
antimalaryal
Spiramycin Streptomyces Anti-bakteriyel (Tkeda vd, 1982)
ambofaciens
Valinomycin Streptomyces griseus = Anti-bakteriyel (Perkins vd, 1990)
Verucopeptin Actinomadura Anti-tiimoral (N1shiyama vd, 1993)
verrucosospora
Streptomycin Streptomyces griseus ~ Anti-bakteriyel (Nomi, 1963)
Zorbamycin Streptomyces Anti-tiimoral (Wang vd, 2007)
flavovirdis

Ayrica antibiyotik iiretme potansiyeli bu denli yiiksek olan aktinobakterilerin
bazi tiyeleri birden fazla antibiyotik (6rnegin, S. griseus) iiretebilirken bazen de ayni
antibiyotik (6rnegin; aktinomisin, streptothrisin) farkli aktinobakteri tiirleri tarafindan
da tiretilebilmektedir (Anandan vd, 2016).

Aktinobakteriler ayn1 zamanda endiistriyel Olcekte iiretilen bir dizi enzimin
dogal iireticileri olmalart agisindan da umut vericidir. Actinobacteria sinifinin bazi
tiyeleri nisastay1 parcalayabilme 6zelligi nedeniyle gida endiistrisi, fermantasyon,
kagit endiistrisi ve tekstil gibi alanlarda biiylik 6neme sahip olan amilaz enzimini

tiretmektedir (Pandey vd, 2000).

Proteaz, fitaz, lipaz, seliilaz, Kkatalaz, kitinaz ve fiireaz gibi enzimler de
aktinobakteriler tarafindan tiretilen ve endiistriyel kullanimi olan enzimlerdir (Schmid
ve Verger 1998; Latha ve Dhanasekaran, 2013).



Cizelge 2.2. Aktinobakterilerin tirettikleri enzimler ve kullanim alanlari

Enzim Aktinobakteri Kullanim alani
Thermoactinomyces sp. Deterjan
Nocardiopsis sp. Peynir yapimi
Proteaz Streptomyces pactum Kan pihtisinin tedavisi
Streptomyces thermoviolaceus Deri temizleme

Streptomyces sp.

Streptomyces sp. Deterjan
Thermobifida halotolerans Pamuk iglenmesi
Selliilaz Streptomyces sp. Kagit endiistrisi

Thermomonospora sp.
Streptomyces ruber

Lipaz Deterjan
Streptomyces griseus Peynir endiistrisi

Tekstilde temizleme

Keratinase Nocradiopsis sp. SD5 Tiiy degredasyonu
Pektinaz Streptomyces lydicus Icecek endiistrisi
Tekstil

Gilintimiizde kimyasal bilesiklerin ve petrol kullaniminin artmasina bagli olarak
toprak kirliligi dnemli bir ¢cevresel sorun halini almistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
bazi aktinobakteri tiirlerinin tirettikleri biyoaktif bilesikler vasitasiyla gesitli alifatik ve
aromatik  bilesikleri, herbisitleri, pestisitleri ve hidrokarbon bilesiklerini
pargalayabildikleri ve boylece hem karbon dongiisiinde 6nemli rol oynadiklart hem de
tarimsal ya da kentsel atiklarin mikrobiyal doniisiimiinii saglayarak bu atik maddeleri
degerli birer ticari tirtine doniistiirebildikleri goriilmiistiir (Anandan vd, 2016; Johnsen
vd, 2002; Sanscartier vd, 2009).

Ayrica bazi aktinobakteri tiirleri besin, kozmetik, tekstil, vernik, ilag, madencilik
ve petrol geri kazanimi gibi ¢esitli alanlarda kullanilan ve kimyasal stirfaktanlara gore
daha kolay bozunabilen biyosiirfaktanlari da tretebilmektedir (Henkel vd, 2012;
Anandan vd, 2016).

Son yillarda nanopartikiillerin sentezi i¢in biyolojik yaklasimlar, sagladiklar
avantajlardan dolay1 aragtirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir. Biyolojik olarak
nanopartikiillerin tretilmesi acisindan aktinobakteriler potansiyel

mikroorganizmalardir.



Ozellikle de Streptomyces ve Arthrobacter cinsleri altin ve giimiis
nanopartikiillerini iiretebilmeleri agisindan umut vericidirler. Degerli madenler disinda
antibakteriyel, antifungal, antikanser, antimalaryal, antiparazitik ve antioksidan
Ozelliklere sahip olan nanopartikiiller de aktinobakteri cinsleri tarafindan
tiretilebilmektedir (Anandan vd, 2016).

Gopinath vd (2015) tarafindan yapilan ¢alismada bir Streptomyces cinsinin
giimiis nanopartikiilleri iretebildigi goriilmiistiir (Gopinath vd, 2015). Ranjani vd
(2016) tarafindan yapilan c¢alismada ise Streptomyces sp., Nocardiopsis sp.,
Kitasatospora sp., Actinopolyspora sp., Thermoactinomyces sp., Actinomadura sp.,
Saccharopolyspora sp.ve Thermomonospora sp. cinslerine ait izolatlarin glimiis

nanopartikiiliinii sentezledigi goriilmistiir (Ranjani vd, 2016).

Bitki biyoteknolojisi agisindan da 6nemli olan aktinobakteriler firettikleri
biyoaktif bilesiklerle bitki patojenlerine ve boceklere karst antagonistik etki gostererek
tarim iriinlerinin biyolojik kontroliinde de rol oynamaktadir (Anandan vd, 2016).

Sonu¢ olarak, aktinobakteriler saglik, tarim, endiistri, biyoteknoloji ve
farmakoloji gibi pek ¢ok alanda kullanilan degerli metabolitleri {iretme yetenegine
sahip mikroorganizmalardir. Sahip olduklari {iretim potansiyelinden dolay1 bu bakteri
grubunun yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi amaciyla ¢alisilmasi, mevcut antibiyotiklere

direng gosteren patojenlerle miicadele i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.4. izole Edilen Aktinobakteri Cinslerinin Ozellikleri

2.4.1. Arthrobacter cinsi

Sube: Actinobacteria
Sinif: Actinobacteria
Takim: Micrococcales
Aile: Micrococcaceae
Cins: Arthrobacter

Arthrobacter cinsi Conn ve Dimmick tarafindan 1947 yilinda 6nerilmistir (Conn ve
Dimmick, 1947). Micrococcaceae ailesinin bir iiyesi olup bu aile igindeki diger

cinslere oranla daha fazla sayida tiir igerir. Genomlarindaki G+C igerigi % 55-72’dir.
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Bu cinsin tyeleri genellikle zorunlu aerob mikroorganizmalardir. Pek ¢ok tiir
cogunlukla toprak ve sedimentlerden izole edilmis heterotrofik organizmalardir.
Gelisimleri icin spesifik gereksinimleri olmayip c¢ogu mezofilik canlilardir.
Arthrobacter cinsinin iiyeleri 30°C altinda optimum biiylime gosterirler ancak
Antarktika ve kuzey kutbundan izole edilen psikotolerant veya psikrofil olan tiirler de
mevcuttur. Bu tiirlerden bazilar1 soguk adaptif enzim treticisi olarak bilinirler (Busse
ve Wieser, 2014).

Bu cinsin pek ¢ok {iiyesi biiylime evresinde gubuk-kok morfolojisine sahipken
durgun faza geg¢ildiginde 0.6-1 mm ¢apinda kokoid hali alirlar (Busse ve Wieser,
2014).

Arthrobacter tiirleri peptidoglikan ve kinon yapisi agisindan iki gruba ayrilabilir.
Bazi tiirler MK-8(H2) ya da MK-9(H>) kinonlarin1 ve tip A3a peptidoglikana sahipken
baz1 tiirler ise doymamis MK-8, MK-9 veya MK-10 kinonlarmi ve tip Ada
peptidoglikan igerirler (Schleifer ve Kandler, 1972).

Bazi Arthrobacter tiirleri patojenik mikroorganizmalar olup insanda
bakteriyemi, postoperatif endoftalmi, Whipple’in hastalik benzeri sendromu ve flebit
(Bernasconi) gibi hastaliklara sebep olurlar (Bernasconi vd, 2004; Shin vd, 2006; Park
vd, 2012).

Arthrobacter cinsinin {iyeleri toprakta yogun olarak bulunurlar ve herbisit ve
pestisit gibi gesitli zararli sentetik organik bilesikleri parcalayabilme kapasitesine
sahiptirler (Pohlenz vd, 1992).

Urettikleri gesitli enzimlerle kirlenmis topragin temizlenmesinde is goriirler.
Ornegin; Pohlenz vd (1992) tarafindan yapilan ¢alismada, Arthrobacter oxydans
tirtiniin fenilkarbamad hidroloz enzimini irettigi ve fenilkarbamad herbisitini
parcaladigi saptanmistir (Pohlenz vd, 1992). Cullington ve Walker (1999) tarafindan
yapilan bir ¢alismada ise toprak 6rneginden izole ettikleri bir Arthrobacter tiirtiniin
feniliire herbisitini pargalayabildigi bildirilmistir (Cullington ve Walker, 1999). Ayrica
yapilan ¢alismalar sonucu Arthrobacter tiirlerinin antimikrobiyal 6zellikte biyoaktif

bilesikler iiretme potansiyellerinin oldugu da belirlenmistir.

Velazquez vd (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada Arthrobacter agilis
tirliniin dimetilheksadesilamin bilesigini {irettigi ve bu bilesigin Botrytis cinerea

fungusunun biiyiimesini inhibe ettigi bildirilmistir (Velazquez-Becerra vd, 2013).
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Kamigiri vd (1996) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise bir Arthrobacter
tirtiniin ¢oklu ilag direnci gosteren Staphylococcus aureus ve S. epidermidis

patojenlerine kars1 yiliksek antimikrobiyal 6zellik gosterdigi bulunmustur (Kamigiri
vd, 1996).

2.4.2. Leifsonia cinsi

Sube: Actinobacteria
Sinif: Actinobacteria
Takim: Micrococcales
Aile: Microbacteriaceae
Cins: Leifsonia

Evtushenko vd (2000) tarafindan tanimlanmis olan bu cinsin tip tiirii Leifsonia
aquatica’dir. Leifsonia cinsi Gram-pozitif ve zorunlu aerob mikroorganizmalardan
olusmaktadir. Bu cinsin iiyeleri spor iiretmezler ve morfolojik olarak diizensiz ¢ubuk
ya da filametli hiicrelerdir. Koloni rengi genellikle beyaz ya da sar1 renktedir. Ancak
Leifsonia rubra tirii kirmizi renklidir. Hareketli ya da hareketsiz iyeleri
bulunmaktadir ve katalaz pozitif mikroorganizmalardir. Genellikle mezofilik
bakterilerdir; fakat L. rubra ve L. aurea gibi bazi tiirler psikrofildir. Genomlarinin G+C
igerigi % 66-73 arasindadir (Evtushenko vd, 2000; Barka vd, 2016).

Leifsonia tiirlerinin peptidoglikan yapisini ramnoz, glukoz, galaktoz ve mannoz

sekerleriyle 2,4-diaminobiitirik asit olusturur. Baskin olarak bulunan izoprenoid kinon

tipi MK-11°dir (Reddy vd, 2008; Barka vd, 2016).

Leifsonia tiirleri gesitli habitatlardan izole edilmistir. Leifsonia naganoensis
(Suzuki vd, 1999) ve L. shinshuensis (Davis vd, 1984) tiirleri topraktan izole edilen
tiirlerdir. Toprak disinda ginseng kokiinden (Qiu vd, 2007), hastalikli bitkilerden
(Davis vd, 1984), Poa annua koklerinde nematod safralarindan da (Evtushenko vd,
2000) Leifsonia tiirleri izole edilmistir. Leifsonia aquatica (Evtushenko vd, 2000) ise

distile sudan izole edilmistir.

Leifsonia rubra ve L. aurea (Reddy vd, 2003) tiirleri ise himalaya buzullar1 ve

Antarktika goletlerinden saflagtirllmistir (Janssen vd, 2002; Barka vd, 2016).

12



Bu cinsin patojenik iiyeleri de mevcuttur. Leifsonia xyli subsp. cynodontis tiirii
bermuda ¢imlerinde bodurluga sebep olurken L. xyli subsp. xyli ise diinya ¢apinda

seker kamis1 hastaligina sebep olur (Davis vd, 1984; Evtushenko vd, 2000) .

Actinobacteria sinifinda bulunan Leifsonia tiirlerinin bazilarinin biyoaktif
sekonder metabolit iiretme yetenekleri vardir. Ornek olarak Wiese vd (2009)
tarafindan yapilan bir ¢alismada baltik denizinden Laminaria saccharina alg tiiriinden
bakteri izolasyonu yapilmistir ve bir Leifsonia tiirtiniin Escherichia coli,
Staphylococcus lentus, Candida glabrata patojenlerine karsi antimikrobiyal 6zellik

gosterdigi belirlenmistir (Wiese vd, 2009).

Kang vd (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada ise topraktan izole edilen Leifsonia
soli SE134 susunun bitki biiylimesini tesvik eden giberellin bilesigini lireterek salatalik
tohumlarinin biyokiitlelerini, hipokotillerini ve kék uzunluklarini kontrol gruplarina

oranla 6nemli dl¢lide arttirdigr belirlenmistir (Kang vd, 2014).

2.4.3. Nocardia cinsi

Sube: Actinobacteria
Sinif: Actinobacteria
Takim: Corynebacteriales
Aile: Nocardiaceae

Cins: Nocardia

16S rRNA gen dizi analizine gore Nocardia cinsi Corynebacteriales takimi igerisinde
yer almaktadir. Nocardia cinsi, immiin yanit1 baskilanmis konakg¢ilarda enfeksiyon
olusumunun bir nedeni olarak bilinen mikroorganizma grubudur. Bu cinsin {yeleri
tath ve tuzlu sularda, toprakta, ¢iiriiyen bitki ortiisiinde, hayvan digkisinda olmak tizere
hemen hemen her yerde bulunabilmektedir. Biiyiimeleri igin 6zel kosullara gerek
olmayip bir¢ok tiir aminoasit ve nitrat iceren basit azot kaynaklarinin oldugu her

ortamda gelisebilmektedir (Wilson, 2012).

Nocardia tiirleri heterotrofik mikroorganizmalar olup oksidatif metabolizmaya
sahiptirler ve azot kaynaklarinin kullanimi disinda bir¢ok Nocardia tiirii glikoz, asetat,
propiyonat bilesiklerini kullanabilme ve ayrica kompleks polisakkaritleri par¢alama

yetenegine sahiptirler (Golinska vd, 2013; Luo vd, 2013).
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Bu cinse ait pek ¢ok tiir 20-40°C arasinda gelisebilmektedir; ancak bazi tiirler
(N. acidivorans, N. harenae ve N. jejuensis) 10°C gibi diisiik bir sicaklikta
gelisebilirken N. brasiliensis, N. ignorata, N. jinanensis, N. kruczakiae ve N.
otitidiscaviarum gibi baz tiirler ise 45°C’de gelisim gosterirler. Ancak genel olarak
bu cinsin tiyeleri i¢in optimum sicaklik 28°C’dir. Gelisim gosterebildikleri pH araligi

ise 5-10 aras1 olup en uygun pH 7.0 civaridir (Goodfellow, 2014).

Bu cinsin bazi iiyeleri genellikle 3 ila 7 giin arasinda sabit faza ulasirken bazi
tirler daha yavas gelisirler (Goodfellow, 2014). Bu cinsin iiyeleri Gram-pozitiftir;
ancak diger Gram-pozitif bakterilerin aksine diizensiz, kiire ve c¢ubuk bigimli
elementlere pargalanan, dallanmis filamentli mikroorganizmalardir (Brown-Elliott vd,
2006). Hava ve substrat misel olusumu kiiltiir kosullarina baghdir. Ayrica birgok
Nocardia tiirii kat1 kiiltiir ortaminda kahverengi, turuncu, sari renkli pigmentler
tiretebilmektedir (Williams vd, 1976). Bu bakterilerin hiicre duvarinin en karakteristik
0zelligi mikolik asit bulundurmasi olup bu da tiir tanimlamada kullanilan 6nemli bir

kriterdir (Goodfellow vd, 1982).

Nocardia amikacinitolerans, N. asteroides, N. brasiliensis, N. farcinica, N.
niwae, N. otitidiscaviarum gibi baz1 Nocardia tiirlerinde hiicre duvarinda mikolik
asitler tespit edilmistir (Lanélle ve Asselineau, 1970; Kudo vd, 1988; Yano vd, 1990).
Hiicre duvarinda bulunan mikolik asitten dolay1 da bu bakteriler asit dayaniklilig

gosterirler.

Ayrica bazi tiirlerin (Nocardia asteroides) hiicre duvarindaki mikolik asit
bilesimini degistirerek sicaklik kosullarindaki degisikliklere uyum saglayabildigi
saptanmugtir (Tomiyasu, 1982).

Bu cinsin 80’den fazla tiirii tanimlanmis olup en az 33 tanesi patojendir (Brown-
Elliott vd, 2006). Bu cinsin bazi iiyeleri beyin, bobrek, eklem, kemik, yumusak doku
ve goz gibi organlarda ¢ogalarak insan ve hayvanlarda 6liimciil enfeksiyonlara sebep

olmaktadir (Simpson ve Read, 2014).

Patojen tiirlerinin yan1 sira Nocardia cinsi biyoaktif bilesikler tiretebilen tiyelere
de sahiptir. Schneider vd (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada topraktan Nocardia
cinsine ait olan bir tiir izole edilmistir. Bu tiiriin nocardichelin A ve nocardichelin B

olmak iizere iki siderofor bilesigi tirettigi belirlenmistir.
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Bu iki bilesigin gastrik adenokarsinoma, gogiis karsinomasi ve hepatoselliiler
karsinomada kanser hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (Schneider vd,
2007).

El-Gendy vd (2008) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise Kizildeniz'in Ras-
Gharib kiyilarindan toplanan kirmizi bir alg olan Laurenica spectabilis'ten Nocardia
tiirti izole edilmistir. Bu tiirlin tirettigi dort metabolitin Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakteriler lizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve bir metabolitin ise yeni
bir antibiyotik oldugu (ayamycin) belirlenmistir (EI-Gendy vd, 2008). Warneke vd
(2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise bazi Nocardia tiirlerinin biyolojik
bozunmaya dayanikli bir polimer olan sumatra zamkini (gutta-percha) parcaladigi

goriilmistiir (Warneke vd, 2007).

Nocardia transvalensis IFM 10065 tiirii ise ¢inko igeren, anti-fungal bir

antibiyotik olan Transvalensis A’y1 sentezlemektedir (Hoshino vd, 2004).

2.4.4. Nocardioides cinsi

Sube: Actinobacteria

Sinif: Actinobacteria
Takim: Propionibacteriales
Aile: Nocardioidaceae
Cins: Nocardioides

Nocardioidaceae ailesi, Propionibacteriales takiminin bir ailesi olup Nesterenko vd
(1985) tarafindan tanimlanmistir  (Nesterenko vd, 1985). Marmoricola,
Aeromicrobium, Kribbella, Actinopolymorpha, Thermasporomyces ve Flindersiella
cinslerinin yan1 sira Nocardioides cinsi de bu aile igerisinde bulunur (Téth ve Borsodi,
2014). Topraktan izole edilmis olan Nocardioides albus 895-50" bu cinsin tip tiiriidiir
(Prauser, 1976).

Bu cinsin iiyeleri Gram-pozitif, aerobik ve katalaz-pozitif organizmalardir.
Genomik DNA G+C igerigi % 66,6—74.8 civarindadir (T6th ve Borsodi, 2014).

Cinsin farkl tiirlerinde genellikle morfolojik olarak cubuk-kok dongiisii goriiliir.
Genelde hiicreler ilk 6nce kok seklinde olup daha sonra kisa filament veya ¢ubuk halini

almaktadir. Cubuk seklindeki bakteriler hareketli olabilir.
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Koloniler genelde beyazimsi, kremsi veya sari renklidir; nadiren turuncu
kolonilere de rastlanir. Nocardioides tiirleri kemoorganotrofik mikroorganizmalar
olup ¢ok gesitli karbon ve azot kaynaklarmi kullanabilirler. Oligotrofik kosullara
adapte olabilen tiirler de vardir. Mattes ve meslektaslar1 tarafindan izole edilen
Nocardioides sp. JS614 izolati, kemolitotrofik olarak da ¢ogalma &zelligine sahiptir
(Toth ve Borsodi, 2014).

Nocardioides tiirleri genellikle 25-30°C sicaklikta iyi gelisim gosteren mezofilik
canlilardir; ancak 4°C gibi diisiik sicakliklarda gelisen psikrofil tiirler de vardir. Bu
cinsin tiyelerinin gogu nétrofilik olup ancak bazi tiirler pH:5 ve pH:12 gibi ortamlarda
da gelisebilmektedir. Ayrica bu cinsin iiyelerinin pek ¢ogu gelisimleri i¢in % 0,5-6
NaCl’e ihtiyag duymaktadir (T6th ve Borsodi, 2014).

Hiicre duvar yapilarinda teikoik asitler mevcuttur. Baskin menakinon olarak
MK-8 (Hs) bulundururlar. Ayrica Nocardioides tiirlerinin 6nemli bir 6zelligi de gevre
icin toksik olabilecek pek cok kompleks bilesigi ve kimyasali parcalayabilmesidir
(T6th ve Borsodi, 2014).

Bu cinsin baz1 iiyeleri biyoaktif bilesikleri liretme yetenegine sahiptirler.
Sanglier vd (1993), tarafindan yapilan bir ¢alismada yeni bir Nocardioides tiiriiniin
antifungal bir bilesik trettigi saptanmistir (Sanglier vd, 1993). Dellweg vd (1988)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada izole ettikleri Nocardioides tiirlerinden ikisinin, 5'-
hidroksi-metil-16sil-blasticidin  bilesigini diger adiyla rodaplutin antibiyotigini

tirettigini belirlemislerdir (Dellweg vd, 1988).

Matson ve Bush (1989) tarafindan yapilan ¢alismada ise Meksida’dan alinan
toprak orneginden izole edilen Nocardioides sp. ATCC 39419 izolatinin antitimor bir

molekiil olan Sandramycin iirettigi belirlenmistir (Matson ve Bush, 1989).

2.4.5. Nonomuraea cinsi

Sube: Actinobacteria
Sinif: Actinobacteria
Takim: Streptosporangiales
Aile: Streptosporangiaceae

Cins: Nonomuraea
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Nonomuraea cinsi ilk olarak Zhang ve arkadaslar tarafindan onerilmis olup (Zhang,
vd, 1998) Streptosporangiaceae familyasina dahildir. Nonomuraea cinsi Gram-
pozitif, acrobik, asit ve alkole direngli olmayan mikroorganizmalar1 i¢cermektedir

(Kampfer vd, 2005).

Bu cinsin tiyeleri dallanmig substrat ve hava miselleri olusturmaktadir. Optimum
biiyiime sicakligi 25-45°C olup 55°C’de gelisen tiirler de mevcuttur (Zhang vd, 1998).
Bu cinsin tiyelerinin DNA’larindaki G+C oran1 % 64-74 olarak belirlenmistir (Nakaew
vd, 2012).

Nonomureae tiirleri deniz sedimentlerinde (Maldonado vd, 2009), karasal ve
sucul ortamlarda, denizel bitki dokularinda olmak iizere ¢esitli habitatlarda
bulunabilmektedir. Bu cinsin iiyelerinin % 83’ karasal kaynaklardan (toprak, bitki )
ve %17’s1 sucul kaynaklardan (sediment, denizel bitkiler, siingerler) izole edilmistir

(Sungthong ve Nakaew, 2015).

Nonomureae cinsine ait bazi tilirlerin degerli biyoaktif bilesikleri iiretme
potansiyelleri mevcuttur. Bu biyoaktif bilesiklerin bazis1 klinik degerlendirme
siirecindeyken bazilar1 endiistriyel ve ticari olarak iiretilmekte olup tip ve tarim
alaninda kullanilmaktadir. Bu cinsin iirettigi biyoaktif bilesiklerin cogu antimikrobiyal
ozellik gostermektedir. Bunun ilk kanit1 aktinotiyosinin antibiyotiginin N. pusilla IFO
14684 tarafindan iiretilmesidir (Tamura vd, 1973).

Daha sonra Fleck vd (1978) tarafindan yapilan ¢alisma ile N. rubra DSM 437687
tarafindan Gram-pozitif patojenlere etki eden maduramisin antibiyotiginin tiretildigi
kesfedilmistir (Fleck vd, 1978).

N. spiralis M1178-34F18 tiirii ise antibakteriyel bir antibiyotik olan pyralomisini

tiretmektedir (Kawamura vd, 1995).

Ayrica Nonomureae tiirleri antikanser 6zellikte bilesikler de iiretebilmektedir.
Ornek olarak N. roseoviolacea subsp. carminata IFO 15903 tarafindan antitiimér ajan
olan karminomisin sentezlenmektedir (Gauze vd, 1973). Ayrica N. pusilla TP-A0861
tarafindan myxochelin ve Nonomuraea sp. TP-A0870 tarafindan ise antitimdr ajan

olan brartemisin sentezlenmektedir (Miyanaga vd, 2006; lgarashi vd, 2009).

Nonomuraea longicatena NRRL 15532 tiirii ise diinya ¢apinda ticari olarak

kullanilan bir protein kinaz inhibitoriinii tiretmektedir (Kase vd, 1986).
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2.4.6. Pseudonocardia cinsi

Sube: Actinobacteria
Sinif: Actinobacteria
Takim: Pseudonocardiales
Aile: Pseudonocardiaceae
Cins: Pseudonocardia

Pseudonocardia cinsi 1957 yilinda Henssen tarafindan hif ve spor zincirlerinin
kendine 6zgii akropetal yapisiyla karakterize edilmistir (Henssen, 1957). Bu cinsin
tyeleri  aerobik  olup,  Gram-pozitif, asit-fast  olmayan,  hareketsiz
mikroorganizmalardir. Bazi tiirleri mezofilik olup bazi tiirler ise termofilik
ozelliktedir. Pseudonocardia compacta (Henssen vd, 1983), Pseudonocardia spinosa
(Henssen ve Schifer, 1971) ve Pseudonocardia thermophila termofilik olan
tiirlerdendir (Henssen, 1957). DNA’larindaki G+C igerigi % 69-78’dir (Lee vd, 2001).

Kemotaksonomik analizler sonucunda bu cinse ait iiyelerin hiicre duvarinin
yapisinda mezo-diaminopimelik asit, arabinoz ve galaktoz bulunurken mikolik asit
bulunmadigi belirlenmistir. Baskin menakinon olarak MK-8(H4) bulundururken
baskin yag asidi izo-dallanmis hekzadekanoik asittir (Park vd, 2008; Huang vd, 2002).

Pseudonocardia cinsine ait olan bazi tiirler biyoaktif sekonder metabolit
tiretmektedir. Li vd (2011), tarafindan yapilan c¢alisgmada Giiney Cin denizinden
SCSIO 01299 ismiyle bir mikroorganizma izole edilmistir. 16S rRNA gen dizi analizi
sonucunda bu mikroorganizmanin Pseudonocardia cinsine ait oldugu bildirilmistir.
Pseudonocardia tiirii tarafindan iiretilen pseudonocardian A ve pseudonocardian B
bilesiklerinin Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC
29212 ve Bacillus thuringensis SCSIO BTO1 patojenlerine karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica {i¢ kanser hiicre hattina (MCF-7-insan meme
kanseri hiicre hatti, NCI-H460-karaciger kanser hiicre hattt ve SF-268-insan glioma

kanser hiicre hatt1) kars1 da sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Li vd, 2011).
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Mangamuri vd (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Pseudonocardia
endophytica tiiriiniin trettigi baz1 sekonder metabolitlerin Gram-pozitif ve Gram-
negatif patojenlere ve funguslara kars1 antimikrobiyal 6zellik gosterdigi ayni1 zamanda
da bazi kanser hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Mangamuri vd, 2015). Ayrica bazi1 Pseudonocardia tiirleri iirettikleri enzimlerle
yeralti sulart i¢in kirletici ajan olabilecek eter igceren bazi organik bilesikleri

pargalayabilme 6zelligine sahiptir (Vainberg vd, 2006).

2.4.7. Saccharothrix cinsi

Sube: Actinobacteria
Sinif: Actinobacteria
Takim: Pseudonocardiales
Aile: Pseudonocardiaceae
Cins: Saccharothrix

Saccharothrix cinsi morfolojik ve fizyolojik olarak birbirleriyle son derece farklilik
gosteren ve gelistikleri kiiltiir ortami {izerinde 0.5-0.7 mm ¢apinda vejetatif hif ve hava
misellerini  olusturabilen iiyelerden olusur. Bu cinsin {iyeleri aerobik

mikroorganizmalardir (Franco ve Labeda, 2014).

Gram-pozitif olup lizozime kars1 direnglidirler ve katalaz pozitiftirler.
DNA’larindaki G+C igerigi % 67-74 oraninda olup (Franco ve Labeda, 2014) bu
cinsin tip tiirii Saccharothrix australiensis DSM 43800 tiiriidiir (Labeda vd, 1984).

Saccharothrix tiirlerinin hiicre duvarinda mezo-diaminopimelik asit, galaktoz,
ramnoz ve iz miktarda mannoz sekeri bulunur. Bu cinsin tanimlanmasinda
fosfatidiletanolamin molekiiliiniin varligi 6nemli bir kriterdir. Cogunlukla MK-9 (Ha)
menakinonu bulundururlar ancak bazi tiirlerde MK-9 (Hs), MK-9 (Hs) ve MK-10 (Ha)

kinonlar1 da bulunabilir (Franco ve Labeda, 2014).

Diger aktinobakteri cinslerinde oldugu gibi bu cinsin bazi tyeleri de
antimikrobiyal 0Ozellik gosteren metabolitler iretebilmektedir. Kim vd (1991)
tarafindan yapilan c¢aligmada Saccharothrix cinsine ait bir mikroorganizmanin
kolsisine direngli KB insan epidermoid kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik aktivite

gosteren Sekothrixide adinda bir makrolid iirettigi belirlenmistir (Kim vd, 1991).
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Zitouni vd (2005), tarafindan yapilan ¢alismada Kuzey Afrika topraklarindan
Saccharothrix tiirleri izole edilmis ve bu tiirlerin irettigi sekonder metabolitlerin
Ozellikleri  degerlendirilmistir.  Yapilan c¢alismalar sonucunda izole edilen
Saccharothrix tiirlerinin M. ramannianus fungusuna kars1 gii¢lii bir antifungal aktivite
gosterdigi bulunmustur. Ayrica bir Saccharothrix tiirliniin izobiitropirrotin ve tiyolutin
antibiyotiklerinin yani sira patojenik bakteri, fungus ve mayalara kars1 antimikrobiyal
aktivite goOsteren ii¢ yeni ditiyopirrolon tiirii antibiyotigi trettigi tespit edilmistir

(Zitouni vd, 2005).

Murakami vd (2001), yaptiklar1 ¢alismada Saccharothrix cinsine ait olan bir
tirtin Ras-bagimli Ba/F3-V12 hiicrelerinde apoptozu indiikleyen ammocidin adinda

bilesik tirettigini bildirilmistir (Murakami vd, 2001).

2.4.8. Streptomyces cinsi

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

Streptomyces cinsi Streptomycetaceae ailesi iginde bulunan, ilk olarak 1943 yilinda
Waksman ve Henrici adl1 bilim adamlari tarafindan tanimlanmis bir cinstir. Bu cins
Gram-pozitif, aerobik, saprofit ve genomik DNA G+C oran1 % 69-78 olan 800’den
fazla tiirden olusmaktadir (Anderson ve Wellington, 2001; Stackebrandt vd, 1997;
Korn-Wendish, 1992).

Bu cinsin iiyeleri genellikle nétral pH (6,5-8)’larda ve 25-35°C arasinda iyi
gelisim gostermektedir. Daha yiiksek ya da daha diisiik sicakliklarda veya daha asidik
ya da bazik ortamlarda yasayan tiyeleri de mevcuttur (Goodfellow vd, 1987; Kim vd,
1996).

Bu tiiriin tiyelerinin karmasik bir yasam dongiisii olup tiremeleri sirasinda yogun
miselyum olustururlar. Streptomyces cinslerinin hava ve subsrat miselyumu ¢ok yogun
dallanma gosterir. Subsrat hifleri 0.5-1 pm capindadir ve vejetatif fazda g¢apraz

duvarlardan yoksundur.
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Biiyiime hif uglarinda meydana gelir ve buna dallanma eslik eder. Hiicreler
yaslandik¢a spor zincirlerinden hava miselyumu da gelisir. Hava miselyumunun
morfolojisi (spor zincirinin yapisi, spor yiizeyi, dallanma sekli v.s.) Streptomyces
tirlerinin siniflandirilmasi i¢in 6nemlidir. Ayrica sporlari radyasyon, sonikasyon,
enzimatik pargalanma ve yiiksek sicakliklara karsi dayaniklidir (Mcbride ve Ensign,
1987).

Bu bakteriler besiyerinde c¢ogalarak koloni olustururlar. Olusan koloniler
baslangicta diiz, yumusak ve dairemsi olurken sonralar1 sert, pamuksu, graniilli,
pudrams1 veya kadifemsi goriilebilir. Ayn1 zamanda bu bakteriler pigment iiretme
yetenegine sahip olup substrat ve hava miseline de rengini verirler. Ayrica ¢oziinebilir

pigment tireten tiyeleri de vardir (Korn-Wendish, 1992).

Genom yapilarina bakildiginda ise Streptomyces cinsi bakteriler yaklasik 8 Mb
uzunlugunda biiyiik bir genom igerirler ve kromozomlari lineer yapidadir (Paradkar
vd, 2003). Cinsin genom ozellikleri ilk kez Streptomyces lividans (Huang vd, 1998)
ve Streptomyces coelicolor (Kieser vd, 1992) tiirlerinin genom analizinin yapilmasiyla
belirlenmigtir. Daha sonra yapilan calismalarla diger tiirlerde de bu ozellikler
dogrulanmistir. Streptomyces genomunda genlerin yerlesimine bakildiginda hayati
olaylardan sorumlu genler lineer kromozomun merkezi kisminda bulunurken sekonder

metabolit iretiminden sorumlu genler u¢ kisimlarda konumlanmistir (Hopwood,

1999).

Streptomyces genomlar1 antibiyotik, anti-tiimér, antiparazitik ve anti-fungal
ozellikte sekonder metabolitlerin sentezinden sorumlu olan ¢ok sayida biyosentetik
gen kiimesi igerir ve bu yiizden Streptomyces tiirleri tip, endiistri, tarim, farmakoloji

alanlarinda oldukga degerli olan bakterilerdir (de Lima Procopio vd, 2012).

Streptomyces tiirleri tarimda yabanci otlarla miicadelede kullanilan herbisitleri
de iiretebilmektedirler. Ornegin; Streptomyces saganonensis tiirii yabanci otlarla
miicadelede kullanilan herbisidin ve herbimisin adinda iki herbisit tiretmektedir.
Anisomisin de Streptomyces sp. tarafindan iiretilen bir herbisit olup bitkilerin klorofil
sentezleme yetenegini yok ederek yenge¢ otu ve genis yaprakli yabani otlarin
biiyiimesini engeller. Bialaphos ise Streptomyces viridochromogenes'in bir metaboliti
olup yabani otlar1 kontrol etmek i¢in kullanilan bir glutamin sentez inhibitoriidiir

(Xiliang, 1994).
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Streptomyces hygroscopicus ise adenozin 5-fosfat deaminaz enziminin
aktivitesini engellemek suretiyle yabani otlara etki eden karbosiklik koformisin ve
hydantocidin bilesiklerini tiretmektedir (Pillmoor, 1998). Ftoksazolin, hidantosidin ve
homoalanosin de Streptomyces tiirlerinden izole edilen, yabani ot biiylimesini kontrol
edebilen diger metabolitlerdir (Yan Chu, 1993).

Streptomyces cinsi bakteriler dogada ¢esitli bolgelerde bulunabilirler. Fakat en
yogun bulunduklar1 habitat topraktir (Lee vd, 2005; Hodgson, 2000).

Bu bakteriler seliilaz, kitinaz gibi ¢esitli hidrolitik enzimler iireterek karbon
dongiistiinde ve topraktaki organik madde kompozisyonun olugmasinda 6nemli rol
oynarlar. Ayrica topraktaki humus olusumundan da sorumludurlar (Anandan vd,
2016).

Aktinobakteriler 10.000 iizerinde biyoaktif sekonder metabolit liretirler ve
bunun yaklasik 7600 tanesini Streptomyces tiirleri iiretmektedir. Streptomyces cinsi
tarafindan tretilen ilk antibiyotik streptothricin olup 1942 yilinda kesfedilmistir
(Waksman ve Woodruff, 1942). Daha sonraki yillarda hizla yeni antibiyotikler
(streptomisin, kloramfenikol, kanamisin v.s.) kesfedilmistir. 1970’lerde ise antibiyotik
kesfi zirveye ulasmistir (Watve vd, 2001; Berdy, 2005). Ancak 1980 ve 1990’larda
ise ayn1 metabolitlerin bulunmasindan dolay1 antibiyotik kesfinde diislis yasanmustir.

Bu yiizden ¢alismalar yeni tiirlerin ve yeni bilesiklerin elde edilmesi yoniine kaymistir
(Watve vd, 2001).
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Sekil 2.3. Antibiyotik kesfinin yillara gére dagilimi
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3. MATARYEL ve METOD
3.1. izolasyonda Kullanilan Toprak Ornekleri

Aktinobakterilerin izolasyonu igin kullanilan toprak 6rneklerinden ikisi Erzurum-Oltu
bolgesinde bulunan, kirmizi ve yesil renkli topraklardan olusan gokkusagi tepeleri
olarak bilinen bolgeden alindi. Diger toprak ornegi ise kirmizi toprak olup Antalya-
Kumluca bélgesinden alindi. Izolasyonda kullanilan 6rneklerin alindigi lokaliteler
Cizelge 3.1’ de verilmistir. Ornekleme bdlgelerinden alinan toprak &rnekleri, steril
plastik posetler icerisinde laboratuvara getirildikten sonra izolasyon islemine kadar

+4°C’de saklandi.

Cizelge 3.1. Izolasyonda kullanilan &rneklerin lokaliteleri

Cografik Koordinatlari
1 40°29°26.7"N

Erzurum-Oltu
41°48°44 9"E

2 40°31'46.5"N
Erzurum-Oltu
41°52'55.8"E

3 36°17'37.4"N
Antalya-Kumluca
30°28'0.39"E

Toprak orneklerinin pH degerleri saturasyon ¢amurunda cam elektrotlu pH-
metre kullanilarak 6l¢lilmiistiir (Reed ve Cummings, 1945). Ayrica toprak drneklerinin

elektriksel iletkenlik degerleri de belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Toprak 6rneklerinin pH ve elektriksel iletkenlik degerleri

pH (Ortalama) Elektriksel Iletkenlik

1 Erzurum-Oltu 1.77 122,3 pus
2 Erzurum-Oltu 7.91 96.73 us
3 Antalya-Kumluca 6.81 42.65 s

3.2. Diliisyon Plak Teknigi ile Aktinobakterilerin izolasyonu

Oda sicakliginda kurutulan toprak ornekleri havanda ezildikten sonra 1 g tartilarak
igerisinde cam boncuk ve steril 9 ml Ringer ¢6zeltisi bulunan tiiplere eklendi.

Boylelikle toprak drnekleri i¢in 101ik soliisyonlar hazirlanmis oldu.
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Daha sonra 10Vlik soliisyonlar toprak kolloidlerine tutunmus olan
mikroorganizmalarin ayrilmast i¢in 30 dk boyunca yavasca calkalandiktan sonra
istenmeyen organizmalarin vejetatif formlarinin neden olabilecegi kontaminasyonlari
azaltmak amaciyla 55°C sicakliktaki su banyosunda 20 dk bekletildi.

Daha sonra 10™’lik tiiplerden seri sulandirma yapilarak toprak érneklerinin 107
Zlik ve 10°*liik diliisyonlar1 hazirlandi. Toprak 6rneklerinin her birinin 10, 102 ve
107 liikk diliisyonlarindan 200 pl alinarak aktinobakteriler icin secici olan 10 farkli
besiyerine ekim yapildi (Cizelge 3.3). Ekim yapilan petriler 28°C’de 40 giin

inkiibasyona birakilarak gelisen kolonilerin tespiti i¢in her giin kontrol edildi.

Cizelge 3. 3. Segici izolasyonunda kullanilan besiyerleri

No Besiyeri Antibiyotik Referans \

1 Ozel besiyeri Cycloheximide (50 upg/ml) (Shukor vd, 2009)
Nalidixic acid (10 pg/ml)
2 Humik asit vitamin Cycloheximide (50 pg/ml) (Hayakawa ve Nonomura,

agar Nalidixic acid (10 pg/ml) 1987)

3 Kusters agar Cycloheximide (50 pg/ml) (Lakshmanaperumalsamy,
Nalidixic acid (10 pg/ml) 1986)

4 Rouf’s agar Cycloheximide (50 pg/ml) @ (Rouf ve Stokes, 1962)
Nalidixic acid (10 pg/ml)

5 R2A medium Cycloheximide (50 upg/ml) (Reasoner ve Geldreich,
Nalidixic acid (10 pg/ml) 1989)

6 ISP3 Nystatin (50 pg/ml), (Shirling ve  Gottlieb,
Nalidixic acid (10 pug/ml) 1966)

7 ISP4 Nystatin (50 pg/ml) (Shirling ve Gottlieb,
Nalidixic acid (10 pg/ml) 1966)

8 SM3 Medium Cycloheximide (50 pg/ml), (Tan vd, 2006)

Nalidixic acid (10 pg/ml),
Nystatin (50 pg/ml),
Rifampicin (5 pg/ml)
9 Czapek-Dox (CD) Cycloheximide (50 pg/ml), (Weyland, 1969)
Nalidixic acid (10 pg/ml)

10  Tripton Yeast Nalidixic acid (10 pg/ml), DSMZ Besiyeri No. 680
Ekstrakt agar (TYG) Nystatin (50 pg/ml)
+ %5 NaCl
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3.3. izolatlarin Saflastirilmasi ve Stoklanmasi

Izolasyon petrilerinde gelisen aktinobakteri kolonileri derimsi, sert, sporlu,
yayilmayan koloni gibi 6zellikleri dikkate alinarak secildi ve izolatlara birer etiket ismi
verildi. Sonra TYG agar (DSMZ Besiyeri No. 680) besiyerine ¢izgi ekim yapilarak
saflastirildi.

TYG agarda iyi gelismeyen izolatlar i¢in N-Z-Amin agar (DSMZ Besiyeri no.
554) besiyeri hazirlandi. Saflastirilan izolatlar TYG agar veya N-Z-Amin agar
ortaminda yogun olarak gelistirildi ve steril %30’luk gliserol (v/v) ¢6zeltisi igerisinde

stoklandi. Stoklanan izolatlar -20°C’de uzun siire muhafaza edilebilmektedir.

Sekil 3.1. Segici izolasyon besiyerlerinde gelisen kolonilerin segilimi

3.4. izolatlarin Renk Gruplarinin Belirlenmesi

Elde edilen tiim izolatlar TYG agar iizerinde 28°C’de 14 giin siireyle gelistirildi. Daha
sonra Inter-Society Colour Council National Bureau of Standarts (ISCC-NBS) colour
Name Charts (United States Department of Commerce, Gaithersberg, Maryland,
U.S.A. 1985) renk katalogu kullanilarak izolatlar hava miseli spor rengine, substrat

misel rengine ve ¢oziiniir pigment rengine gore 41 renk grubuna ayrildi.
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3.5. Molekiiler Taksonomik Yontemler

Molekiiler taksonomik ¢alismalarda kullanilacak test organizmalar1 TYG agar (DSMZ
Besiyeri No. 680) besiyerine ekildi ve 28°C” de 7 giin siireyle inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonrasinda, aseptik kosullarda izolatlardan bir miktar alinarak &ze
yardimi ile 50 ml’lik erlenlerdeki 30 ml Glukoz-Yeast-Malt Extract sivi besiyerine
transfer edildi. izolatlar calkalamali inkiibatorde (Excella, New Brunswick Scientific
Co, Inc, NJ) 28°C’de 7 giin 180 rpm’de gelistirildi. izolatlar gelistikten sonra genomik
DNA izolasyonu i¢in gerekli olan hiicre pelleti elde edildi. Sivi besiyerindeki
kiiltiirlerden 1 ml alinarak steril 1.5 ml’lik ependorflara transfer edildi ve 13000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre pelleti ¢oktiiriildi. Coken hiicre pelletinin
iistiinde kalan s1v1 uzaklastirildi ve yeterli hiicre pelleti elde edilinceye kadar bu islem
tekrar edildi. Daha sonra hiicre pelleti 500 pl steril ddH-O ile 3 kez yikandi. Hiicre
pelletleri DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de tutuldu. Organizmalarin
safligin1 kontrol etmek igin, siv1 kiiltiirden ~50-100 pl alinarak antibiyotik ilavesi
olmayan Glukoz Yeast-Malt Extract Agar ortamina transfer edildi ve inkiibasyona
birakildi.

3.5.1. Genomik DNA izolasyonu

Renk gruplandirmasi sonucu her renk grubundan en az bir tane temsilci olmak {izere
toplam 60 izolat segildi ve bunlarin 43 tanesinin genomik DNA’s1 PureLink®
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) kullanilarak ekstrakte edildi.

Protokol:

1. Hiicre pelleti, 180 pl lizozim sindirim tamponunda siispanse edildi ve kisa

vortekslemeyle iyice karistirildiktan sonra 37°C 'de bir gece bekletildi.
2. 1ki ayr1 su banyosu (veya 1sitict bloku) 37°C ve 55°C sicakliga ayarlandi.
3. 2 ul Tiriton-X ilave edilip pipetaj yapildi ve 30 dk 37°C 'de bekletildi.
4. 20 pl RNaz eklendi ve kisa vortekslemeyle iyice karistirildi.
5. 20 pl Proteinaz K eklendikten sonra kisa vortekslemeyle iyice karistirildi.

6. 200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer (Parcalama/Baglama

Tamponu) eklendi ve kisa vortekslemeyle iyice karistirildi.
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7. 55°C‘de 30 dakika bekletildi.

8. Lizata 200 pul % 96-100'lik etanol eklendikten sonra homojen bir ¢ozelti elde

etmek amaciyla 5 sn vorteksleyerek iyice karigtirildi.

9. PureLink genomik parcalama/baglama tamponu ve etanolle hazirlanan lizat

(yaklasik 640 pl) PureLink spin kolona aktarildi.
10. Kolon oda sicakliginda 10000 x g'de 1 dk santrifiijlendi.

11. Toplama tiipii atildi ve spin kolon temiz bir PureLink toplama tiipiine

yerlestirildi.

12. Kolona, daha 6nceden etanolle hazirladigimiz yikama tamponu 1'den 500 pl

eklendi.
13. Kolon oda sicakliginda 10000 x g'de 1 dk santrifiijlendi.
14. Toplama tiipii atild1 ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi.

15. Kolona, daha 6nceden etanolle hazirladiginiz yikama tamponu 2'den 500 pl

eklendi.

16. Kolon, oda sicakliginda maksimum hizda 3 dk santrifiijlendi ve toplama tiipii

atildu.
17. Spin kolon temiz bir 1.5 ml' lik mikrosantrifiij tiiptine yerlestirildi.

18. Kolona 25-200 pl PureLink genomik ayirma tamponu (Genomic Elution
Buffer) eklendi.

19. Kolon oda sicakliginda maksimum hizda 1.5 dk santrifiijlendi ve boylece saf

hiicre DNA’s1 elde edildi.

20. Saflastirilan DNA -20°C 'de saklandi.

3.5.2. DNA izolasyon kontrolii

Yapilan DNA izolasyonunun kontroliinli yapmak amaciyla geleneksel bir metot olan
agaroz jel elektroforezi kullanildi. DNA 6rnekleri agaroz jel elektroforezinde (% 0,8
agaroz (w/v), 1XTBE, 40 dk, 90 V akim) kontrol edildikten sonra 16S rRNA gen
bolgesinin PCR ile amplifikasyonu gerceklestirildi.
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Agaroz jel elektroforez igin gerekli sollisyonlarin hazirlanisi ve saklama

kosullar1 Ekler kisminda verilmistir.

3.5.3. 16S rRNA geninin PCR amplifikasyonu ve analizi

Genomik DNA izolasyonu yapilan orneklerin 16S rRNA gen bolgesinin PCR
amplifikasyonu i¢in 27F ve 800R evrensel primerleri kullanildi (Cizelge 3.4). PCR
icin GoTaq Hot Start Master Mix (Promega, USA) kullanildu.

Hazirlik asamasinda 50 pl ¢ozelti i¢in 25 ul Hot Start Master Mix, 1 ul 27F
primeri (10 uM), 1 ul 800R primeri (10 uM), 1 ul kalip DNA (~100 ng) ve 22 ul
niikleaz igermeyen su kullanildi. Reaksiyon kosullar1 94°C’de 2 dk (6n denatiirasyon),
95°C’de 1 dk, 55°C’de 1.5 dk, 72°C’de 3 dk (30 dongii) ve 72°C’de 10 dk olarak
gerceklestirildi. PCR amplifikasyon {riinlerinin dizileme islemi hizmet alimi

kapsaminda Macrogen Inc. firmasina yaptirildi.

Cizelge 3. 4. 16S rRNA geninin PCR amplifikasyonunda ve dizilemede kullanilan primerler

Primer Dizi (5’ 3%) Baglanma Kullanim amaci Referans
bolgesi
5 3> | DIZILEME PCR

27F AGAGTTTGATCTG 8 27 X X Lane, 1991
GCTCAG

MG5F | AAACTCAAAGGAA | 907 926 X Chun, 1995
TTGACGG

800R TACCAGGGTATCT | 800 782 X Chun, 1995
AATCC

Cizelge 3. 5. 16S rRNA gen bolgesi PCR reaksiyonu sartlari

Islem Sicakhk Siire (dk) Déngii Sayisi
(W(®)

On denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 95 1 30

Baglanma 55 1.5 30

Uzama 72 3 30

Son uzama 72 10 1

Reaksiyon sonrasi saklama | 4 0 -
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3.5.4. 16S rRNA gen dizi verilerinin analizi ve filogenetik dendrogramlarin

olusturulmasi

Elde edilen 16S rDNA dizi verileri ChromasPro Version 1.7.6 (Technelysium Pty Ltd)
programi kullanilarak hizalandi ve EzBioCloud
( https://www.ezbiocloud.net/resources/16s_download ) sunucusunda bulunan global

hizalama algoritmalar1 kullanilarak, izolatlarin en yakin akraba organizmalarla olan
16S rRNA dizi benzerligi belirlendi. Filogenetik analizler icin MEGA 7.0 paket
programi, hizalama i¢in CLUSTAL W yontemi (Thompson vd, 1994) kullanild:.

Filogenetik agaglarin ¢izilmesinde Neighbour-Joining (Saitou ve Nei, 1987)
algoritmas1 kullanildi. Neighbour-Joining analizinde evrimsel uzaklik matrisi

olusturmak i¢in Jukes & Cantor (1969) modeli kullanildi.

Olusturulan agaglarin topolojileri veri setlerinin 1000 kez tekrar edildigi

bootstrap analizi (Felsenstein, 1985) ile degerlendirildi.

3.5.5. Tiim genom analizi ve biyosentetik gen kiimelerinin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitesi yliksek olan bir izolat tiim genom analizi i¢in secildi ve
genomik DNA’s1 ekstrakte edildi. Genom dizilemenin yapilmasi i¢in hizmet alimi
kapsaminda MicrobesNG firmasina gonderildi. Firma protokoliine gére; DNA miktari
AF2200 plaka okuyucu ile Quantit dSDNA HS deneyi ile dlgiildii. Genomik DNA
kiitiphaneleri Nextera XT kiitiiphane hazirlama kiti (Illumina, San Diego, USA)
kullanilarak hazirlandi. DNA 6l¢timii ve kiitliphane hazirligt Hamilton Microlab
STAR otomatik siv1 tagima sistemi iizerinde gergeklestirildi. DNA kiitiiphanelerinin
Olctimii Kapa Biosystems Kiitliphane Miktar Belirleme Kiti kullanilarak yapildi ve

kiitiphaneler lllumina HiSeq protokolii kullanilarak dizilendi.

Tiim genomu dizilenen organizmanin biyoaktif sekonder metabolit kodlayan gen
kiimeleri AntiSmash sunucusunda (Weber vd, 2015) belirlendi. Ayrica CRISPR/Cas
dizileri CRISPRFinder sunucusunda (http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/Server/) (Grissa

vd, 2007);  antibiyotik  direng  genleri  ResFinder  sunucusunda
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) (Zankari vd, 2012) tespit edildi.
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3.6. Antimikrobiyal Aktivite Testi

3.6.1. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite testi i¢in her renk grubundan en az bir tane olmak tlizere toplam
60 izolat segildi ve segilen izolatlar GYM agar besiyerinde 28°C’de bir hafta siireyle
gelistirildi. Daha sonra steril kiirdan yardimiyla petrilerden bir miktar alinip 100 ml
GYM s1vi besiyerine transfer edilerek 28°C’de 180 rpm’de 15 giin siireyle ¢alkalamali
inkiibatorde biiyiitiildii. Ardindan gelisen kiiltiire mikroorganizma tarafindan iiretilen
sekonder metabolitlerin ¢oziiniir hale gelmesi i¢in 100 ml metanol eklendi ve 1 gece
ayni kosullarda inkiibasyona birakildi. Kontrol ekim amaciyla 100 pl kiltiir alinip
GYM agar yiizeyine yayildi. Temiz kiiltiirler 250 m1’lik ayirma hunisine aktarildi ve
faz ayrimi olusuncaya kadar beklendi. Ust fazdan 100 ml alinip balon jojelere
aktarilarak 50°C’de evaporatorde uguruldu. Balon joje igerisindeki kalinti 5 ml
DMSQ’da ¢oziildii ve steril ependorflara alinarak -20°C’de saklandi.

3.6.2. Test patojenlerinin hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite testi i¢in kullanilan patojen mikroorganizmalar (Cizelge 3.6)
ilk olarak Nutrient (Merck) agar besiyerinde 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin
agar yiizeyinden bir miktar organizma alinarak 30 ml Nutrient siv1 besiyerine (Merck)
transfer edildi ve ayni inkiibasyon kosullarinda gelistirildi. Gelisen kiiltiirden 1 ml
alind1 ve steril ringer ¢ozeltileri kullanilarak patojen mikroorganizmalarin yogunlugu
0.5 McFarland (108 CFU/mI) olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra 0.5 McFarland
bulanikligindaki patojen siispansiyonundan 200 pl alindi. Mueller Hilton agar-MHA
(Oxoid) ve Sabouraud % 4 Dekstroz Agar-SDA (Merck) besiyeri yiizeyine yayma
ekim teknigi ile ekildi.
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Cizelge 3.6. Antimikrobiyal aktivite testinde kullanilan patojen mikroorganizmalar

No Patojen adi Gelisim Gelisim besiyeri
sicaklig
1 Bacillus subtilis ATCC 6633 37°C  Mueller Hilton Agar (MHA)
2 Enterococcus faecalis ATCC 29212 37°C  Mueller Hilton Agar (MHA)
3 Staphylococcus aureus ATCC 25923 37°C  Mueller Hilton Agar (MHA)
4 Escherichia coli ATCC 25922 37°C  Mueller Hilton Agar (MHA)
5 Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 37°C  Mueller Hilton Agar (MHA)
6 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  37°C  Mueller Hilton Agar (MHA)
7 Salmonella enterica ATCC 13311 37°C  Mueller Hilton Agar (MHA)
8 Listeria Monocytogenes 37°C  Mueller Hilton Agar (MHA)
9 Candida albicans ATCC 10231 25°C  Sabouraud Dekstroz Agar
(SDA)
10  Aspergillus niger ATCC 16404 25°C  Sabouraud Dekstroz Agar
(SDA)

3.6.3. Disk Difiizyon Metodu

Antimikrobiyal aktivite testi i¢in disk difiizyon yontemi (Bauer vd, 1966) kullanildi.
Elde edilen ekstraktlar aseptik kosullar altinda steril disklere 40 pl emdirildi. Ardindan
diskler patojen inokiile edilmis petriye bir petride kontrol diskleri ile beraber 6 disk
olacak sekilde yerlestirildi ve patojen bakteriler 37°C’de bir gece, maya ve fungus
patojenleri ise 25°C’de iki gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin kumpas yardimiyla

zon caplar olgiildi.

Aspergillus niger ATCC 16404 i¢in pozitif kontrol olarak Amfoterisin B (5
mg/ml) kullanilirken diger test patojenleri igin Kloramfenikol (50 pg/ml) antibiyotik
diski kullanilmistir. Negatif kontrol iginse 40 ul DMSO emdirilmis disk kullanilmistir.

Antimikrobiyal aktivite testi sonuglar1 Microsoft Excel programinda grafiklerle

sematize edildi.

3.7. Ekstraktlarin  Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MIiK)

Belirlenmesi

Mikrobiyal iiremeyi inhibe etmek i¢in gerekli minimum madde miktarma Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) denir. MiK degerlerinin belirlenmesi igin 96’lik
mikroplakalarda sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilmustir. ilk olarak kuyucuklara
Nutrient sivi besiyerinden (Merck) 100 pl eklendi. Daha sonra ham oziitler % 2

oraninda olacak sekilde seyreltildi ve ilk kuyucuga 100 pl 6ziit koyuldu.
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Ardindan besiyeri + 6ziit karisimindan 100 pl alinarak diger kuyucuga aktarildi.
Son kuyucuga kadar tekrarland1 ve boylece seri diliisyonlar yapildi.

Ardindan, besiyeri-6ziit karisimina her bir kuyucukta 1-5x10° yogunlugundaki
mikroorganizma olacak sekilde 100 puL mikroorganizma siispansiyonundan eklendi.

Bu islem her 6ziit i¢in ayr1 ayr1 yapildi.

Mikroplakalar 37°C sicaklikta 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
siiresinin sonunda sonuglar kuyucuklardaki bulaniklik gozlemi ile degerlendirildi.
Bulanikligin olusmadign ilk kuyucuktaki o6ziitiin derisimi MIK degeri olarak
kaydedildi.

Deneyde pozitif kontrol ve negatif kontrol gruplart da kullanilmis olup iki

tekrarli olarak yapilmustir.

3.8. Sitotoksik Aktivite Testi

Sitotoksik aktivite testi icin MTT yontemi  (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir) (Mosmann, 1983) kullanildi. Ekstraktlarin AR42J

pankreas kanseri hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik aktivitesi tespit edildi.

3.8.1. AR42J kanser hiicrelerinin stoktan alinarak cogaltilmasi

Dondurulmus hiicrelerin bulundugu kriyojenik vialler -80°C’den alinarak 37°C’lik su
banyosunda hizlica ¢oziildii. Coziinen hiicreler 15 ml’lik falkona alinarak iizerine 10-
12 mL %10 fetal sigir serum (FBS) igeren Dulbecco's Modified Eagle's besiyeri
(DMEM) eklendi ve 1200 rpm’de 5 dk santifiiriij yapildu.
Siipernatant dokiilerek pelletin iizerine bir miktar besiyeri eklendi ve pastor pipeti ile
al-ver yapilarak pelletin ¢oziilmesi saglandi.

Falkondaki tiim hiicreler T25 flask icerisine alinarak tizerine %10 FBS, %1
penisilin-streptomisin, flukanazol ve yiiksek sekerli DMEM igeren iiretme

besiyerinden 6 ml eklendi ve 37°C’lik %5 COz igeren etiivde inkiibasyona birakildi.

3.8.2. AR42J Kkanser hiicrelerinin pasajlanmasi

Hiicreler konfluent hale geldikten sonra flasktaki besiyeri dokiildi. 1X’lik PBS’den
(PAN-Biotech), 3-5 ml alinarak flaska eklendi, ters yiiz edildi, flask bosaltildu.
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1-1.5 ml tripsin-EDTA alinarak flaskin hiicrelerin oldugu yiizeyine dokiildii.
Hiicrenin bulundugu tiim yiizeye yayilmasi saglandi. Flask kapatilarak 37°C’lik %5
COg igeren etiive kaldirild1 ve 5 dk inkiibe edildi.

Daha sonra flask igerisindeki tiim tripsin-hiicre karisimi alinarak 15 ml’lik steril
falkona koyuldu. 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant dokiildii. Hiicre
peletinin iizerine 3 ml iiretme besiyeri eklendi ve al-ver yapilarak pellet ¢6ziildi.

Co6ziinmiis hiicre siispansiyonundan 0.5-1 ml alinarak yeni flaska koyuldu ve
tizerine 5 mL {iretme besiyeri eklendi. Flask kapatilarak 37°C’lik %5 CO2 igeren

etlivde hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in inkiibasyona birakildu.

3.8.3. Mikroplakalara hiicre ekimi yapilmasi

Konfluent olmus AR42J hiicrelerini toplamak amaciyla flask ic¢indeki besiyeri
bosaltildi. Flaska 3-5 ml PBS eklenerek yikama yapildiktan sonra hiicreleri flask
yiizeyinden ayirmak i¢in 1-1.5 ml tripsin- EDTA eklenerek 2-3 dk 37°C’lik %5 CO2
iceren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda tiim hiicreler 15 ml’lik
falkona alinarak 1200 rpm’de 5 dk santifiirlij yapilarak ¢oktirtldi. Pellet 2-3 ml
besiyerinde ¢o6ziildii. Daha sonra hiicre sayimi1 yapmak i¢in 1:1 oraninda hiicre-tripan
mavisi (Sigma Aldrich) karisimi hazirland1 ve Thoma laminda hiicre sayimi yapilda.
Ardindan mikroplakada her bir kuyucukta ne kadar hiicre olmasi isteniyorsa iiretme
besiyeri kullanilarak pelletten seyreltme yapildi. Uygun hiicre yogunlugu
ayarlandiktan sonra her kuyucuga 100 pl hiicre eklendi. Hiicrelerin flask yiizeyine
yapismasi i¢in 4-5 saat inkilibasyona birakildi. Ardindan test edilecek ekstraktlar

kuyucuklara eklendi.

3.8.4. MTT analizi

MTT heterosiklik yapida organik bir tetrazolyum tuzudur. Tetrazolyum tuzlarinin
elektron alarak indirgenmeleri sonucu formazan molekiilleri olusur ve bu da renk
degisikligini beraberinde getirir. Tetrazolyum halkasi ancak aktif mitokondri
tarafindan kirilabilir ve boylece renk reaksiyonunu yalnizca canli hiicreler meydana
getirebilir. Olii hiicreler ise tetrazolyum bilesiklerini indirgeme yeteneklerini kaybeder

ve herhangi bir renk degisimine neden olmaz (Gerlier ve Thomasset, 1986).
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Bu degisimin in vitro ortamda yalnizca canli hiicreler tarafindan yapilabilmesi,
tetrazolyum bilesiklerini biyolojik anlamda oldukc¢a 6nemli kilmistir. MTT, pozitif
yiiklii bir bilesik olup, 6karyot hiicrelerin membranini kolaylikla gecerek hiicre i¢inde
indirgenebilir. Ancak indirgenme sonucu olusan formazan, suda ¢6ziinmez niteliktedir
ve dolayisiyla hiicre i¢inde kristal seklinde ¢okelmektedir. Canli hiicreler MTT
bilesigini indirgeyip formazana doniistiiriirler ve renk degisimi meydana gelir. Bu renk
degisimi spektrofotometrik yontemle Olgiilerek canli/6li hiicre sayisi belirlenir

(Gerlier ve Thomasset, 1986).

MTT analizinde AR42] hiicreleri 4-5 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda flask
yiizeyine tutunduktan sonra ekstraktlarin % 4’lik diliisyonlar1 iiretme besiyeri
kullanilarak hazirlandi. Her kuyucuga 100 pl % 4°liik ekstrakt ilave edildi ve seri
diliisyonlar yapildi. 72 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
mikroplakalar alinarak her kuyucuga 10 pl MTT ilave edildi. Mikroplaka 37°C’de, %5
CO; igeren etiivde 3.5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki besiyeri
bosaltilarak kuyucuklara 100 pL steril DMSO eklendi. Mikroplakalar 1sik gérmemesi
icin aliiminyum folyo ile sarilarak, oda 1sisinda, calkalayicida diisiik hizda 30 dk
calkalandi. Mikroplakalardaki her bir kuyucugun spektrofotometrede 570 nm dalga
boyundaki absorbansi Olgiildii. Sonuglar kontrol kuyucuklar1 referans alinarak
Microsoft Excel programinda degerlendirildi. MTT sitotoksisite deneyi her ekstrakt

icin tger kez tekrar edildi.
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4. BULGULAR

4.1. zole Edilen Aktinobakteri Suslar

Erzurum ve Antalya illerinden alinan toprak orneklerinden, ¢izelge 3.3’te gosterilen
10 farkl segici besiyeri kullanilarak toplam 340 izolat elde edildi. Bu izolatlardan 121
tanesi Erzurum-Oltu bolgesindeki gokkusagi tepelerinden alinan kirmizi toprak (1.
Toprak) 6rneginden, 98 tanesi ise yesil toprak (2. Toprak) érneginden izole edilmistir.
Antalya-Kumluca bolgesinden alinan toprak oOrneginden (3. Toprak) ise 121
aktinobakteri izole edilmistir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3).

Cizelge 4.1. Erzurum-Oltu bolgesinden alinan 1.toprak 6rneginden izole edilen suslar

IZOLAT BESIYERI TOPRAK LOKALITE
ORNEGI

AS1H, AS11H, AS13H, AS14H,
AS16-1H, AS18H, AS2H, AS20H, .. y
AS21H.  AS22H AS23H. AS24H. ISP4 (A) 1. Toprak (S) Erzulrum—OItu, Gokkusagt
AS4H, AS5H, AS6H,AS9H tepeleri
BS2H, BS3H, BS4H, BS5H, BS7H, ISP3 (B) 1. Toprak (S)  Erzurum-Oltu, Gokkusagi
BS8H tepeleri
CS10H, CS11H, CS14H, CSi15H,
CS16H, CS17H, CS18H, CS19H, . -
CS2H, CS20H, CS21H, CS22H CS23H. Czapek Dox (C) 1. Toprak (S) Erzulru_m-Oltu, Gokkusagi
CS24H, CS25H, CS25-AH, CS3H, i
CS4H, CS5H, CS6H, CS7H, CS8H,
CS9H
FS1H, FS10H, FS2H, FS3H, FS4H, Rouf’s Medium 1. Toprak (S) Erzurum-Oltu, Gokkusagi
FS5H, FS6H, FS7H, FS8H, FS9H (F) tepeleri
HS3H Humik Asit 1. Toprak (S) Erzurum-Oltu, Gokkusagi

Vitamin Agar tepeleri

(H)

KS10H, KS11H, KS12H, KS13H, Kuster’s Agar 1. Toprak (S)  Erzurum-Oltu, Gokkusag
KS14H, KS16H, KS17H, KS18H, (K) tepeleri
KS20H, KS21H, KS3H, KS4H, KS5H,
KS6H, KS7H, KS8H, KS9H
MS1H, MS10H, MS11H, MS12H SM3 Medium 1. Toprak (S) Erzurum-Oltu, Gokkusagi
MS2H, MS3H, MS7H, MS8H, MS9H (M) tepeleri
RS1H, RS10H, RS11H, RS12H,
RS13H, RS14H, RS15H, RS17H, . .. -
RS2H, RS20H, RS21H, RS3H, RS5H. R2A héedlum 1. Toprak (S) Erzulru_m-Oltu, Gokkusagt
RS6H. RS8H, RS9H (R) tepeleri
TS1H, TS11H, TS13H, TS14H, TYG+%5 1. Toprak (S) Erzurum-Oltu, Gokkusagi
TS2H,TS3H, TS4H, TS6H, TSO9H NaCl (T) tepeleri
XS10H, XS11H, XS12H, XS13H, Modifiye 1. Toprak (S) Erzurum-Oltu,  Gokkusagi
XS14H, XS15H, XS3H, XS4H, XS6H, Besiyeri tepeleri

XS7H, XS8H, XS9H
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Cizelge 4.2. Erzurum-Oltu bdlgesinden alinan 2. toprak 6rneginden izole edilen suslar

IZOLAT BESIYERI TOPRAK LOKALITE
ORNEGI
AG1H, AG10H, AG11H, AG12H,
AG13H, AG14H, AG16H, AG17H, Erzurum-Oltu,
AG18H, AG19H, AG20H, AG21H, 1SP4 (A) 2. Toprak (G) Gokkusagn
AG23H, AG3H, AG5H, AGT7H, tepeleri
AG8H, AGOH
BG1H, BG10H, BG11H, BG12H, ISP3 (B) 2. Toprak (G) Erzurum-Oltu,
BG3H, BG4H, BG7H, BG8H, BG9H Gokkusag
tepeleri
CG2H, CG4H, CG5H, CG6H, CG7H, Czapek Dox (C) 2. Toprak (G) Erzurum-Oltu,
CG8H,CGY9H Gokkusagi
tepeleri
FG1H, FG3H, FG4H, FG5H, FG6H, Rouf’s Medium (F) 2. Toprak (G) Erzurum-Oltu,
FGTH, FG8H Gokkusagt
tepeleri
HG1H, HG15H, HG5H, HG6H Humik Asit Vitamin 2. Toprak (G) Erzurum-Oltu,
Agar (H) Gokkusagi
tepeleri
KG1H, KG10H, KG13H,KG14H, Erzurum-Oltu,
KG15H, KG16H, KG17H, KG18H, , Gokkusag
KG19H, KG2H, KG20H, KG21H, Kuster’s Agar (K) 2. Toprak (G) tepeleri

KG3H, KG5H, KG6H, KG7H, KG8H,
KG9H

MG1H, MG2H, MG3H, MG4H,
MG5H, MG6H, MG7H, MG8H,
MG9H

RG1H, RG10H, RG11H, RG12H,
RG13H, RG14H, RG15H, RG16H,
RG17H, RG2H, RG4H, RG5H, RG6-
1H, RG6-2H, RG7H, RG8H

TG1H, TG4H

XG1H, XG2H, XG3H, XG4H, XG6H,
XGT7H, XG8H

SM3 (M)

R2A Medium (R)

TYG + % 5 NaCl (T)

Modifiye Besiyeri (X)

2. Toprak (G)

2. Toprak (G)

2. Toprak (G)

2. Toprak (G)

Erzurum-Oltu,
Gokkusagi
tepeleri

Erzurum-Oltu,
Gokkusagi
tepeleri

Erzurum-Oltu,
Gokkusagi
tepeleri

Erzurum-Oltu,
Gokkusagi
tepeleri
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Cizelge 4.3. Antalya-Kumluca bdlgesinden alinan 3. toprak drneginden izole edilen suslar

iZOLAT

BESIYERIi

TOPRAK
ORNEGI

LOKALITE

AK10H, AK11H, AK12H, AK13H,
AK14H, AK16H, AK17H, AK19H,
AK20H, AK21H, AK23H, AK24H,
AK25H, AK26H, AK3H, AKA4H,
AK5H, AK9H

BK11H, BK17H, BK18H, BK2H,
BK4H, BK5H, BK6H, BK7H, , BK9H

CK1H, CK10H, CK2H, CK4H
CK6H, CK7H, CK8H, CK9H

FK1H

HK13H, HK14H, HK15H, HK18H,
HK19H, HK2H, HK20H, HK22H,
HK3H, HK5H, HK6H, HK7H, HK8H,
HK9H

KK1H, KKI10H, KK13H, KK15H,
KK17H, KK18H, KK2H, KK20H,
KK21H, KK22H, KK24H, KK3H,
KK4H, KK8H

MK1H, MK10H, MK11H,MK12H,
MK13H, MK15H, MK16H, MK17H,
MK18H, MK2H, MK20H, MK25H,
MK27H, MK29H, MK3H, MK30H,
MK31H, MK32H, , MK33H, MK34H,
MK35H, MK36H, MK37H, MK38H,
MK39H, MK4H, MK40H, MKA40-
AH, MK41H, MK42H, MKA43H,
MK44H, MK5H, MK7H, MK8H,
MK9H

RK4H
TK1H, TK2H, TK3H

XK1H, XK10H, XK11H, XK12H,
XK14H, XK16H, XK17H, XK18H,
XK19H, XK2H, XK20H, XK21H,
XK22H, XK4H, XK5H, XK7H,
XK9H

ISP4 (A)

ISP3 (B)

Czapek Dox (C)

Rouf’s Medium (F)

Humik Asit Vitamin
Agar (H)

Kuster’s Agar (K)

SM3 (M)

R2A Medium (R)
TYG + % 5 NaCl (T)

Modifiye Besiyeri
X)

3. Toprak (K)

3. Toprak (K)

3. Toprak (K)

3. Toprak (K)

3. Toprak (K)

3. Toprak (K)

3. Toprak (K)

3. Toprak (K)
3. Toprak (K)

3. Toprak (K)

Antalya-Kumluca

Antalya-Kumluca

Antalya-Kumluca

Antalya-Kumluca

Antalya-Kumluca

Antalya-Kumluca

Antalya-Kumluca

Antalya-Kumluca

Antalya-Kumluca

Antalya-Kumluca
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Her bir lokaliteden elde edilen tiim izolatlar TYG besi ortaminda yogun bir
sekilde gelistirildi ve morfolojik 6zellikler, substrat miselyum rengi, spor rengi ve
¢oziinebilir pigment iiretimi gibi 6zellikler goz oniine alinarak 41 renk grubuna ayrildi

(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. 1zolatlarin renk gruplandirmasi

izolatlar Gelisimi Spor  Substrat Céziiniir

Rengi  Miselyum Pigment
Rengi Rengi

1. KS12H, XG3H, CS10H, RG11H, MS10H, +++ Beyaz Krem =
KG20H, MK31H, KG6H, XG4H, FS3H,
BS8H, AGI13H, RS5H, FS2H, RG14H,
XS11H, XG2H, AG11H, KG2H, MS2H,
TK2H, AG12H, BS3H, RG6-1H, AG18H

2. CK6H, MK9H, KK17H, XS8H, MK16H, +++ - Acik krem -
KK24H, HK6H, KK18H, BK6H, KK10H,
MK32H, MK40H, MK17H, MS9H, KK15H

3. CK9H, MK11H, XG6H, AK13H, AK9H, +++ - Acik Kahverengi
MK44H, MG3H, AK26H, KG1H, MG1H, kahverengi
BG1H, AG9H, MK27H, BK4H, TK3H,
XK2H, AG1H, HK19H, BK18H, MK1H,
MK18H, RG8H, KK8H, AK5H, KK21H,
XG8H, MK41H, HK18H, RG10H, MK8H,
RS8H, XK22H, FG1H, KK22H

4, MG5H, XK19H, BG8H, BG10H, AG16H, +++ - Agik sar1 -
RS21H, MG4H, XK12H, BK17H, BG12H,
MK40-aH, HK7H, FG6H, BK9H, AG8H,
AGI10H

5. HG1H, RG12H, KS17H, TK1H, KK2H, st = Agik sar1 =
AS16-1H, AK16H, CG4H, AS11H, AG7H,
KS8H, AK25H, HK5H, KK1H, KK13H,

AK17H
6. RG4H, AK3H, XK21H, KG16H +++ - Agik krem Agik
turuncumsu
7. KG10H, FG5H, RG15H, KK20H ++ - Cok agik -
sar1
8. CS4H, AS14H, CG5H, HG15H, CS12H +++ - Koyu sar1 Kahverengi
9. CS3H, RS1H, MS12H +++ - Agik krem -
10. CK7H, BG3H T+ . Sart _
11. CG8H, HK22H, HK20H, CG6H, MK12H, +++ - Agik sar1 -
KG17H
12. XG1H, CK10H, XS15H, RK4H +++ - Agik krem -
13. AS23H, CK1H, KG15H KS5H, AG17H +++ - Agik krem -
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Cizelge 4.4. izolatlarin renk gruplandirmasi (devam)

14,

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

izolatlar

AK12H, BK11H

CS24H, AG20H, BS7H,
CGY9H, FSI10H, HK2H,
RS13H, CS22H, AS22H,
CS25-aH, CS25H, RG17H

AS24H, KS21H

KS6H,  XS9H,  TS3H,
CS15H, CS19H, CS17H,
HG5H, CS20H, ASS5H,
XS7H, AS13H

MK37H, MK42H, AK19H,
FK1H, AKI10H, XK7H,

CK8H, MK25H, CK4H

RG6-2H, BGY9H, AGSH,
MK5H, MK34H, XK4H,
XK16H, BK2H, CS1H,
XK17H, MG2H, XGT7H,
BK5H, XK20H, BG11H

RS11H, RS10H

AK21H,
AG3H

FG7H

CG2H, CS8H,

AS21H
CS23H

HKOH
TS6H, TS11H, RS17H

KS18H, KS4H, CS9H,
XS4H

TG1H, TG4 H

AK11H

MG6H, AGI19H, KG18H,
AG23H, MGT7H AG21H,
FG8H, MG9H, MG8H

XS12H, KGI19H, AS20H,
XS14H, CS11H, KS20H

RS3H, RG7H, RS14H,
AG14H, RG2H, RGI16H,
KG21H, RG13H, KG13H,
FS1H

KG3H, AK20H, FG3H

Gelisimi

+++

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++
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Spor Rengi

Beyaz

Gri-Beyaz

Gri

Gri-Beyaz

Gri

Beyaz

Substrat

Miselyum
Rengi

Koyu sar1

Turuncu-siyah

Agik turuncu

Agik sart

Yesilimsi

Turuncumsu

Kahverengi
Acik kahverengi
Koyu

kahverengi

Pembe

Koyu
kahverengi

Bej
Kahverengi
Kahverengi
Kahverengi

Mor

Koyu
kahverengi

Agik turuncu

Acik sart

Krem

Coziiniir
Pigment
Rengi

Sarims1
kahverengi

Acik yesil

Acik
turuncu

Agik
kahverengi

Acik
kahverengi

Koyu bej

Acik
kahverengi

Kahverengi

Acgik
kahverengi

Mor

Kahverengi

Turuncumsu
Sar1



Cizelge 4.4. izolatlarm renk gruplandirmasi (devam)

izolatlar Gelisimi  Spor Rengi Substrat Céziiniir
Miselyum Pigment

Rengi Rengi

34. MK36H, MK29H, +++ - Koyu kahverengi Sarimsi
MK30H, MK35H, kahverengi

MK4H, XK11H, XS10H,
MK13H, MK3H, XK1H,
MK39H, BG7H, RG5H,

HK3H, AK14H, MK2H,

XK14H, MK33H, KK3H,
BK7H, MK10H, HK15H,
XK18H, HK13H, AS9H

35. MK15H, MK38H +++ - Siyahimsi Kahverengi
MK43H, XK5H, CK2H, kahverengi
MK7H, HK14H, HK8H,
MK20H, AK4H, XK10H,

XK9H

36. KGOH, KG14H, AS18H, ++ = Agik krem =
KG7H, AG6H

37. TS4H, MS1H, FS4H, +++ Gri Krem -

KS14H,CS16H, CS21H,
KS9H, FS7H, CS14H,
CS5H, MS11H BS5H,
FS8H, TS14H, XS3H,
AS2H, FS9H, CS2H,
RS6H, FS5H, RS9H,
RS20H, XS13H, KS3H,
AS1H, CS18H, KS13H,
BS4H, KS11H, KS7H,
HS3H, MS7H, MS3H,
MS8H, RS2H, XS6H,

CG7H, TS1H
38. TS9H, RS12H, AS6H, +++ Gri-Beyaz Acik krem -
RS15H
39. KS10H, BS2H +++ Gri Kahverengi Sarimsi
kahverengi
40. FG4H +++ Beyaz Koyu sar1 Sar1
41. CS7H, KG5H, HG6H, +++ - Krem -

BG4H, TS2H, KS16H,
AS4H, AK23H, FS6H,
AK24H, TS13H, RG1H,
CS6H, KG8H, KK4H
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Streptomyces sp. AK11H Nonomuraea sp. HK9H

Pseudonocardia sp. KG21H Nonomuraea sp. FG8H

Sekil 4.1. izolatlara ait petri goriintiileri
4.2. DNA izolasyonu ve Jel Elektroforezi ile DNA’larin Goriintiilenmesi

Izolatlarin tanimlanmas1 amaciyla her renk grubundan bir tane izolat secildi ve 43
izolatin genomik DNA’s1 PureLink® Genomic DNA Mini Kiti (Invitrogen)
kullanilarak ekstrakte edildi. Genomik DNA 6rnekleri agaroz jelde (% 0,8 agaroz
(w/v), IXTBE, 40 dk, 90 V akim) yiiriitiildii ve UV altinda goriintiilenerek (Chemidox)
DNA izolasyonunun kontrolii saglandi.
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4.3. 16S rRNA Gen Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu ve 16S rRNA Gen Dizi
Analizi

Se¢ilen 43 organizmanin 16S rRNA kodlayan gen bolgeleri 800R ve 27F (Lane, 1991)
evrensel primerleri kullanilarak MyGenie96 (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block,
Korea) cihazinda ¢ogaltildi. PCR iiriinlerinin baz dizilimi, ti¢ primer (800R, 27F ve
MG5F) kullanilarak Macrogen Inc. firmasinda hizmet alimi ile belirlendi. Elde edilen
16S rRNA gen dizileri, EzBioCloud sunucusu kullanilarak veritabanlarindaki en yakin

akraba tiirlerin dizi verileri ile karsilastirildi ve % benzerlikleri belirlendi.

Sekil 4.2.  Izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi PCR iiriinlerinin % 0,8’lik agaroz jeldeki
gorilintiisii 1: FG8H, 2:XS8H, 3:XS4H, 4:XS13H, 5:RG8H, 6:CG5H, 7:FG5H,
8: HK15H

4.4. Filogenetik Karakterizasyon

Filogenetik analizler icin MEGA 7.0 paket programi kullanildi. Neighbour-joining
algoritmasi kullanilarak test izolatlarinin 16S rRNA gen dizisine dayali filogenetik

agaclar ¢izildi (Saitou ve Nei, 1987).

Neighbour-Joining analizinde evrimsel uzaklik matrisi olusturmak i¢in Jukes &
Cantor (1969) modeli kullanildi. Olusturulan agaclarin topolojileri veri setlerinin 1000

kez tekrar edildigi bootstrap analizi (Felsenstein, 1985) ile degerlendirildi.

4.4.1. Arthrobacter cinsi

16S rRNA gen bolgesinin dizi analizine gore; Erzurum-Oltu bélgesindeki Gokkusagi
tepeleri olarak bilinen bolgeden alinan kirmizi toprak 6rneginden izole edilen AS21H
izolat1 Arthrobacter cinsinin bir iiyesidir. Bu izolatin 16S rRNA NCBI GenBank

numarasi ve en yakin tip tiirleriyle dizi benzerlik oran1 Cizelge 4.5te verilmistir.
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Cizelge 4.5. Arthrobacter cinsine ait izolatin GenBank numarasi, 16S rRNA gen dizi
benzerligine gore en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlar

Izolat No Genbank En yakin tip tiirii Benzerlik TFarIk /

(%) oplam
No (nt)

Arthrobacter ruber MDB1-427 99.43 8/1398

Arthrobacter agilis DSM 205507 99.37 9/1426
AS2IH - MN239847  arthrobacter echini AM23T 99.02 14/1426
Arthrobacter pityocampae Tp2" 98.65 18/1337
SMTK _s SLN-3 97.95 29/1416

Neighbour-joining yontemine gére olusturulan filogenetik agagta Arthrobacter
echini AM23T tip tiirii ile yakin kiimelenen Arthrobacter sp. AS21H izolat1 en yakin
tip tiirii olan Arthrobacter ruber MDB1-427 ile % 99,43 dizi benzerligi ve 1398
pozisyonda 8 niikleotit farkliligi géstermektedir (Sekil 4.3).
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Arthrobacter koreensis CA15-8 (AY116496)
Arthrobacter luteolus NBRC 107841 (BCQM01000025)

Arthrobacter citreus DSM 20133 (X80737)

Arthrobacter gandavensis R 5812 (AJ316140)
Arthrobacter saudimassiliensis 11W110-air (HG931344)
93 r Paenarthrobacter aurescens NBRC 12136 (BJMD01000050)

Paenarthrobacter nitroguajacolicus G2-1 (AJ512504)
I_— Paenarthrobacter ilicis DSM 20138 (X83407)
Paenarthrobacter nicotinovorans DSM 420 (X80743)

Arthrobacter alkaliphilus LC6 (AB248527)

Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117(FNKH01000002)

7 Pseudarthrobacter equi IMMIB-L-1606 (LT629779)

Pseudarthrobacter defluvii 4C1-a (AM409361)
95 =Pseudarthrobacter niigatensis LC4 (AB248526)

Arthrobacter pokkalii P3B162 (KM507333)

93

_|:Arthrobacter nitrophenolicus SJCon (AOFD01000111)
77 Arthrobacter pascens DSM20545 (X80740)

Arthrobacter parietis LMG 22281(AJ639830)
Arthrobacter tecti LMG 22282 (AJ639829)

90

Arthrobacter subterraneus CH7 (DQ097525)
Arthrobacter tumbae LMG 19501 (AJ315069)

Arthrobacter flavus JCM 11496 (AB537168)
Arthrobacter methylotrophus (AF235090)

Arthrobacter pityocampae Tp2 (EU855749)
Arthrobacter sp. AS21H

Arthrobacter echini AM23 (KJ789956)
Arthrobacter agilis DSM 20550 (X80748)
Arthrobacter ruber MDB1-42 (JX949648)

Mycobacterium smegmatis ATCC 19420 (AJ131761)

0.01

Sekil 4. 3. Arthrobacter cinsine ait izolatin 16S rRNA gen dizi analizine dayal filogenetik
iligkilerini gosteren dendrogram neighbour-joining algoritmasina gore ¢izildi.
Agagta, % 50’nin lizerinde olan dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri
verildi ve bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon degisimi
0.01’tir.
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4.4.2. Leifsonia cinsi

Antalya-Kumluca bolgesinden alinan toprak orneginden izole edilen KK3H susu

Leifsonia cinsine aittir. Bu izolatin 16S rRNA geni i¢in NCBI GenBank numarasi ve

en yakin tip tiirleri ile olan benzerligi Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Leifsonia cinsine ait izolatin GenBank numarasi, 16S rRNA gen dizi

benzerligine gore en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlari

izolat No Genbank En yakin tip tiirii Benzerlik
(%)
No
Leifsonia poae VKM Ac-14017 93.80
Leifsonia lichenia 2Sb™ 93.73
KK3H MN239865 . . .
Leifsonia soli TG-S2487 93.59
Leifsonia shinshuensis JCM 105917 92.81
Leifsonia aquatica ATCC 14665" 92.45

Fark/

Toplam

(n)
87/1404
88/1404
86/1341
101/1404
106/1404

Leifsonia cinsine ait olan KK3H susu Leifsonia poae VKM Ac-1401 tip tiirii ile

% 93,80 dizi benzerligi ve 1404 pozisyonda 87 niikleotit farkliligi gostermektedir.

Neighbour-joining yontemine gore olusturulan filogenetik agacta en yakin tip

tirleriyle ayr1 bir kiime olusturmaktadir (Sekil 4.4).
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Leifsonia kafniensis KFC-22 (AM889135)

ryobacterium tepidiphilum NEAU-85 (RDSROlOOOOZG)

51 Leifsonia psychrotolerans LI1 (GQ406810)

LMMR s Leaf264 (LMMR01000004)

Leifsonia flava SYP-B2174 (SPQZ01000013)

Okibacterium fritillariae VKM Ac-2059 (FUZP01000004)
85

70

4 Agrococcus jenensis DSM 9580 (NR026275)

Herbiconiux ginsengi CGMCC 4.3491 (jgi.1076294)

Herbiconiux moechotypicola RB-62 (FJ828659)

Leifsonia bigeumensis MSL-27 (EF466124)

Rudaibacter terrae 5GHs34-4 (JQ639054)

Diaminobutyricibacter tongyongensis KIS66-7 (JX876865)

Leifsonia lichenia 2Sb (AB278552)
Leifsonia soli TG-S248 (EU912483)
eifsonia shinshuensis JCM 10591(DQ232614)

Leifsonia xyli subsp. cynodontis DSM 46306 (CP006734)

Leifsonia xyli subsp. xyli CTCBO7 (AE016822)

76
6 Leifsonia aquatica ATCC 14665 (K1271991)

99L Leifsonia naganoensis JCM 10592 (DQ232612)

Leifsonia poae VKM Ac-1401(AF116342)

Leifsonia sp. KK3H

0.0100

Sekil 4. 4.

Leifsonia cinsine ait izolatin 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetikiliskilerini gosteren dendrogram neighbour-joining algoritmasina
gore cizildi. Agagta, % 50’nin lizerinde olan dallanma noktalari i¢in bootstrap
degerleri verildi ve bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon

degisimi 0.01’dir
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4.4.3. Nocardia cinsi

Sirasiyla Erzurum ve Antalya topragindan izole edilen KS20H ve MK31H izolatlar1
Nocardia cinsine aittir. Bu izolatlarin 16S rRNA geni NCBI GenBank numarasi ve en

yakin tip tiirleriyle olan benzerligi Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7. Nocardia cinsine ait izolatlarin GenBank numarasi, 16S rRNA gen dizi
benzerligine gore en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlar

zolatNo  Genbank  En yakin tip tiirii Benzerlik TFarlk /
(%) oplam
No (nt)
Nocardia abscessus IMMIB D-1592TT 100.00 0/1431

KS20H MN239867 Nocardia asiatica NBRC 1001297
Nocardia exalbida NBRC 100660

99.03 14/1441
99.03 14/1441

Nocardia rhamnosiphila NRRL B 246377 97.35 38/1432

: T
MK31H MN239872 Nocardia carnea NBRC 14403 97.07 42/1432
i T
Nocardia flavorosea NBRC 108225 97.07 42/1432

Nocardia cinsine ait olan KS20H izolat1 Nocardia abscessus IMMIB D-1592T"
tip tiirii ile %100 dizi benzerligine sahiptir. Nocardia sp. MK3 1H izolat1 ise neighbour-
joining algoritmasina gore olusturulan filogenetik agacta Nocardia rhamnosiphila
NRRL B 246377 tip tiirii ile yakin kiimelenmekte ve tip tiirii ile % 97,35 dizi

benzerligine sahip olup 1432 pozisyonda 38 niikleotit farklilik gostermektedir (Sekil
4.5).
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70 Nocardia sp. MK31H

Nocardia rhamnosiphila NRRL-B-24637 (JOAJ01000028)

67
Nocardia sienata IFM 10088 (AB121770)

Nocardia testacea NBRC 100365 (BAGJ01000040)

i Nocardia flavorosea NBRC 108225 (BDCG01000048)
89 Nocardia carnea NBRC 14403 (BAFV01000017)
Nocardia grenadensis NBRC 108939 (BDCJ01000059)
2 Nocardia zapadnayensis FMN18 (JN896611)
56 85

| Nocardia jinanensis NBRC 108249 (BDB001000144)

71—Nocardia speluncae NBRC 108251 (BDBZ01000057)

Nocardia brevicatena NBRC 12119 (BAFU01000024)

Nocardia donostiensis X1654 (MUKP01000110)
76 |: Nocardia exalbida NBRC 100660 (BAFZ01000028)
Nocardia xishanensis NBRC 101358 (BDCF01000101)

Nocardia cyriacigeorgica DSM 44484 (AF430027)

Nocardia jiangsuensis KLBMP S0027 (KP972626)

10 Nocardia sp. KS20H
Nocardia abscessus IMMIB D-1592T (AF218292)

Nocardia shimofusensis NBRC 100134 (BDBT01000060)

—Nocardia thailandica NBRC 100428 (BAGK01000053)
| Nocardia asteroides NBRC 15531 (BAFO01000006)

8_7|7— Nocardia neocaledoniensis SBHR OA6 (AY282603)

Nocardia arthritidis NBRC 100137 (BDBB01000084)
Nocardia asiatica NBRC 100129 (BAFS01000062)

100| Nocardia farcinica NCTC 11134 (LN868938)

Nocardia kroppenstedtii N1286 (DQ157924)
Amycolatopsis viridis GY115 (NR108128)

0.01

Sekil 4. 5. Nocardia cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine dayali filogenetik
iliskilerini gosteren dendrogram neighbour-joining algoritmasina gore ¢izildi.
Agacta, % 50’nin lizerinde olan dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri
verildi ve bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon degisimi

0.01"tir.
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4.4.4. Nocardioides cinsi

Erzurum-Oltu bolgesinden alinan yesil toprak Orneginden BG4H izolati elde
edilmistir. Bu organizma Nocardioides cinsinin bir iiyesi olup organizmaya ait 16S
rRNA geni NCBI GenBank numarasi ve en yakin tip tiirleriyle dizi benzerlik orani

Cizelge 4.8’ de verilmistir.

Cizelge 4.8. Nocardioides cinsine ait izolatin GenBank numarasi, 16S rRNA gen dizi
benzerligine gore en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlar

izolat Genbank  En yakin tip tiirii Benzerlik TFark /
oplam
No (%)
No (nt)
Nocardioides albus KCTC 91867 99.93 1/1437
Nocardioides panzhihuensis KLBMP 99.30 10/1437
10507
BGAH  MN239848  \cardioides luteus KCTC 95757 99.03  14/1436
Nocardioides albertanoniae CD401277 97.72 32/1405
101 1 T
Nocardioides marinus CL-DD14 96.30 53/1434

Nocardioides sp. BG4H susu Neighbour-joining algoritmasina gére olusturulan
filogenetik agagta Nocardioides albus KCTC 9186 tip tiirii ile yakin kiimelenir ve tip
tirii ile % 99,93 dizi benzerligine ve 1437 pozisyonda 1 niikleotit farkliliga sahiptir
(Sekil 4.6).
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94| Nocardioides sp. BG4H
88| LNocardioides albus KCTC 186 (AF004988)

8 Nocardioides panzhihuensis KLBMP 1050 (HM153774)

100 | Nocardioides Iuteus KCTC 9575 (AF005007)

Nocardioides albertanoniae CD40127 (HE801966)

Nocardioides opuntiae OS1-21 (FN178400)

62 99

Nocardioides panacihumi Gsoil 616 (AB271053)

Nocardioides aestuarii JC2056 (AY423719)

58
54 Nocardioides marinus CL-DD14 (DQ401093)

99

Nocardioides ginkgobilobae SYP-A7303 (KP128917)
Nocardioides sediminis MSL-01 (EF466110)

57 Nocardioides allogilvus CFH 30205 (MG800321)

96 Nocardioides currus IB-3 (MG745377)

Nocardioides alpinus Cr7-14 (GU784866)

100

Nocardioides zeicaulis IM-601 (KU201963)
Nocardioides flavus Y4 (KT962840)

54
83

Nocardioides cavernae YIM -A1136 (KX815990)

Nocardioides glacieisoli HLT3-15 (JQ673418)

Terrabacter tumescens KCTC 9133 (NR044984)

0.01

Sekil 4. 6. Nocardioides cinsine ait izolatin 16S rRNA gen dizi analizine dayali filogenetik
iliskilerini gosteren dendrogram neighbour-joining algoritmasina gore ¢izildi.
Agacta, % 50’nin tizerinde olan dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri
verildi ve bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon degisimi
0.01°dir.

4.4.5. Nonomuraea cinsi

Erzurum ve Antalya bolgelerinden alinan toprak 6rneklerinden Nonomuraea cinsine
ait li¢ izolat elde edilmistir. HK9H, MG6H ve FG8H izolatlarinin 16S rRNA geni
NCBI GenBank numarasi ve en yakin tip tiirleriyle dizi benzerlik oran1 Cizelge 4.9

da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Nonomuraea cinsine ait izolatlarin GenBank numaralari, 16S rRNA gen dizi
benzerligine gére en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlar

izolat No Genbank En yakin tip tiirii Benzerlik TFarIk /
(%) oplam
No (nt)
Nonomuraea lycopersici NEAU- 99.10 13/1441
T
HK9H MN239861 BE 98.89 16/1442

Nonomuraea zeae DSM 1005287
Nonomuraea polychroma DSM 43925" 98.61 20/1441

Nonomuraea endophytica YIM 656017 99.79 3/1445
FG8H MN239860 Nonomuraea candida HMC10" 98.71 18/1398
Nonomuraea salmonea DSM 436787 98.54 21/1437
Nonomuraea endophytica YIM 656017 99.72 4/1445
MG6H MN239869 Nonomuraea candida HMC107 98.78 18/1398
Nonomuraea turkmeniaca DSM 439267 98.66 19/1416

Neighbour-joining algoritmasina gore ¢izilen filogenetik agagta Nonomuraea
cinsine ait olan HK9H izolat1 Nonomuraea lycopersici NEAU-DE8(1)" tip tiirii ile
yakin kiimelenir. Izolatin Nonomuraea lycopersici NEAU-DES(1) tip tiirii ile 16S
rRNA gen dizi benzerligi % 99,10 olup 1441 pozisyonda 13 niikleotit farkliliga
sahiptir. FG8H ve MG6H suslart ise filogenetik agagta Nonomuraea endophytica YIM
656017 tip tiirii ile yakin kiimelenirler (Sekil 4.7). Bu suslarin Nonomuraea
endophytica YIM 65601 tip tiirii ile 16S rRNA gen dizi benzerlik oranlar1 sirasiyla %
99,79 ve % 99,72’ dir. Kendi aralarindaki 16S rRNA gen dizi benzerligi ise %
99,86°dur.
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Nonomuraea angiospora IFO 13155 (U48843)
Nonomuraea helvata IFO 14681 (U48975)

Nonomuraea gerenzanensis ATCC 39727 (AJ582011)
Nonomuraea A4036 (HQ157186)

Nonomuraea dietziae DSM 44320 (AJ278220)
93 Nonomuraea stahlianthi SC1-1 (LC032126)

Nonomuraea sp. MG6H

Nonomuraea sp. FG8H
Nonomuraea endophytica YIM 65601 (GU367158)

Nonomuraea rubra DSM 43768 (AF277200)
Nonomuraea salmonea DSM 43678 (X97892)

Nonomuraea glycinis NEAU-BB2C19 (KY328642)
—qg—:Nonomuraea guangzhouensis NEAU (KC417349)
Nonomuraea candida HMC10 (DQ285421)
Nonomuraea jiangxiensis CGMCC 4.6533 (jgi.1085088)

L‘j Nonomuraea polychroma DSM 43925 (SAUN01000001)
Nonomuraea turkmeniaca DSM 43926 (AF277201)

_m_':Nonomuraea sp. HK9H

Nonomuraea lycopersici NEAU-DE8(1) (KY352346)

89 Nonomuraea rosea GW 12687(FN356742)
94 L Nonomuraea zeae DSM 100528 (VCKX01000503)

Thermopolyspora flexuosa DSM 43186 (NR042721)

0.005

Sekil 4. 7. Nonomuraea cinsine ait izolatlarm 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetik iligkilerini gosteren dendrogram neighbour-joining algoritmasina
gore cizildi. Agagta, % 50’nin lizerinde olan dallanma noktalari i¢in bootstrap
degerleri verildi ve bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon
degisimi 0.005"tir.

4.4.6. Pseudonocardia cinsi

Erzurum-Oltu bolgesinden alinan 2. Toprak 6rneginden izole edilen KG21H izolat1 bu
cinsin bir iiyesi olup 16S rRNA geni NCBI GenBank numarasi ve en yakin tip

tirleriyle dizi benzerlik oran1 Cizelge 4.10’da verilmistir.
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Cizelge 4.10. Pseudonocardia cinsine ait izolatin GenBank numarasi, 16S rRNA gen dizi
benzerligine gére en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlari

Izolat No Genbank  En yakin tip tiirii Benzerlik Tli)?)rII:lr/n
0
No ®)
Pseudonocardia petroleophila ATCC 157777 08.83 16/1366
Pseudonocardia seranimata YIM 632337 98.59 20/1422
. - T
KG21H MN239864 Pseudonocardia alaniniphila YIM 16303 98.20 26/1442
Pseudonocardia yunnanensis IFO 156817 97.99 29/1441
I T
Pseudonocardia nigra ATKO03 97.91 30/1436

Pseudonocardia sp. KG21H susu neighbour-joining algoritmasina gore
olusturulan filogenetik agacta Pseudonocardia petroleophila ATCC 157777 ve
Pseudonocardia seranimata Y 1M 63233 tip tiirleri ile yakin kiimelenmektedir (Sekil
4.8). Pseudonocardia sp. KG21H susu Pseudonocardia petroleophila ATCC 157777
tip tird ile % 98,83 dizi benzerligi ve 1366 pozisyonda 16 niikleotit farklilik
gosterirken Pseudonocardia seranimata YIM 632337 tip tiirii ile % 98,59 dizi

benzerligi ve 1422 pozisyonda 20 niikleotit farklilik gostermektedir.
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Pseudonocardia cypriaca KT2142 (HQ157191)
Pseudonocardia hierapolitana PM2084 (JN989288)
Pseudonocardia adelaidensis EUM 221 (FJ805427)

Pseudonocardia zijingensis 6330 (AF325725)
Pseudonocardia kunmingensis YIM 63158 (FJ817377)
100[_Pseudonocardia sichuanensis KLBMP 1115 (HM153789)
Pseudonocardia aurantiaca DSM 44773 (FR749916)

Pseudonocardia salamisensis K236 (JQ864427)

Pseudonocardia alaniniphila YIM 16303 (EU722519)
99 L Pseudonocardia yunnanensis IFO 15681 (D85472)

Pseudonocardia petroleophila ATCC 15777 (X80596)
Pseudonocardia seranimata YIM 63233 (FJ817379)

Pseudonocardia sp. KG21H

Pseudonocardia saturnea IMSNU 20052 (AJ252829)
Pseudonocardia xinjiangensis AS 4.1538 (AF325728)

Pseudonocardia nigra ATK03 (KY242511)
Pseudonocardia hispaniensis PA3 (FR695486)

seudonocardia babensis VNO5A0561 (AB514449)

_|: Pseudonocardia chloroethenivorans SL-1 (AF454510)
Pseudonocardia profundimaris GY0556 (KT751083)

Pseudonocardia mongoliensis MN08-A0270 (AB521671)

99 Pseudonocardia tetrahydrofuranoxydans K1 (AJ249200)
[Pseudonocardia hydrocarbonoxydans IMSNU 22140 (AJ252826)
100 Pseudonocardia sulfidoxydans DSM 44248 (Y08537)

Micrococcus lylae DSM 20315 (NR026200)

0.01

Sekil 4. 8.

Pseudonocardia cinsine ait izolatin 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetik iliskilerini gosteren dendrogram neighbour-joining algoritmasina
gore cizildi. Agagta, % 50’nin lizerinde olan dallanma noktalari i¢in bootstrap
degerleri verildi ve bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon
degisimi 0.01°dir.
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4.4.7. Saccharothrix cinsi

Erzurum-Oltu bolgesindeki gokkusagi tepelerinden alinan toprak oOrneginden
Saccharothrix cinsine ait bir izolat elde edilmistir. Saccharothrix sp. KS21H
izolatinin 16S rRNA geni NCBI GenBank numarasi ve en yakin tip tiirleriyle dizi

benzerlik oran1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Saccharothrix cinsine ait izolatin GenBank numarasi, 16S rRNA gen
benzerligine gore en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlar

Izolat No  Genbank  En yakn tip tiirii Benzerlik TF()?JrIl;r;
o)
No 4 (nt)
Saccharothrix saharensis SA1527 99.58 6/1440
Saccharothrix carnea NEAU-yn177 99.24 11/1440
Saccharothrix texasensis DSM 442317 99.17 12/1440

KS21H MN239868

Saccharothrix xinjiangensis NBRC

1019117 98.96 15/1437

Saccharothrix hoggarensis SA1817 98.82 17/1438

Saccharothrix cinsine ait olan KS21H izolat: Saccharothrix saharensis SA1527
tip tiird ile % 99,58 dizi benzerligine ve 1440 pozisyonda 6 niikleotit farkliliga sahip
olup filogenetik agagta tip tiirii ile ayn1 kiimede bulunur. Saccharothrix carnea
NEAU-yn17" ve Saccharothrix texasensis DSM 442317 tip tiirleriyle de yakin
iligkilidir (Sekil 4.9).
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Saccharothrix syringae NRRL-B-16468 (JNYO01000115)

60
Saccharothrix coeruleofusca NRRL-B-16115 (AF114805)
Saccharothrix xinjiangensis NBRC 101911 (AB381939)
Saccharothrix tamanrassetensis SA198 (JN036396)
55 Saccharothrix australiensis DSM 43800 (RBX001000001)
72

Saccharothrix algeriensis NRRL-B-24137 (AY054972)

79

Saccharothrix violaceirubra NBRC 102064 (AB284261)

Saccharothrix variisporea DSM 43911 (RBXR01000001)

Saccharothrix espanaensis DSM 44229 (HE804045)
accharothrix mutabilis subsp. mutabilis DSM 43853 (X76966)

Saccharothrix mutabilis subsp. capreolus DSM 40225 (X76965)

Saccharothrix ghardaiensis MB46 (KY021820)

Saccharothrix stipae D34 (JN002085)
Saccharothrix texasensis DSM 44231 (RJKM01000001)
Saccharothrix carnea NEAU-yn17 (KC195859)

Saccharothrix sp. KS21H
Saccharothrix saharensis SA152 (FJ379333)
Saccharothrix lopnurensis YIM LPA2h (KP992900)

gq[  Saccharothrix yanglingensis Hhs.015 (GQ284639)

Saccharothrix longispora NRRL-B-116116 (AF114809)

—— Saccharothrix hoggarensis SA181 (HQ399564)

98 [ Saccharothrix ecbatanensis UTMC 537 (JN038074)
Saccharothrix isguenensis MB27 (KU933253)

ﬂ[ Actinosynnema mirum DSM 43827 (CP001630)
Actinosynnema pretiosum subsp. auranticum NBRC 15620 (AB303364)

Actinosynnema pretiosum subsp. pretiosum NRRL-B-16060 (AF114800)

Saccharothrix tharensis TD093 (KJ818091)

Lentzea chajnantorensis H45 (LT009512)

Lentzea atacamensis C61 (EU551684)

Crossiella cryophila NRRL-B-16238 (AF114806)

71
56
69
99
100
96
entzea fradiae Z6 (AY114175)
56
67
—
0.005

Sekil 4.9.  Saccharothrix cinsine ait izolatin 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetik iligkilerini gésteren dendrogram neighbour-joining algoritmasina
gore cizildi. Agacgta, % 50’nin lizerinde olan dallanma noktalar i¢in bootstrap
degerleri verildi ve bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon
degisimi 0.005’tir.
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4.4.8. Streptomyces cinsi

Erzurum ve Antalya illerinden alinan 3 toprak 6rneginden Streptomyces cinsine ait 33
izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin 16S rRNA geni NCBI GenBank numarasi ve en

yakin tip tiirleriyle dizi benzerlik oran1 Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4. 12. Streptomyces cinsine ait izolatlarin GenBank numarasi, 16S rRNA gen dizi
benzerligine gore en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlari

izolatNo  GenBank  En Yakn Tip Tiir Benzerlik Nt farki
No (%)
AGT7H MN239840  Streptomyces mauvecolor LMG 201007 99.03 14/1447
Streptomyces sannanensis NBRC 142397 99.02 14/1429
AG9H MN239841 Streptomyces lunaelactis MM 109" 99.23 11/1420
Streptomyces maoxianensis NEAU-Spg16" 99.10 13/1448
AK11H MN239842 Streptomyces leeuwenhoekii C347 98.96 15/1447
Streptomyces misionensis DSM 403067 98.83 17/1447
AK12H  MN239843  Streptomyces durhamensis NRRL B-33097 98.55 21/1447
Streptomyces filipinensis NBRC 12860 98.41 23/1445
AS14H MN239845  Streptomyces fragilis NRRL 24247 99.72 4/1447
Streptomyces chilikensis RC 18307 99.59 6/1447
AS18H MN239846  Streptomyces xantholiticus NBRC 133547 99.23 11/1435
Streptomyces peucetius JCM 99207 99.17 12/1449
AS5H MN239844  Streptomyces albidoflavus DSM 404557 99.72 4/1444
Streptomyces hydrogenans NBRC 134757 99.65 5/1449
BG10H MN239850  Streptomyces turgidiscabies ATCC 99.09 13/1449
7002487
Streptomyces reticuliscabiei NRRL B- 99.03 14/1449
244467
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Cizelge 4.12. Streptomyces cinsine ait izolatlarin GenBank numarasi, 16S rRNA gen dizi
benzerligine gore en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlar1 (devam)

izolatNo  GenBank  En Yakn Tip Tiir Benzerlik Nt farki
No (%)
BG9H MN239849  Streptomyces huasconensis HST28 T 99.79 3/1448

Streptomyces kanamyceticus NBRC 134147 98.96 15/1446

CG5H MN239851  Streptomyces xanthophaeus NRRL B-5414T 99.72 4/1447

Streptomyces nojiriensis LMG 200947 99.72 4/1447
CS11H MN239854  Streptomyces badius NRRL B-25677 99.86 2/1450
Streptomyces sindenensis NBRC 33997 99.86 2/1448
CS17H MN239855  Streptomyces albidoflavus DSM 404557 99.72 4/1444
Streptomyces hydrogenans NBRC 134757 99.65 5/1449
CS20H MN239856  Streptomyces albidoflavus DSM 404557 99.72 4/1444
Streptomyces hydrogenans NBRC 134757 99.65 5/1449
CS23H MN239857  Streptomyces albidoflavus DSM 404557 99.38 9/1443
Streptomyces hydrogenans NBRC 134757 99.31 10/1445
CS6H MN239853  Streptomyces galilaeus JCM 47577 100.00 0/1448
Streptomyces bobili NRRL B-13387 99.93 1/1448
FG5H MN239858  Streptomyces purpurascens NBRC 130777 99.65 5/1447
Streptomyces luteogriseus NBRC 134027 99.65 5/1425
FG7H MN239859  Streptomyces netropsis NBRC 37237 99.93 1/1445
Streptomyces stramineus NBRC 161317 99.24 11/1445
HK15H MN239862  Streptomyces leeuwenhoekii C347 98.76 18/1447
Streptomyces glomeratus LMG 199037 98.69 19/1447
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Cizelge 4.12. Streptomyces cinsine ait izolatlarin GenBank numarasi, 16S rRNA gen dizi
benzerligine gore en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlar1 (devam)

izolat No  GenBank  En Yakm Tip Tiir Benzerlik Nt farki
No (%)
KG16H  MN239863  Streptomyces turgidiscabies ATCC 7002487 99.03 14/1448

Streptomyces  reticuliscabiei NRRL B- 98.96 15/1448
244467

KS10H MN239866  Streptomyces rochei NRRL B-24107 100.00 0/1448

Streptomyces enissocaesilis NRRL B-163657 100.00 0/1448

MK12H MN239870  Streptomyces leeuwenhoekii C347 98.76 18/1447
Streptomyces glomeratus LMG 199037 98.69 19/1447
MK15H MN239871  Streptomyces leeuwenhoekii C347 98.75 18/1436
Streptomyces glomeratus LMG 19903 98.69 19/1436
MK37H MN239873  Streptomyces yogyakartensis NBRC 1007797 99.37 9/1431
Streptomyces javensis NBRC 1007777 99.37 9/1431
MS10H MN239874  Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 99.58 6/1438
Streptomyces rubrogriseus LMG 203187 99.31 10/1438
RG6-2H  MN239875  Streptomyces lunaelactis MM109" 97.32 38/1419
Streptomyces maoxianensis NEAU-Spg16" 97.21 40/1436
RG8H MN239876  Streptomyces narbonensis NBRC 128017 99.86 211447
Streptomyces gardneri NBRC 128657 99.79 3/1448
RK4H MN239877 Streptomyces arcticus ZLN234T 98.90 16/1450
Streptomyces aureus NBRC 1009127 98.69 19/1450
RS11H MN239878  Streptomyces fragilis NRRL 24247 99.65 5/1447
Streptomyces chilikensis RC 18307 99.52 7/1447
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Cizelge 4.12. Streptomyces cinsine ait izolatlarin GenBank numarasi, 16S rRNA gen dizi
benzerligine gore en yakin tip tiirleri ve benzerlik oranlar1 (devam)

izolat No GenBank  En Yakn Tip Tiir Benzerlik Nt farki
No (%)

TS3H MN239879  Streptomyces albidoflavus DSM 404557 99.72 4/1444

Streptomyces hydrogenans NBRC 134757 99.65 5/1449

XS10H MN239882  Streptomyces pharetrae CZA147 99.52 7/1448

Streptomyces glaucescens NBRC 127747 99.52 711447

XS13H MN239883  Streptomyces rochei NRRL B-2410" 100.00 0/1448

Streptomyces enissocaesilis NRRL B- 100.00 0/1448

163657
XS4H MN239880  Streptomyces fulvissimus DSM 405937 99.93 1/1448
Streptomyces anulatus NRRL B-2000" 99.93 1/1448
XS8H MN239881  Streptomyces misionensis DSM 403067 99.52 711447
Streptomyces levis NBRC 154237 99.51 7/1432

Bu cinse ait izolatlar arasindaki filogenetik iliski, neighbour-joining
algoritmasina gore belirlendi ve izolatlar dort grup halinde incelendi (Sekil 4.10). Bu
cinse ait izolatlar arasindaki 16S rRNA geni dizi benzerlik oranlari GGDC
sunucusunda (https://ggdc.dsmz.de/) belirlendi.
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Streptomyces sp. CS20H

Streptomyces sp. CS23H

97
Streptomyces sp. AS5H
%6 Streptomyces sp. TS3H
Streptomyces sp. CS17H
58

_ | L Streptomyces sp. FG5H

10[_)| Streptomyces sp. XS13H

60 Streptomyces sp. KS10H

Streptomyces sp. XS8H

89
Streptomyces sp. MS10H 1. Grup
98 60 Streptomyces sp. XS10H
84 Streptomyces sp. RS11H
72L Streptomyces sp. AS14H

Streptomyces sp. AK11H

94
Streptomyces sp. MK15H
Streptomyces sp. MK12H
_58 Streptomyces sp. HK15H
Streptomyces sp. MK37H
Streptomyces sp. AK12H } -
100 Streptomyces sp. BGO9H —
Streptomyces sp. KG16H
80 L Streptomyces sp. RK4H 3. Grup
Streptomyces sp. BG10H
Streptomyces sp. CS6H -
_TStreptomyces sp. AS18H T
Streptomyces sp. AG7H
Streptomyces sp. FG7H
5 Streptomyces sp. CG5H
Streptomyces sp. RG8H 4. Grup
&[ Streptomyces sp. XS4H
65 Streptomyces sp. CS11H
Streptomyces sp. RG6-2H
0.005 &

— Streptomyces sp. AG9H —

Sekil 4. 10.  Streptomyces cinsine ait izolatlar arasindaki filogenetik iligkiyi gdsteren
dendrogram neighbour-joining algoritmasina gére ¢izildi.
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67

90

59

76

69

93]

—— Streptomyces sp. AS5H

Streptomyces violascens ISP 5183 (AY999737)
Streptomyces sp. TS3H

Streptomyces sp. CS17H

Streptomyces sp. CS23H

Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (Z76676)
Streptomyces sp. CS20H

[ || Streptomyces hydrogenans NBRC 13475 (AB184868)

FStreptomyces hawaiiensis NBRC 12784 (AB184143)
Streptomyces luteogriseus NBRC 13402 (AB184379)

. Streptomyces sp. FG5H
“_" Streptomyces arenae ISP 5293 (AJ399485)

641 streptomyces purpurascens NBRC 13077 (AB184859)

—Streptomyces andamanensis KC-112 (LC008305)

Streptomyces levis NBRC 15423 (AB184670)
Streptomyces sp. KS10H
Streptomyces sp. XS13H
Streptomyces enissocaesilis NRRL B-16365 (DQ026641)
Streptomyces plicatus NBRC 13071 (AB184291)
Streptomyces rochei NRRL B-2410 (MUMD01000370)
Streptomyces sp. XS8H
Streptomyces misionensis DSM 40306 (FNTD01000004)
Streptomyces flaveolus NBRC 3715 (AB184786)
-|_— Streptomyces pharetrae CZA14 NR 043130.1

Streptomyces sp. MS10H

Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (CP012382)

91

100

Streptomyces albaduncus JCM 4715 (AY999757)
Streptomyces althioticus NRRL B-3981 (AY999791)

Streptomyces anthocyanicus NBRC 14892 (AB184631)

Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 (AJ781373)
Streptomyces sp. XS10H

Streptomyces sp. AS14H

Streptomyces sp. RS11H

Streptomyces chilikensis RC 1830 (JN050256)
Streptomyces fragilis NRRL 2424 (AY999917)

Streptomyces leeuwenhoekii|C34 LN831790

Streptomyces sp. AK11H

Streptomyces sp. HK15H

Streptomyces sp. MK12H

100 | Streptomyces sp. MK15H

Streptomyces sp. MK37H

Streptomyces javensis NBRC 100777 (AB249940)
ogl Streptomyces violaceusniger NBRC 13459 (AB184420)

Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779 (AB249942)
Actinomadura glomerata IMSNU 22179T (AJ29304.1)

0.0100

Sekil 4. 11.

1. Grup Streptomyces cinsine ait izolatlar arasindaki filogenetik iligkiyi gosteren

dendrogram neighbour-joining algoritmasina gore c¢izildi. Agagta, % 50’nin

tizerinde olan dallanma nok
analizi 1000 kez tekrar edild

talar1 i¢in bootstrap degerleri verildi ve bootstrap
i. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01°dir.
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Streptomyces sp. AS5H, CS17H, CS20H, TS3H ve CS23H suslar1 Streptomyces
albidoflavus DSM 404557 ve Streptomyces hydrogenans NBRC 13475 tip tiirleri ile
yakin iligkili olup filogenetik agacta ayn1 kiimede yer alirlar (Sekil 4.11). AS5H,
CS17H, CS20H ve TS3H suslarinin Streptomyces albidoflavus DSM 40455 tip tiirii
ile dizi benzerligi % 99,72 olup 1444 pozisyonda 4 nikleotit farklilik
gostermektedirler. Bu suslarm Streptomyces hydrogenans NBRC 134757 tip tiirii ile
dizi benzerligi ise % 99,65 olup 1449 pozisyonda 5 niikleotit farkliliga sahiptirler.

Streptomyces sp. CS23H izolat1 ise Streptomyces albidoflavus DSM 40455 tip
tirt ile % 99,38 (1443 pozisyonda 9 niikleotit) dizi benzerligi gosterirken
Streptomyces hydrogenans NBRC 13475 tip tiiriiyle % 99,31 dizi benzerligine (1445
pozisyonda 10 niikleotit) sahiptir (Sekil 4.11). CS23H susu ile ASSH, CS17H, CS20H,
TS3H suslar1 arasindaki dizi benzerligi ise % 99,65 tir.

Streptomyces sp. FGSH susu Streptomyces purpurascens NBRC 130777 ve
Streptomyces luteogriseus NBRC 134027 tip tiirleri ile yakin iliskilidir (Sekil 4.11).
Bu sus Streptomyces purpurascens NBRC 130777 tip tiirii ile % 99,65 (1447
pozisyonda 5 niikleotit) dizi benzerligine sahipken Streptomyces luteogriseus NBRC
134027 tip tiirii ile 1425 pozisyonda 5 niikleotit farklilik gostererek % 99,65 dizi

benzerligine sahiptir.

Streptomyces rochei NRRL B-24107 ve Streptomyces enissocaesilis NRRL B-
16365 tip tiirleriyle ayn1 kiimede bulunan KS10H ve XS13H izolatlar1 arasindaki 16S
rRNA gen dizi benzerligi oran1 %100 olup Streptomyces rochei NRRL B-2410T tip
tirti ile de % 100 dizi benzerligine sahiptirler (Sekil 4.11).

Streptomyces cinsinin iiyesi olan XS8H susu ise Streptomyces misionensis DSM
40306 tip tiirii 1447 pozisyonda 7 niikleotit farklilik gdsterir ve tip tiirii ile 16S rRNA
gen dizi benzerligi oran1 % 99,52°dir (Sekil 4.11).

Streptomyces sp. MS10H susu, Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 tip
tiirli yakin iliskili olup filogenetik agagta ayni kiimeye yerlesirler (Sekil 4.11). MS10H
susu ile tip tiirii arasindaki 16S rRNA gen dizi benzerlik oran1 % 99,59 dur (1449

pozisyonda 6 niikleotit ).

Streptomyces sp. RS11H ve AS14H suslari Streptomyces fragilis NRRL 24247
ve Streptomyces chilikensis RC 1830 tip tiirleri ile yakinlik gosterirler (Sekil 4.11).
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Streptomyces sp. RS11H susu Streptomyces fragilis NRRL 24247 tip tiirii ile %
99,65 dizi benzerligine ve 1447 pozisyonda 5 niikleotit farklilifa sahiptir.
Streptomyces sp. AS14H susunun Streptomyces fragilis NRRL 24247 tip tiirii ile dizi
benzerlik orani ise % 99,72 olup 1447 pozisyonda 4 niikleotit farkliliga sahiptir.
RS11H ve AS14H suslan arasindaki 16S rRNA gen benzerlik orani ise % 99,93 tiir
(Sekil 4.11).

Streptomyces cinsinin bir tiyesi olan XS10H susu ise Streptomyces pharetrae
CZA14T tip tiiriine yakinlik gosterir. Tip tiirii ile 16S rRNA gen dizi benzerlik oran1
% 99,52 olup 1448 pozisyonda 7 niikleotit farklilik gostermektedir (Sekil 4.11).

Streptomyces sp. AK11H, MK12H, MK15H ve HKI15H suslar1 Streptomyces
leeuwenhoekii C34T tip tiiriiyle yakin iliskilidir (Sekil 4.11). MK12H, MK15H ve
HK15H suslarmin Streptomyces leeuwenhoekii C34T tip tiiriiyle dizi benzerligi %
99,76 olup 1447 pozisyonda 18 niikleotit farkliliga sahiptirler. Streptomyces sp.
MK12H, MK15H ve HKI15H suslarinin kendi aralarindaki benzerlik orani ise %
100 diir.

Streptomyces sp. AK11H susu ise Streptomyces leeuwenhoekii C34T tip tiirii ile
% 98,96 dizi benzerligine ve 1447 pozisyonda 15 niikleotit farkliliga sahiptir (Sekil
4.11). AK11H susunun MK12H, MK15H ve HK15H suslari ile 16S rRNA gen dizi

benzerlik orani ise % 99,25°tir.

Streptomyces yogyakartensis NBRC 1007797 tip tiirii ile Streptomyces sp.
MK37H susu yakin iligkilidir (Sekil 4.11). MK37H susu ile Streptomyces
yogyakartensis NBRC 100779 tip tiirii arasindaki 16S rRNA gen dizi benzerligi
999,38 olup 1442 pozisyonda 9 niikleotit farklilik goriiliir.
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Streptomyces cellostaticus DSM 40189 (KQ948097)

62
Streptomyces cinnabarigriseus JS360 (MF536523)

Streptomyces griseochromogenes ATCC 14511 (CP016279)

Streptomyces yokosukanensis DSM 40224 (KQ948269)

Streptomyces lucensis NBRC 13056 (AB184280)
Streptomyces atriruber NRRL B-24165 (LIPN01000196)

Streptomyces adustus WH-9 (LC026279)
Streptomyces fuscichromogenes m16 (KC771428)

Streptomyces durhamensis NRRL B-3309 (JNXR01000068)

Streptomyces filipinensis NBRC 12860 (AB184198)

5 Streptomyces sp. AK12H
Streptomyces yaanensis Z4 (JQ307192)
Streptomyces fodineus TW1S1 (KT820007)

treptomyces puniciscabiei S77 (AF361785)

CM002285-s DS 12.976 (CM002285)
93

Kitasatospora psammotica NBRC 13971 (AB184554)

Streptomyces manipurensis MBRL 201 (JN560156)

Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae NRRL B-2774 (JOEW(01000098)
Streptomyces xanthophaeus NRRL B-5414 (JOFT01000080)
59| Streptomyces colombiensis NRRL B-1990 (DQ026646)

Streptomyces goshikiensis NBRC 12868 (AB184204)
Streptomyces sporoverrucosus NBRC 15458 (AB184684)

0.01

Sekil 4. 12.

Actinomadura glomerata IMSNU 22179T (AJ293704)

2. Grupta bulunan AK12H susunun tip tiirleriyle filogenetik iliskisini gdsteren
dendrogram neighbour-joining algoritmasina gore ¢izildi. Agacta, % 50’nin
iizerinde olan dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi ve bootstrap
analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01’dir

Streptomyces sp. AK12H susu, Streptomyces durhamensis NRRL B-3309" ve

Streptomyces filipinensis NBRC 12860 tip tiirleriyle yakin iliskili olup filogenetik
agagta tip tiirleriyle ayn1 kiimede bulunur (Sekil 4.12). AK12H susunun Streptomyces
durhamensis NRRL B-3309" tip tiirii ile 16S rRNA gen dizi benzerligi % 98,55’iken

(1447 pozisyonda 21 niikleotit) Streptomyces filipinensis NBRC 12860 tip tiirleriyle
dizi benzerlik orani ise % 98,41°dir (1445 pozisyonda 23 niikleotit).
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9

6 Streptomyces longisporoflavus NBRC 12886 (AB184220)
Streptomyces rosealbus YIM 31634 (AY222322)

Streptomyces durmitorensis MS405 (DQO067287)

53]

Streptomyces aureus NBRC 100912 (AB249976)
9@ it— Streptomyces sp. BG9H
Streptomyces huasconensis HST28 (KX130877)
— Streptomyces kanamyceticus NBRC 13414 (AB184388)
Streptomyces luozhongensis TRM 49605 (KX129765)

Streptomyces sp. RK4H
54 Streptomyces arcticus ZLN234 (KR013752)

Streptomyces chartreusis NBRC 12753 (AB184839)

Streptomyces rhizosphaerihabitans JR-35 (HQ267983)
Streptomyces adustus WH-9 (LC026279)

Streptomyces pseudovenezuelae DSM 40212 (KQ948163)
Streptomyces resistomycificus NRRL ISP-5133 (JOBA01000220)
Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 41896 (MPOH01000466)

Streptomyces aureocirculatus NRRL ISP-5386 (JOAP01000131)
Streptomyces bobili NRRL B-1338 (MUBA01000087)

Streptomyces sp. CS6H
76 IStreptomyces galilaeus JCM 4757 (AB045878)

59

& Streptomyces araujoniae ASBV-1 (EU792889)
Streptomyces candidus NRRL ISP-5141 (DQ026663)
84 Streptomyces cremeus NBRC 12760 (AB184124)

Streptomyces camponoticapitis 2H-TWYE14 (KP784807)

9 | Streptomyces sp. BG10H
Streptomyces sp. KG16H

89

Streptomyces reticuliscabiei NRRL B-24446 (MUNI01000325)
99[ Streptomyces turgidiscabies (ATCC 700248)

0.01

Sekil 4. 13.

Streptomyces cinsine ait olan BG9H susu Streptomyces huasconensis HST287

ve Streptomyces kanamyceticus NBRC 134147 ve tip tiirleri ile yakinlik

gostermektedirler (Sekil 4.13).

BGOH susunun Streptomyces huasconensis HST28T
kanamyceticus NBRC 134147 tip tiirleri ile 16S rRNA gen dizi benzerlik oranlart
sirasiyla % 99,79 (1448 pozisyonda 3) ve % 98,96 (1446 pozisyonda 15 niikleotit)’

dir.

Actinomadura glomerata (AF 134068)

3. Grup Streptomyces cinsine ait izolatlar arasindaki filogenetik iligkiyi gésteren
dendrogram neighbour-joining algoritmasina gore ¢izildi. Agacta, % 50’nin
tizerinde desteklenen dallanma noktalari igin bootstrap degerleri verildi ve
bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01’dir
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Streptomyces sp. KG16H susu ise Streptomyces turgidiscabies ATCC 7002487
ve Streptomyces reticuliscabiei NRRL B-24446T tip tiirleri ile yakin akraba olup 16S
rRNA gen dizi benzerlik oranlari sirasiyla %99,03 (1448 pozisyonda 14 niikleotit) ve
% 98,96°dir (1448 pozisyonda 15 niikleotit)(Sekil 4.13).

Streptomyces sp. RK4H susu, Streptomyces arcticus ZLN234 tip tiirii ile yakin
iliskili olup 1450 pozisyonda 16 niikleotit farklilik gosterir ve tip tiirii ile 16S rRNA
gen dizi benzerlik oran1 % 98,90°dir (Sekil 4.13).

Filogenetik agacta Streptomyces galilaeus JCM 47577 tip tiirii ile ayn1 kiimede
bulunan CS6H susunun Streptomyces galilaeus JCM 4757 tip tiirii ile 16S rRNA gen
dizi benzerligi % 100’diir (1448 pozisyonda 0 niikleotit) (Sekil 4.13).

Streptomyces sp. BG10H susu Streptomyces turgidiscabies ATCC 700248T ve
Streptomyces reticuliscabiei NRRL B-24446 tip tiirleri ile yakinlik gdstermektedir
(Sekil 4.13). BG10H susu, Streptomyces turgidiscabies ATCC 7002487 tip tiirii ile
1449 pozisyonda 13 niikleotit farkliliga sahip olup dizi benzerligi % 99,09’dur. Bu
susun Streptomyces reticuliscabiei NRRL B-24446" tip tiirii ile dizi benzerlik oran1 ise
% 99,03tiir (1449 pozisyonda 14 niikleotit).
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65| Streptomyces sp. XS4H
Streptomyces fulvissimus DSM 40593 (CP005080)

0 Streptomyces anulatus NRRL B-2000 (DQ026637)
68 1 Streptomyces badius NRRL B-2567 (AY999783)
Streptomyces parvus NBRC 3388 (AB184756)
Streptomyces sindenensis NBRC 3399 (AB184759)

[94]

q Streptomyces sp. CS11H

7! Streptomyces gelaticus NRRL B-2928 (DQ026636)
Streptomyces pulveraceus LMG 20322 (AJ781377)

— Streptomyces lunaelactis MM109 (KM207217)

N Streptomyces spororaveus LMG 20313 (AJ781370)
Streptomyces xanthophaeus NRRL B-5414 (JOFT01000080)
99

Streptomyces nojiriensis LMG 20094 (AJ781355)

Streptomyces sp. CG5H

N Streptomyces lateritius LMG 19372 (AJ781326)
Streptomyces gardneri NBRC 12865 (AB249908)
63| Streptomyces sp. RG8H

Streptomyces narbonensis NBRC 12801 (AB184157)

"9 Streptomyces maoxianensis NEAU-Spg16 (KF887908)
Streptomyces sp. AG9H
9 Streptomyces sp. RG6-2H

od Streptomyces sp. AS18H
lj Streptomyces peucetius JCM 9920 (AB045887)
100 Streptomyces xantholiticus NBRC 13354 (AB184349)

61 | —— Streptomyces mauvecolor LMG 20100 (AJ781358)
Streptomyces sp. AG7H

Streptomyces sannanensis NBRC 14239 (AB184579)
Streptomyces sp. FG7H

Streptomyces netropsis NBRC 3723 (AB184792)
Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676 (AY999790)
79 Streptomyces stramineus NBRC 16131 (AB184720)

Actinomadura glomerata IMSNU 22179T (AJ293704)

0.01

Sekil 4. 14. 4. Grup Streptomyces cinsine ait izolatlar arasindaki filogenetik iligkiyi gosteren
dendrogram neighbour-joining algoritmasina gore ¢izildi. Agacta, % 50’nin
tizerinde desteklenen dallanma noktalar1 igin bootstrap degerleri verildi ve
bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01’dir

Streptomyces sp. XS4H izolat1 filogenetik agagta Streptomyces fulvissimus DSM
40593T tip tiirii ile birlikte kiimelenir (Sekil 4.14). XS4H susunun Streptomyces
fulvissimus DSM 405937 tip tirti ile dizi benzerlik orami % 99,93 olup 1448
pozisyonda 1 niikleotit farklilik goriiliir. XS4H susu yine % 99,93 dizi benzerlik
oranyla Streptomyces anulatus NRRL B-2000" tip tiirii ile de yakin akrabadir.

Streptomyces badius NRRL B-2567T ve Streptomyces sindenensis NBRC 33997
tip tiirleri ile yakinlik gosteren CS11H susu, Streptomyces badius NRRL B-2567" tip
tirti ile % 99,86 (1450 pozisyonda 2 niikleotit) dizi benzerligine sahiptir (Sekil 4.14).
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Streptomyces sp. CS11H susunun Streptomyces sindenensis NBRC 33997 tip
tiri ile 16S rRNA gen dizi benzerlik orani ise % 99,86’dir ve 1448 pozisyonda 2
niikleotit farklilik gosterir (Sekil 4.14).

Streptomyces sp. CG5H susunun en yakin akrabalar1 1447 pozisyonda 4
niikleotit farklilik ve % 99,72 benzerlik orani ile Streptomyces xanthophaeus NRRL
B-5414T ve Streptomyces nojiriensis LMG 20094 tip tiirleridir (Sekil 4.14).

Streptomyces sp. RG8H izolat1 filogenetik agacta birlikte kiimelendigi
Streptomyces narbonensis NBRC 128017 tip tiirii ile % 99,86 dizi benzerligine ve 1447
pozisyonda 2 niikleotit farkliliga sahiptir (Sekil 4.14).

Streptomyces spp. AG9H ve RG6-2H suslar filogenetik agacta birlikte
kiimelenmislerdir (Sekil 4.14). Streptomyces sp. AG9H susu, % 99,23 dizi benzerligi
(1420 pozisyonda 11 niikleotit) ile Streptomyces lunaelactis MM 109 tip tiirii ile yakin
akrabadir. RG6-2H susu ise aym tip tiiri ile % 97,32 dizi benzerligine (1419
pozisyonda 38 niikleotit) sahiptir. AG9H susunun Streptomyces maoxianensis NEAU-
Spg16" tip tiirleri ile dizi benzerligi ise % 99,10 (1448 pozisyonda 13 niikleotit) iken
RG6-2H susu aymi tip tiirii ile % 97,21 dizi benzerligine (1436 pozisyonda 40

niikleotit) sahiptir. Bu iki sus arasindaki benzerlik orani ise % 98,16°dur.

Filogenetik agacta Streptomyces xantholiticus NBRC 13354T ve Streptomyces
peucetius  JCM 99207 tip tiirleri ile birlikte kiimelenen Streptomyces sp. AS18H
susunun % 99,23 dizi benzerligi ve 1435 pozisyonda 11 niikleotit farkliligiyla
Streptomyces xantholiticus NBRC 133547 tip tiirii ile yakin akraba oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.14). Bu izolatin diger yakin akrabasi ise % 99,17 dizi
benzerligiyle (1449 pozisyonda 12 niikleotit) Streptomyces peucetius JCM 99207 tip

turadir.

Streptomyces sp. AG7H susu % 99,03 dizi benzerlik oran1 (1447 pozisyonda 14
niikleotit) ile Streptomyces mauvecolor LMG 201007 tip tiiriine; % 99,02 dizi
benzerligiyle de Streptomyces sannanensis NBRC 14239 tip tiiriine yakinlik gosterir
(Sekil 4.14).

Filogenetik agacta Streptomyces netropsis NBRC 37237 tip tiirii ile birlikte
kiimelenmis olan Streptomyces sp. FG7H susunun bu tip tiirline benzerligi % 99,93
olup 1445 pozisyonda 1 niikleotit farkliliga sahiptir (Sekil 4.14).
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4.5. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Aktinobakterilerden elde edilen metanol o6ziitlerinin antimikrobiyal etkisi disk
difiizyon yontemiyle belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite testinde Gram-pozitif,
Gram-negatif, maya ve filamentli fungus olmak tizere 10 patojen organizma
kullanilmustir. Olglimler iki tekrarli olarak yapilmustir. Bazi oziitlere ait petri

goriintiileri (Sekil 4.15) ve olusan inhibisyon zon ¢aplari (Cizelge 4.13) verilmistir.

Sekil 4. 15.  Antimikrobiyal aktivite testi. (a) Enterococcus faecalis ATCC 29212; (b)
Bacillus subtilis ATCC 6633; (c) Klebsiella pneumoniae ATCC 700603; (d)
Escherichia coli ATCC 25922

(c) Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (d) Escherichia coli ATCC 25922
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Cizelge 4. 13. Ekstraktlarin ve kontrol gruplarinin patojenlere karsi olusturduklari zon ¢aplart (mm)

izolat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MK31H
RK4H
MK15H
HK22H
MK12H
MG6H 15+0 14+2,8 17+1,4 20+2,8 10,5+0,7 1442,8
BGYH 100 11,543,5 90
XS4H 8,5+0,7 11£2,8 10,5+2,1 8,5+0,7 10+2,8 10,5+3,5
RS11H 11£2,8
KG21H
XS8H 13,542,1
FG8H 12+1,4 16,542,1 100 16+5,6 14,5+0,7 10+1,4

TG1H 9+1,4 16,5+0,7 11£2,8 10,5+0,7 9,5+0,7 8+0
RS15H - - - - -
PK 20+1,4 24+(0 33,5+2,1 15,5+2,1 16+1,4 10+1,4 22,5+3,5 22,5421 15+2,1 34+1,4

---: Zon gozlenmedi, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol1l. Escherichia coli ATCC 25922, 2. Bacillus subtilis ATCC 6633, 3. Staphylococcus aureus ATCC 25923, 4.
Salmonella enterica ATCC 13311, 5. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 6. Listeria monocytogenes, 7. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, 8. Enterococcus faecalis
ATCC 29212, 9. Candida albicans ATCC 10231, 10. Aspergillus niger ATCC 16404
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Cizelge 4.13. Ekstraktlarin ve kontrol gruplarinin patojenlere karsi olusturduklari zon ¢aplart (mm)(devam)

izolat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AS5H 16+1,4 11+1,4

KS20H
BG10H
AS14H
MK37H 27,542,1 20+0 24+0 20,5+0,7 23,5+3,5 25+7 24,5+0,7 27,5+10,6 11£2,8 25,5+13,4
FG7H 17,5+0,7 - - - - - 15,5+0,7 - 16,5+0,7 16,5+4.,9

CS23H 1542,8 10£0 11,5+0,7 8,5+0,7 7,5+0,7 11£1,4
KS10H 19,5+0,7

AGOH

RG8H
KS21H
KG16H
AGTH

CS6H - - - - - - - -
PK 20+1,4 24+0 33,542,1 15,542,1 1621,4 10+1,4 22,5435 22,5421 1542,1 34+1 4

---: Zon gozlenmedi, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol1l. Escherichia coli ATCC 25922, 2. Bacillus subtilis ATCC 6633, 3. Staphylococcus aureus ATCC 25923, 4.
Salmonella enterica ATCC 13311, 5. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 6. Listeria monocytogenes, 7. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, 8. Enterococcus faecalis
ATCC 29212, 9. Candida albicans ATCC 10231, 10. Aspergillus niger ATCC 16404
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Cizelge 4.13. Ekstraktlarin ve kontrol gruplarinin patojenlere karsi olusturduklart zon ¢aplari (mm)(devam)

izolat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BK2H 23+4.2 24+2,8 26+1,4 24,5421 23,543,5 26+5,6 30+1,4 30+2,8 9,5+2,1
RS1H 11+0 10+7 10,5+0,7 11,5+0,7 10,5+0,7 12,542.,5
AS18H 23+£2,8 26+2,8 22+1,4 2140 25+1,4 25+5,6 21,5+6,3
XS13H
AK12H 11+1,4
FG4H 11,5+2,1
AK11H 100
HK9H 5,5+0,7 9+0
CS20H 1240 11,542,1
CS17H 10+1,4
RG62H 24,5463 24,5+4.9 24456 2040 20+1,4 23,5+2,1 22,5435
MS10H
PK 20+1,4 24+(0 33,542,1 15,5+2,1 16+1,4 10+1,4 22,543,5 22,5421 15+2,1 34+1,4

---: Zon gozlenmedi, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontroll. Escherichia coli ATCC 25922, 2. Bacillus subtilis ATCC 6633, 3. Staphylococcus aureus ATCC 25923, 4.
Salmonella enterica ATCC 13311, 5. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 6. Listeria monocytogenes, 7. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, 8. Enterococcus faecalis
ATCC 29212, 9. Candida albicans ATCC 10231, 10. Aspergillus niger ATCC 16404
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Cizelge 4.13.

Ekstraktlarin ve kontrol gruplarinin patojenlere karsi olusturduklari zon ¢aplari (mm)(devam)

izolat

KG20H

RS17H

FG5H

CK1H

KS5H

9+1,4

CS14H

9,5+2,1

19,5+13,4

KS17H

9+2,8

13,5+2,1 -

AK20H

XS10H

HK15H

CS25H

- 9,5+0,7

CG2H

10,5+0,7

10,5+0,7 10+1,4

AS21H

13+1,4

BG4H

CS11H

14+1,4

11,5+0,7

PK

33,542,1

15,54¢2,1

16+1,4

10+1,4

22,5+3.5

22,5+2,1

NK

---: Zon gozlenmedi, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol1l. Escherichia coli ATCC 25922, 2. Bacillus subtilis ATCC 6633, 3. Staphylococcus aureus ATCC 25923, 4.
Salmonella enterica ATCC 13311, 5. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 6. Listeria monocytogenes, 7. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, 8. Enterococcus faecalis
ATCC 29212, 9. Candida albicans ATCC 10231, 10. Aspergillus niger ATCC 16
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Arthrobacter sp. AS21H 6ziitii Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 patojenine

kars1 13 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturmustur.

Leifsonia sp. KK3H, Nocardia spp. MK31H ve KS20H, Pseudonocardia sp.
KG21H, Nocardioides sp. BG4H ve Saccharothrix sp. KS21H 6ziitlerinin patojenler

tizerinde herhangi bir antimikrobiyal etkisi bulunmamaktadir.

Nonomuraea sp. MG6H 6ziitii; Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella enterica ATCC 13311,
Listeria monocytogenes ve Enterococcus faecalis ATCC 29212 patojenlerine karsi 8-
17 mm capinda inhibisyon zonlar1 olustururken Nonomuraea sp. FG8H oziitii ise
Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
enterica ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 ve Candida albicans ATCC 10231 patojenlerine karsi 10-16 mm
capinda inhibisyon zonlar1 olusturarak antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Nonomuraea sp. HK9H susuna ait oziit ise Bacillus subtilis ATCC 6633 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 patojenlerine karsi antimikrobiyal aktivite

gostermistir.

Streptomyces spp. RK4H, RG8H, KG16H, AG7H, CS6H, MK15H, MK12H,
AS14H, CG5H, AGOH, TS3H, FG5H, XS13H, MS10H, HK15H ve BG10H suslarina

ait oziitler higbir patojene kars1 antimikrobiyal dzellik gostermemistir.

Streptomyces cinsi BG9H izolatina ait 6ziit ise Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
patojenlerine kars1i 9-11 mm ¢apinda inhibisyon zonlar1 olusturarak antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Bacillus subtilis ATCC 6633 patojenine kars1 Streptomyces spp.
XS4H ve RS11H ozitleri 8-13 mm c¢apinda inhibisyon zonlari olusturmustur.
Streptomyces sp. XS4H susuna ait olan 6ziit ayrica Staphylococcus aureus ATCC
25923, Salmonella enterica ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Listeria monocytogenes ve Candida albicans ATCC 10231 patojenlerine karsi da

antimikrobiyal 6zellik sergilemistir.
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Streptomyces sp. XS8H oziitii Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojenine
kars1 kloramfenikol antibiyotigine kiyasla daha diisiik inhibisyon zon ¢ap1 (13,5 mm)

olusturmustur.

Streptomyces sp. MK37H susuna ait 6ziit 10 patojene karsi zon olusturmakla
birlikte en iyi antimikrobiyal aktiviteyi 20-35 mm c¢apinda zonlar olusturarak
Enterococcus faecalis ATCC 29212 patojenine karsi gostermistir.

Streptomyces sp. FG7H oziitii ise Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus niger
ATCC 16404 patojenlerine karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Streptomyces sp. CS23H oziitii ise Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella enterica
ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Enterococcus faecalis
ATCC 29212 patojenlerine karsi antimikrobiyal 6zellik gostermistir.

Streptomyces sp. AS18H oziitii ise, Escherichia coli ATCC 25922, Candida
albicans ATCC 10231 ve Aspergillus niger ATCC 16404 patojenleri disinda diger

mikroorganizmalara karsi iyi seviyede aktivite gostermistir.

Streptomyces sp. AKI12H o6ziiti Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

patojenine kars1 10-12 mm ¢apinda inhibisyon zonlar: olusturmustur.

Streptomyces sp. AK11 6ziitii ise Bacillus subtilis ATCC 6633 patojenine karsi

10 mm ¢apinda zonlar olusturmustur.

Streptomyces sp. XS10H oziti ise Bacillus subtilis ATCC 6633 ve
Enterococcus faecalis ATCC 29212 patojenlerine karsi antimikrobiyal o6zellik

gostermektedir.

Streptomyces sp. CS11H oziitii Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Candida albicans ATCC 10231 patojenleri
tizerinde antimikrobiyal etkiye sahiptir.

Streptomyces sp. CS20H ve CS17H o6ziitleri ise Candida albicans ATCC 10231
patojenine kars1 9-12 mm capinda zonlar olusturmaktadirlar. Streptomyces sp. CS20H
ozitii ayrica Aspergillus niger ATCC 16404 patojenine kars1 da 10-13 mm ¢apinda

inhibisyon zonlar1 olusturmustur.
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Streptomyces sp. RG6-2H izolatina ait 6ziit ise Escherichia coli ATCC 25922,
Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus niger ATCC 16404 patojenleri disinda

diger patojenlere kars1 iyi seviyede antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Streptomyces sp. KS10H susuna ait 6ziit ise Enterococcus faecalis ATCC 29212
patojenine karst ortalama 19,5 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturarak

antimikrobiyal aktivite gostermistir.

AK20H, HK22H, TS9H, RS15H, KG20H, CK1H ve RS17H oziitlerinin

patojenler tizerinde antimikrobiyal etkisi bulunmamaktadir.

ASS5H ozitii ise Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus niger ATCC

16404 patojenlerine kars1 10-17 mm ¢apinda inhibisyon zonlart olusturmustur.

TG1H oziiti Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC
6633, Salmonella enterica ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Listeria monocytogenes ve Candida albicans ATCC 10231 patojenlerine karsi

antimikrobiyal aktivite gostermistir.

FG4H susuna ait olan oziit ise Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
patojenine karst 10-13 mm ¢apinda inhibisyon zonlar1 olusturarak antimikrobiyal

aktivite gostermistir.

BK2H susuna ait 6ziit Candida albicans ATCC 10231 disinda diger patojenler
tizerinde antimikrobiyal etkiye sahiptir. BK2H o6ziitii; Bacillus subtilis ATCC 6633 ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojenlerine karst kloramfenikol (50ug/ml)
antibiyotigi kadar antimikrobiyal aktivite gostermistir. Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella enterica ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Listeria
monocytogenes, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 ve Enterococcus faecalis
ATCC 29212 patojenlerine karsi ise kloramfenikol antibiyotiginden daha fazla zon

olusturmustur.

RS1H oziitii ise Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Salmonella enterica ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Listeria monocytogenes ve Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 patojenlerine karsi

antimikrobiyal 6zellik gostermistir.

KS5H ekstrakt1 ise Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Aspergillus niger ATCC

16404 patojenleri lizerinde antimikrobiyal etkiye sahiptirler.
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KS17H ve CS14H ozitleri ise Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 patojenlerine karsi antimikrobiyal ozellik gostermektedir.
KS17H oziti ayrica Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 patojenine karsi da

antimikrobiyal 6zellik gostermektedir.

CG2H oziiti ise Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 disindaki test
patojenleri lizerinde kloramfenikol antibiyotigine kiyasla daha diisiik inhibisyon

zonlar1 olusturmustur.

CS25H oziti ise Candida albicans ATCC 10231 patojenine karst 9-11 mm

capinda inhibisyon zonlari olusturarak antimikrobiyal 6zellik sergilemistir.

Escherichia coli ATCC 25922
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Oziitler

Sekil 4.16. E. coli ATCC 25922 patojenine karsi antimikrobiyal aktivite sonuglari
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Bacillus subtilis ATCC 6633
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Sekil 4.17. B. subtilis ATCC 6633 patojenine karsi antimikrobiyal aktivite sonuglart

Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Sekil 4.18. S. aureus ATCC 25923 patojenine kars1 antimikrobiyal aktivite sonuglari
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Salmonella enterica ATCC 13311
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Sekil 4.19. S. enterica ATCC 13311 patojenine kars1 antimikrobiyal aktivite sonuglari

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Sekil 4.20. P. aeruginosa ATCC 27853 patojenine kars1 antimikrobiyal aktivite sonuglart

80




Listeria monocytogenes
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Sekil 4.21. L. monocytogenes patojenine karsi antimikrobiyal aktivite sonuglari

55 Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
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Sekil 4. 22. K. pneumoniae ATCC 700603 patojenine kars1 antimikrobiyal aktivite sonuglari
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Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Sekil 4.23. E. faecalis ATCC 29212 patojenine karst antimikrobiyal aktivite sonuglari

Candida albicans ATCC 10231
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Sekil 4.24. C. albicans ATCC 10231 patojenine karst antimikrobiyal aktivite sonuglari
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BK2H

Aspergillus niger ATCC 16404

CS20H

KS5H CG2H

Sekil 4.25. A. niger ATCC 16404 patojenine kars1 antimikrobiyal aktivite sonuglar1

4.6. Oziitlere Ait MiK Degerlerinin Mikrodiliisyon Yéntemiyle Belirlenmesi

Disk diflizyon testi sonucu en iyi zon olusturan Streptomyces spp. MK37H ve AS18H

oziitlerinin ve BK2H 6ziitiiniin test patojenlerine kars1 MIK degerleri Cizelge 4.14 ‘te

verilmigtir.

Cizelge 4.14. Streptomyces spp.

MK37H, AS18H oziitlerinin ve BK2H 6ziitiiniin MIK

degerleri

Patojenler MK37H oziiti  BK2H oziitii AS18H oziitii
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

E. coli ATCC 25922 8800-4400 5400-3600

B. subtilis ATCC 6633 240-220 45-40 3,75-1,87

S. aureus ATCC 25923 220-210 100-90 15-7,5

S. enterica ATCC 13311 240-220 100-90 1,87-0,93

P. aeruginosa ATCC 27853 120-110 22,5-11,25 55-50

L. monocytogenes 220-210 30-22,5 7,5-3,75

K. pneumoniae ATCC 700603  8800-4400 10800-7200 7200-4800

E. faecalis ATCC 29212 4400-2200 110-100 45-40

C. albicans ATCC 10231 260-240 --- ---
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Streptomyces sp. MK37H &ziitii en iyi antimikrobiyal aktiviteyi 120-110 pg/ml
degeri ile P. aeruginosa ATCC 27853 patojenine karsi gosterirken en digiik
antimikrobiyal aktiviteyi ise 8.8-4.4 mg/ml degeri ile E. coli ATCC 25922 ve K.
pneumoniae ATCC 700603 patojenlerine kars1 gostermistir (Cizelge 4.14).

Streptomyces sp. AS18H oziitii ise K. pneumoniae ATCC 700603 patojeni
disinda diger patojenik organizmalara karsi yiiksek antimikrobiyal aktivite
gOstermistir. En iyi antimikrobiyal aktiviteyi 1,87-0,93 pg/ml degeri ile S. enterica
patojenine kars1 gostermistir (Cizelge 4.14).

BK2H 6ziitii ise 22,5-11,25 pg/ml arasinda bir MIK degeri ile P. aeruginosa
ATCC 27853 patojenine kars1 yiiksek oranda antimikrobiyal aktivite gdstermektedir.
En diisiik antimikrobiyal aktiviteyi ise E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC
700603 patojenlerine karst gostermistir (Cizelge 4.14).

4.7. Sitotoksik Aktivite Testi

Erzurum ve Antalya topraklarindan izole edilen 60 aktinobakteri susuna ait dziitlerin
ARA42] pankreas kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik aktivitesi degerlendirildi. Her
dilisyondan ve kontrolden tdiger kuyucuk bulundugundan  kuyucuklarin
spektrofotometrede verdikleri optik dansite (OD) degerlerinin ortalamasi alind.
Kontrol kuyucuklarindaki hiicrelerin canlilik oran1 %100 kabul edilerek oziitleri igeren

kuyucuklardaki hiicre canlilig: kontrole gore degerlendirildi.

[k olarak tiim 6ziitler 3 diliisyon olacak sekilde kontrol grubuyla beraber test
edildi ve 16 ekstraktin kanser hiicreleri lizerinde hiicrelerin % 50’sinden fazlasini
oldiirerek sitotoksik etkisinin oldugu belirlendi. Daha sonra sitotoksik etkiye sahip

olan bu oziitler 9 diliisyon yapilarak tekrar test edildi.

Sonuglar Microsoft Excel programinda degerlendirilerek grafik halinde
Ozetlendi (Sekil 4. 26-41).
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Sekil 4.26. Streptomyces sp. MK37H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.27. Streptomyces sp. MK12H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Hiicrelerin Canlhilik Orani (%)
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Sekil 4.28. Streptomyces sp. XS4H 6zitiiniin MTT testi sonucu

Hiicrelerin Canlhilik Orani (%)

=
iy
o

=
N
o

iy
o
o

[o]
o

o]
o

D
o

N
o

o

Kontrol 240

| ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ = RS11H

7,5 3,75

Ekstrakt Konsantrasyonu (pg/ml)

1,87

0,93

Sekil 4.29. Streptomyces sp. RS11H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.30. Pseudonocardia sp. KG21H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.31. Streptomyces sp. XS8H oziitliniin MTT testi sonucu
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Hiicrelerin Canliik Orani (%)
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Sekil 4.32. Nonomuraea sp. FG8H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.33. TG1H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Hiicrelerin Canliik Oram (%)
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Sekil 4.34. Streptomyces sp. AS14H o6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.35. Streptomyces sp. FG7H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.36. Streptomyces sp. CS23H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.37. BK2H oziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.38. Streptomyces sp. AS18H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.39. TS9H 6ziitiiniin MTT testi sonucu
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Sekil 4.40. Streptomyces sp. RG6-2H 6ziitiintin MTT testi sonucu
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Sekil 4.41. CG2H oziitiiniin MTT testi sonucu
4.8 Tiim Genom Analizi

Biyoaktivite testlerinde pozitif sonug veren suslardan birinin (Streptomyces sp. BG9H)

tiim genom dizilemesi MicrobesNG (Birmingham, Ingiltere) firmasina yaptirilmistir.
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Streptomyces sp. BG9H in GenBank’a WMBF00000000 erisim numarasi ile
depolanan ve 881 kontigten olusan tiim genom dizisinin biiyiikliigii 7.259.623 bp olup
GC igerigi %71.2’ dir. Genomda 6835 adet protein kodlayan dizi ve 66 adet RNA
kodlayan gen bulunmaktadir. Ayrica, tiim genomu dizilenen Streptomyces sp. BG9H
susunun CRISPR/Cas dizileri CRISPRFinder (https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/)

sunucusunda belirlenmistir.

Temel olarak CRISPR-Cas sistemi diizenli tekrar dizileri, spacer diziler, bir
lider dizi ve Cas gen setinden olusmaktadir. CRISPR dizileri, 23 bg ila 47 bg
uzunlugundaki palindromik tekrar dizileridir. Ara diziler (spacer) ise yabanct DNA
dizisinden koken alan, CRISPR tekrarlar1 arasina yerlestirilen son derece degiskenlik
gosteren genellikle 32-35 b¢ uzunlugundaki dizilerdir. Lider dizi ise CRISPR
lokusunun gerisinde bulunur ve transkripsiyon i¢in promotor islevi goriir. CRISPR-
iligkili (Cas) genler ise, CRISPR-Cas sisteminin énemli bilesenlerinden biridir. Protein
kodlayan genler olup helikaz, niikleaz, polimeraz ve RNA baglanma proteinleri gibi
fonksiyonel domainleri igeren bir gen setidir (Tong vd, 2015). Yapilan analizler
sonucunda Streptomyces sp. BG9H genomunda 16 bolgede CRISPR dizilerine
rastlanmistir ve bu 16 bolge igerisinde 187. ve 764. Kontig bolgelerinde 2 Cas gen
kiimesi ve toplam 4 cas geninin varligi saptanmistir (Sekil 4.15-16).

187. kontigte tespit edilen CRISPR dizisi 21 ara dizi icermekte ve buna bagl
olarak giivenilirligi diger bolgelere kiyasla daha yiiksektir (giivenilirlik seviyesi: 4).
Ayrica, bu bolgede Cas 1 _0_IE, Cas 2 _0_IE ve Cas 6_0_IE olmak iizere ii¢ adet
CRISP-iliskili (cas) gen bulunmaktadir. 723. Kontigte tespit edilen CRISPR dizisinin
de giivenilirligi yiiksek olup (glivenilirlik seviyesi: 4) 27 ara dizi igermektedir (Sekil
4.17). 764. Kontig ise Cas 4 genini ihtiva etmektedir. Ancak giivenilirlik derecesi 1
oldugundan dolay1 bu sonug yaniltici olabilir (Sekil 4.15-16)
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Cizelge 4. 15. Streptomyces sp. BG9H genomunda CRISPR/Cas dizileri

Kontig

no
6

25

68

94

141

178

186

263

271

321

474

484

496

764

1

CRISPR CAS

0

(Cas4)

Tekrar dizisi

TTTCAAGATCGGGACGAGGTCGG
TTTCATGATCGGGACGAGGTCGG

GGCGCGCAGTTCCCCGCGLCCCT
GGCGCGCCGTTCCCCGLCGCCCCT

GGAACTGCGCGACCAGCCACAAC
GGAACGGCGCGACCAGCCACAAC

CCTGTGCCCGTTCTCCAGCTCGGC
CCGGTGCCCGTTCTCCAGCTCGGC

GCTGTGGCTGCTCTTACGCCAGCG
AGCGG
GCTGTGGCTGCTCTTACGCCAGCG
GGCGG
GACGACAACCGTGGCGGTGGCTCC
GG
GACGACAACCGTGGCGGTGGCTCC
GG
GTGGTTGCTCGCGCCGTTCCTCGCG
CCCCTTGCGGGGCCC
GTGGTTGCTCGTGCCGTTCCTCGCG
CCCCTTGCGGGGCCC
GTTCCCCGCGCCCCTTCGGGCGCTC
AGC
GTTCCCCGCGCCCCTTCGGGGCGCT
CAG
GCCAAGAAGGCGGTGGCCAAGAA
G
GCCAAGAAGGCGGTGGCCAAGAA
G
GTGGGTGTCCTGCGGGGCGTGGG
GTGGGTGTCCTGCGGGGCGTGGG

AGGGGCGCGGGGAACTGCGCGAGC
AA
AGGGGCGCGAGGAACTGCGCGAGC
AA
GGCTGCGGCTTGGGGGCCTGCTGC
GGCTGCGGCTTGGGGGCCTGCTGC

GGGGCGCTCCTCCCGGCGTGGCA
GGGGCGCTCCTCCCGGCGTGGCA

GGGTCCTCCGCCGAGTCGCGGCAG
GGGTCCTCCGCCGAGTCGCGGCAG

94

Ara dizi (spacer)

CGGGCCCCTGACCTGCG
CTTTCCCGTTTCGACGTC
CGCGCG
GACGGGGCGCCCACGGC
CCGGTTTCTTTCCTGCGG
GATCGTCGTGGCTT
CCACCCGCAGCCAAAGA
CAACCGGGCAAGCCCCA
TCAGGGGCGCGG

TGGCCCGTGCCCGTCCTC
CAGCTGGGCCGAACCCG
TGTCCGTCCTCCAGCTCA
GCCGAC
CGCCTTCGAAGTCGTAA
GCGACCTCGACGCATTC
ACCGCTGTCTCCGCC

TACCGGTTTCCGTCGTGA
TGACCGCCCCTCGGGTG
GCTTCAACCGCGACCGT
CGC
ACCTGCCCGTCCCAGCT
GCGGGTTCGTC

TGCGGGTTGGGTGTGGT
TGCTCGCGCC

GCCGTTATGGGGGAGCC
GGCGAAGGCCCCGGCGA
AGAAGGCTCCGGCGAAG
AAAGCCCCG
CGCCCGGTGGGGCGTGA
GTGTCCTGCGAGGCGAG
GGCGCCCGGGGCAGC

CCCCCACCAACCCGCGC
GATACGAACCGGCCCCG
TA

GTCTGCTGCGGGGCGGC
CTGCTGCTGCGTCTGCTG
CGGCTTC

ATTGCGGGGCCTTTTGG
GGGCGGTGCGGTGGCTC
CCTTA

GGTGATACGGATGTGCC
CTCGGCGCAGGCGCGGC
AAGGTGGTACGGGTGAT
ACGGAT



Cizelge 4. 16. Streptomyces sp. BG9H genomunda CRISPR/Cas dizileri (devam)

Kontig no | CRISPR CAS

187 1 3

Casl 0_IE
Cas2_0_IE
Cas6_0_IE

Tekrar dizileri

GTGGTCCCC
GCGCATGCG
GGGGTGGTC
CC

95

Ara dizi (spacer)

TGTCCCACCCGCTGCCAGCTGTG
AGTGGTGAG

ACAGGGATCACCGCGTGCATGGC
TGTGCCCAG

TTCGTCTAGTCAGGAGGCCTCTCT
GGGTCCCG

AGGGTCGAGGGCGGGTGCTTGGA
GTAGTTCAG

CTGCCCGGGGTCGGCGACGAGGT
CCAGGTCCA

TACAACCAGATCGCCAAGGTGCT
GAACTCGGA

GCTGATCCCCAGAGCAATGGCCC
GTGCCTGAA

GCCCACTTACCACTACAGGAGTT
ACACCTCCG

GTCACCATGACGTCCCCCTCCCTG
TTCCGGTCG

ACGGCCGCCACGGCCCGGATCAC
ATGACCTCG

GGCGCGGGGCGGACCGCGGTCTC
GATCTGACG

TTCTGCTGTCCGGGCCGGGGGGA
CACGATGTC

GCTGGGGTCGGCGACGGCCTTGA
AGGCAGGTG

ACATTGTACTCAGCTTCCGCAAG
GAGATCCCG

GAAGCTCTCAAGGCGACGGGCTT
CTGCAAGGT

GTGCAGACGGTGAACAACATGCA
GCGGCTCCT

CTGTGGCCTCCCGGCACGACCGA
CTGCGTACTGGCGACCTG

TTCGCGATCAGCTGCGGAAGCTG
GAGCACCTG

CGAGAGTCCGACCGGGACAGCAC
TTGGTCTGG

TTCTCGTCTTCCCAGGACCCCCCG
CGCCCGCC

CTCCGTGGTACATCGCGCACACG
CAGCGGCAG



Cizelge 4. 17. Streptomyces sp. BG9H genomunda CRISPR/Cas dizileri (devam)

Kontig

723

CRISPR

CAS

Tekrar
dizileri

GGGACCA
CCcCccGC

ATGCGCG
GGGACCA
C

96

Ara dizi (spacer)

GAGATGCCGCAGGGCGGCGTCGTCCAGGGCTG

TTGATGGAGCTGTCGTATCCGAAGCGCGGCGC

GCACGTGCCTGCCCCAACAGGAGGTTGAAGCG
GCATGCTGCAGGTCGTTGATGCCCTGGCGAAG

GAACACGAAAAAGGAGATCTGACCATGCCCAA

GAGATGCCGCAGGGCGGCGTCGTCCAGGGCTG

CTCAGGAAGGAGCGGGCTCGGGCGGCCGGGLC
GCTGTAGTGCACATTCACGTGGGCGGCCGGGG

CGGTGCCGCCCCGATCCGCTGGTCCCCGGGTA
GTCCAGACTGATGCGCGGAAGTACAGCCCGGG
AGGTCGCCTGTCGGTGCCCGGGGGATCGCCCA
CCGCTCAGCGAGGACGAGGAAGAACGCTGGGA
GGTTTGCTGGCGCCCAGCTCAGCGCACATCTC
TACCGGAACGTGGGCACTGCGCGGAAATGGGA
AGGAGCTCGTTCGTGAACGCTTCACTCAAGTC
GAGGCCGCGCTCGCGCTCGTCCGCGGCCGTCC
CTCGTCGTCGAAGTCGTCCTCGTCGACGCCCA
GCGCGGCTTCTCGCGGTCGGCTTCCGTATCGC
AAATTCCCGGAACTCAAGAACGCTGCCGTTCT
CCCTCGTCCTGCTCGTCCCACCAGTTGACCTC
ACCTTGAGGCGAAGAACGGCTCCTCCCACACG
ACCGGCACCCGGGAGATGAAGCAGCTCGCCGC
GATCCACGACCTGCGTCACACTCATGTGTCGTG
TCGACCTGTACGACCTGGGAGCCGACCCCGAC
AGTCGGCACGGACTTGGCCAGACCACGGAACC

GAGGCGGCCAAGATCATCACCTCGGACCATGA



Streptomyces sp. BG9H genomunun antibiyotik diren¢ genlerine sahip olup
olmadigini analiz etmek amaciyla ResFinder

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/)  sunucusu  (Zankari  vd, 2012)

kullanilmistir. Buna gére Streptomyces sp. BG9H susunun aminoglikozit, beta-laktam,
kolistin, florokinolon, fosfomisin, fusidik asit, glikopeptid, makrolid, linkozamid,
nitroimidazol, okzazolidinon, fenikol, rifampisin, sulfonamid, tetrasiklin ve
trimetoprim antibiyotiklerine karsi dirence neden olan herhangi bir geninin veya

mutasyonunun bulunmadig tespit edilmistir.

Ayrica sekonder metabolit {iretiminden sorumlu olan genler AntiSMASH
sunucusunda belirlenmistir. Streptomyces sp. BG9H genomu; poliketid sentaz (PKS),
ribozomal olmayan peptidler (NRP), siderofor, terpen ve melanin gibi ¢esitli sekonder

metabolitlerin tiretiminde gorev alan genleri barindirmaktadir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. Streptomyces sp. BG9H genomunda bulunan biyosentetik gen bolgeleri

GEN BOLGESI BIiLiINEN EN YAKIN BiLESIK BENZERLIK ORANI
TiP I PKS, BUTIROLAKTON frankiamicin % 21
LASSOPEPTIT anantin % 50
NRPS kistamicin % 20
SIDEROFOR ficellomycin %5
SIDEROFOR desferrioxamin % 83
NRPS JBIR-78/JBIR-95 % 22
ARILPOLEN, LADDERAN RP-1776 %32
FOSFONAT rhizocticin % 19
TERPEN albaflavenone % 100
TERPEN geosmin % 100
NRPS pentalenolactone % 11
NRPS polyoxypeptin % 13
NRPS feglymycin % 57
TiP Il PKS violapyrone B % 28
NRPS tyrobetaine % 13
NRPS aurantimycin A % 21
TiP I PKS azalomycin F3a % 34
TiP II PKS aranciamycin % 21
MELANIN istamycin % 4
NRPS rhizomide A, B, C % 100
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5. TARTISMA

Aktinobakteriler; ticari degeri yiiksek olan birgok biyoaktif bilesigin dogal iireticileri
olup dogadaki essiz organizmalardir. Bu bakteri grubu tarafindan tretilen biyoaktif
bilesikler antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitimor ve immiinostipresif karakterde
olabilirler. Aktinobakteriler tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin basinda
antibiyotikler yer almaktadir ve antibiyotiklerin %70’1 Streptomyces cinsleri
tarafindan tretilmektedir (Okami, 1988; de Lima Procopio vd, 2012). Tip ve ilag
endiistrisi alaninda oldukga kiymetli olan antibiyotikleri ve diger terapotik etkili
maddeleri {iretmeleri agisindan aktinobakteriler arastirmacilar igin dikkat ¢ekici bir

bakteri grubudur.

Tiim diinyada saglik sorunlarinin artmasi, patojen organizmalarin mevcut
antibiyotiklere karsi direng olusturmasi ve tedavide yetersiz kalinmasi gibi
sebeplerden dolay1 arastirmacilar daha etkili ve daha giivenli yeni bilesiklerin kesfine
odaklanmislardir (Sharma ve Gupta, 2015). Yapilan arastirmalar yeni biyoaktif
maddelerin kesfi ile yeni aktinobakteri tiirlerinin kesfi arasinda dogrudan bir iliski
oldugunu gostermektedir (Miiller ve Wink, 2014). Bu anlamda yeni biyoaktif
bilesiklerin kesfedilmesi amaciyla daha dnce izolasyon ¢alismalarina dahil edilmemis
habitatlardan yeni aktinobakteri suslarinin izole edilmesi Onemli bir c¢alisma

konusudur.

Aktinobakteriler toprak, sediment, deniz, gol ve bitkisel dokular gibi gesitli
ekolojik ¢evrelerde bulunmakla birlikte en baskin bulunduklart habitat tiirii topraktir.
Yapilan pek ¢ok c¢alismada toprak orneklerinden c¢ok sayida aktinobakteri tiirii
ozellikle de Streptomyces tiirleri izole edilmis ve izole edilen aktinobakteri suslarinin
antimikrobiyal ve antikanser Ozellikteki sekonder metabolitleri irettikleri
belirlenmistir (Barka vd, 2016). Bu giine kadar yapilan arastirmalar g6z Oniine
alindiginda daha once calisilmamis toprak 6rneklerinden yeni aktinobakteri suslarinin
elde edilme ihtimali ve bu suslarin da yeni biyoaktif bilesikleri iretebilme

potansiyelleri oldukga yiiksektir.
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Bu tez galismasinda aktinobakteri kaynagi olarak Erzurum-Oltu ve Antalya-
Kumluca bélgelerinden almman toprak oOrnekleri kullanilmistir. izole edilen
aktinobakteri suslarindan bazilar1 16S rRNA gen dizi analizi ile cins diizeyinde
tammlanmis ve bu suslarin  Arthrobacter, Leifsonia, Nocardia, Nocardioides,
Nonomuraea, Pseudonocardia, Saccharothrix ve Streptomyces cinslerine ait olduklari

belirlenmistir.

Calismada se¢ilen 60 aktinobakteri susuna ait metanol ham 6ziitleri elde edilmis
ve elde edilen 6ziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemiyle 10 farkli
patojen organizmaya karsi test edilmistir. Deney sonucunda antimikrobiyal aktivite
testine tabi tutulan 60 izolattan 30’unun (% 50) en az bir patojenik organizmaya karsi
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica en iyi inhibisyon zonlarini olusturan 3 oziit

secilerek antimikrobiyal aktiviteleri mikrodiliisyon yontemiyle de belirlenmistir.

Duraipandiyan vd (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Himalaya topraklarindan
ERIH-44 etiketli aktinobakteri iiyesi izole edilmistir. ERIH-44 susuna ait Oziitiin
antimikrobiyal aktivitesi mikrodillisyon teknigi ile belirlenmistir. Sonuglar ERIH-44
susana ait oziitin Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa patojenlerine karsi antibakteriyal etkiye sahip oldugunu
gostermistir (Duraipandiyan vd, 2010). Bizuye vd (2013) tarafindan yapilan ¢alismada
ise Etiyopya-Gondar sehrinden 15 bolgeden toprak Ornekleri toplanmis ve
aktinobakteri tiirleri izole edilmistir. Tiirlere ait 6ziitlerin antimikrobiyal aktivitesi test
edilmistir. Sonuglar Ab18, Ab28 ve Ab43 etiketli aktinobakteri suslarina ait 6ziitlerin
antimikrobiyal aktivitesini oldugunu gostermektedir. Ab18 oziitii S. aureus patojenine
kars1 30 mm, E. coli patojenine kars1 35 mm, K. pneumoniae patojenine kars1 14 mm
ve C. albicans patojenine kars1 ise 15 mm inhibisyon zonu olusturmustur. Ab28 susuna
ait 6ziit ise C. albicans patojenine karst 12 mm inhibisyon zonu olusturmustur. Ab43
susuna ait oziit ise S. aureus ve E. coli patojenlerine karsi sirasiyla 34 ve 25 mm
inhibisyon zonlar1 olusturmustur (Bizuye vd, 2013). Kumar vd (2012) tarafindan
yapilan bir baska calismada ise Hindistan topraklarindan 35 aktinobakteri susu izole
edilmis ve suslara ait 6ziitler metanol, etil asetat, biitanol gibi ¢esitli organik ¢oziiciiler
kullanilarak hazirlanmistir. Oziitlerin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metodu
kullanilarak test edilmistir. VAS 10 kodlu aktinobakteri susuna ait Oziitiin

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
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Susa ait metanol oziitii S. aureus, E. coli ve B. subtilis patojenlerine karsi
sirasiyla 15, 21 ve 10 mm ¢apinda inhibisyon zonlar1 olusturmustur (Kumar vd, 2012).
Trabelsi vd (2016) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise toprak Orneklerinden
izole edilen Streptomyces, Micromonospora, Pseudonocardia, Actinomadura ve
Nocardia cinslerine ait olan 54 aktinobakteri iiyesinin ham oziitleri elde edilmis ve
disk difiizyon metodu ile antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Sonuglar 27
Oziitlin kullanilan test patojenlerine karsi antimikrobiyal etkisi oldugunu gdstermistir.
Ayrica 54 aktinobakteri liyesinin 42’sinin Streptomyces cinsine ait olmasi da bizim
calismamizla paralellik gostermektedir (Trabelsi vd, 2016). Kapur vd (2018)
tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise gesitli toprak drneklerinden aktinobakteri
tiyeleri izole edilmis ve suslara ait ham 6ziitler metanol ve etil asetat ¢oziiciileri ile
hazirlanmustir. Oziitlerin antimikrobiyal aktivitesi test edilmis ve hem etil asetat
Oziitlerinin hem metanol Oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur (Kapur vd, 2018). Chaudhary vd (2013) yaptiklar1 bir bagka ¢alismada
Hindistan- Sheopur bolgesindeki toprak orneklerinden 31 aktinobakteri iiyesi izole
etmis ve bu tiirlere ait ham Oziitlerin 12 patojen organizmaya karsi antimikrobiyal
aktivitesi agar kuyucuk difiizyon ve mikrodilisyon yontemiyle degerlendirilmistir.
AS14, AS27 ve AS28 suslarina ait oziitlerin yiiksek oranda antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir (Chaudhary vd, 2013). Sripreechasak ve Athipornchai
(2019) tarafindan yapilan calismada ise Tayland bolgesindeki Sammuk dagindan
toprak &rnekleri alinmis ve aktinobakteri izolasyonu yapilmistir. izole edilen 50
aktinobakteri iiyesinden 13 tanesinin yapilan antimikrobiyal aktivite testi sonucunda
Bacillus subtilis, S. aureus ve C. albicans patojenlerine karsi aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Sripreechasak ve Athipornchai, 2019). Bu tez ¢alismasinda da farkli
fizikokimyasal 6zelliklere sahip ii¢ toprak drneginin aktinobakteri biyogesitliligi 16S
rRNA gen dizi analizi ile belirlenerek izolatlarin biyoaktivite profilleri farkli patojen
mikroorganizmalara kars1 gosterilen antimikrobiyal aktivite ve pankreas kanser hiicre
hattina kars1 gosterilen sitotoksik aktivite acisindan ortaya konmustur. Literatiirde
bildirilen galigmalarla karsilastirildiginda bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgularla
muhtemel yeni biyoaktif sekonder metabolit {ireticisi yeni aktinobakteri tiirlerinin

ortaya c¢ikarildigi distiniilmektedir.
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Bu calismadan elde edilen ham 6ziitlerin AR42J pankreatik kanser hiicre hatti
tizerindeki sitotoksik aktivitesi MTT analizi ile degerlendirilmistir. Sonuglar 16
aktinobakteri 6ziitiiniin AR42J kanser hiicre hatti tizerinde sitotoksik etkisi oldugunu

dogrulamaktadir.

Azman vd (2017) tarafindan yapilan bir ¢calismada Malezya bolgesinden alinan
toprak orneginden Microbacterium mangrovi MUSC 1157, Sinomonas humi MUSC
1177 ve Monashia flava MUSC 78" olmak iizere ii¢ yeni nadir aktinobakteri tiirii izole
edilmistir. Bu tiirlere ait metanol 6ziitlerinin mikrodiliisyon yontemi ile antibakteriyal
etkisi, MTT analizi ile de HT-29 insan kolon kanseri hiicre hatt1 ve insan servikal
kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Tiim Oziitler S.
aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, S. typhi ve E. coli patojenlerine kars1 1.25-2.5
mg/ml MIK degerlerinde antimikrobiyal aktivite gdstermistir. MTT analizi sonucunda
ise tiim Oziitlerin farkli diizeylerde her iki kanser hiicre hatt1 tizerinde sitotoksik etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir (Azman vd, 2017). Ahmad vd (2017) tarafindan yapilan bir
baska ¢alismada ise Misir topraklarindan 52 aktinobakteri susu izole edilmis ve tiim
suglarin antimikrobiyal etkinlikleri degerlendirilmistir. Sonuglar 20 aktinobakteri
tirtiniin E. coli, S. aureus, B. subtilis, C. albicans ve S. lutea patojenlerinden en az
birine kars1 aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica yapilan sitotoksisite testi
sonucu Streptomyces cinsi liyesi olan AGM12-1 susuna ait olan 6ziitiin sirastyla ICso
3.3 ve 1.1 mg/ml degerlerinde HCT-116 ve HepG-2 kanser hiicre hatlar1 lizerinde
sitotoksik etkisinin oldugu gosterilmistir (Ahmad vd, 2017).

Law vd (2017) tarafindan yapilan baska bir c¢alismada ise Malezya
topraklarindan yeni bir tiir olan Streptomyces colonosanans MUSC 93J7 izole edilmis
ve bu tiire ait oziitiin HCT-116, HT-29, Caco-2 ve SW480 kolon kanseri hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksisitesi MTT analizi ile degerlendirilmistir. Sonuclar ekstraktin dort
kanser hiicre hatt1 lizerinde de farkl diizeylerde sitotoksik etkisinin oldugunu
gostermistir. 400 pg/ml konsantrasyonda en yiiksek sitotoksik etki SW480 hiicre
hattinda goriiliirken en diisiik sitotoksik etki HT-29 hiicre hattinda goriilmiistiir (Law
vd, 2017). Law vd (2019) tarafindan yapilan bir diger calismada ise dogu Malezya
bolgesinden alian orman topragindan Streptomyces monashensis sp. nov. MUSC 1J7
yeni tiirli izole edilmistir. Bu tiirtin HCT-116 ve SW480 kolon kanseri hiicre hatlar1

tizerindeki sitotoksik aktivitesi MTT analizi yapilarak degerlendirilmistir.
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Streptomyces monashensis sp. nov. MUSC 1J7 ekstraktinin HCT-116 ve SW480
kanser hiicre hatlar1 iizerinde 400 pug/ml konsantrasyonda onemli bir sitotoksisite

gosterdigi bulunmustur (Law vd, 2019).

Abdel-Aziz vd (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Misir topraklarindan sekiz
aktinobakteri tiirli izole edilmistir ve bu sekiz aktinobakteriden Streptomyces cinsine
ait olan ii¢ tanesinin ham oziitlerinin S. aureus, C. albicans, F. oxysporum, P.
aeruginasa ve A. niger patojenlerine karst antimikrobiyal aktivitesi oldugu
saptanmustir. Ayrica ekstraktlarin insan hepatoselliiler kanser hiicre hatt1 (HepG2)
tizerindeki etkisi incelenmis ve antimikrobiyal aktivite gosteren ii¢ izolattan birinin

antikanser 6zellige de sahip oldugu belirlenmistir (Abdel-Aziz vd, 2019).

Yapilan pek cok calisma aktinobakterilerin antimikrobiyal aktivite disinda
antikanser 6zellikte metabolitler iirettigini dogrular niteliktedir. Bu tez ¢alismasindan

elde edilen bulgular literatiirdeki ilgili ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.

Ayrica Streptomyces sp. BGY9H susunun tim genom analizi yapilmis ve
CRISPR-Cas dizileri belirlenmistir. Streptomyces sp. BG9H genomunda CRISPR-Cas
dizilerinin olmasi niikleik asit temelli bir savunma sisteminin varligina isaret eder ki
bu da mikroorganizmay1 viriis ve diger hareketli genetik elementler gibi stres

faktorlerine karsi korur.

5.1. Sonug ve Oneriler

Bu tez calismast sonucunda Erzurum ve Antalya bolgelerinden alinmig ii¢ toprak
orneginden aktinobakteri oldugu diisiiniilen toplam 340 izolat elde edilmistir.
Erzurum-Oltu bolgesinden alinan toprak 6rneklerinden izole edilen Streptomyces spp.
AGT7H, AG9H, BG10H ve KG16H suslarinin ve Pseudonocardia sp. KG21H susunun
en yakin tip tiirleri ile 16S rRNA dizi benzerlik oranlar1 %98.83-99.23 arasindadir. Bu
suslarin yeni tiir olup olmadiklarmin dogrulanmasi i¢in polifazik taksonomik

analizlerinin tamamlanmas1 gerekmektedir.

Antalya-Kumluca bolgesinden alinan toprak 6rneginden izole edilen Streptomyces
spp. AK11H, AK12H, RK4H, MK15H, MK12H ve HK15H suslarinin en yakin tip
tiirleri ile 16S rRNA gen dizi benzerlik oranlar1 da %99’un altindadir. Streptomyces spp.
MK15H, MK12H ve HK15H suslarinin birbirleriyle 16S rRNA gen dizi benzerlik

oranlar1 % 100°diir.
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En yakin tip tiirleriyle 16S rRNA dizi benzerlik oranlarinin %99’un altinda
olmast bu suslarin yeni tiir statiilerinin dogrulanmasi i¢in polifazik taksonomik
analizlerinin tamamlanmas1 gerektigini gostermektedir. Ayrica Antalya-Kumluca
topragindan izole edilen Nonomuraea sp. HK9H susu ise en yakin tip tiirii ile % 99.10
(1441 pozisyonda 13 nt) dizi benzerligine sahiptir. Genom dizi analizi, fenotipik ve
kemotaksonomik karakterizasyon yapilarak bu susun taksonomik = statiisii

belirlenmelidir.

Bu tez ¢alismasinda segilen 60 aktinobakteri 6ziitiiniin antimikrobiyal aktivitesi
disk difiizyon metoduyla belirlenmistir. Yapilan disk difiizyon testi sonucunda E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 ve A. niger ATCC 16404 patojenlerine
kars1 en iyi antimikrobiyal aktiviteyi Streptomyces sp. MK37H o6ziitii gosterirken, B.
subtilis ATCC 6633 patojenine kars1 en iyi antimikrobiyal aktiviteyi ise Streptomyces
sp. RG6-2H oziitii gostermistir. S. aureus ATCC 25923, S. enterica, L.
monocytogenes, K. pneumoniae ATCC 700603, E. faecalis ATCC 29212 patojenlerine
kars1 ise en iyl antimikrobiyal aktiviteyi BK2H susuna ait 6ziit gdstermistir. C.
albicans ATCC 10231 patojenine karsi ise en iyi antimikrobiyal aktiviteyi
Streptomyces sp. FG7H oziitii sergilemistir. Genel olarak tiim test patojenleri
tizerindeki antimikrobiyal aktivite diizeyine bakilacak olursa en iyi sonug veren dziitler
Streptomyces spp. MK37H, ASI18H oziitleri ve BK2H 6ziitlidiir. Streptomyces sp.
MK37H o6ziitii 10 patojenik organizmaya karst da inhibisyon zonu olusturmaktadir.
BK2H susuna ait 6ziit ise C. albicans disindaki patojenlere karsi antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Streptomyces sp. AS18H susuna ait 6ziit ise B. subtilis ATCC
6633, S. aureus ATCC 25923, S. enterica, P. aeruginosa ATCC 27853, L.
monocytogenes, K. pneumoniae ATCC 700603, E. faecalis ATCC 29212 patojenlerine
kars1 aktivite gdstermistir. Mikrodiliisyon testi sonucunda ise bu dziitlere ait MIK
degerleri belirlenmis ve AS18H 6ziitliniin diger iki 6ziite gore daha diisiik miktarlarda

aktivite gosterdigi bulunmustur.

Calisma kapsaminda yapilan sitotoksisite deneylerinde 60 6ziitten (% 26. 6) 16
tanesinin farkli konsantrasyonlarda AR42J pankreas kanser hiicre hatti iizerinde

sitotoksik etkisi oldugu belirlenmistir.
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Ayrica Streptomyces sp. BG9H genomunun sekonder metabolit iiretiminden
sorumlu genleri ve CRISPR/Cas dizileri igerdigi tespit edilmis olup ileride
yapilabilecek caligmalarla bu genlerin biyoteknolojik amaglar i¢in kullanilabilirligi

ortaya ¢ikarilmalidir.

Sonug olarak; bu tez c¢alismasi ile Erzurum-Oltu ve Antalya-Kumluca
bolgelerinden alinan toprak orneklerinin aktinobakteri gesitliligi belirlenmistir. Daha
sonra yapilacak ¢alismalarla 16S rRNA gen dizi benzerlik oranlaria ve filogenetik
dendrogramdaki yerlerine gore yeni oldugu disiiniilen tiirler polifazik taksomik
yaklasimlar ile kesin bir sekilde tanimlanip, literatiire kazandirilacaktir. Ayrica, ileride
yapilmasi planlanan c¢aligmalarla antimikrobiyal ve antikanser 6zellige sahip olan
Streptomyces spp. MK37H, AS18H oziitleri ve BK2H 0ziitii saflastirma ve molekiiler
tanimlama yoOntemleri ile detayl olarak tanimlanacak ve olasi yeni bir biyoaktif bilesik

kesfi durumunda bu bilesik mikrobiyal bir metabolit olarak literatiire kazandirilacaktir.
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EKLER

EK 1: Secici Izolasyon Besiyerleri ve Kiiltiir Ortam

1. Modifiye Besiyeri (Shukor vd, 2009)

Modifiye besiyeri Antibiyotikler
Gliserol 10 ml
KH2PO4 1,36 g
NazHPO4 1,389
KNOs 0,59 Cycloheximide (50pg/ml)
MgSO4 0,01g Nalidixic asit (10 pg/ml)
CaClz 0,019
(NH4).SO4 7,79
Iz element soliisyonu 1ml
Agar 18 ¢
ddHz20 1000 ml
pH 72+0.2

2. Humik Asit Vitamin Agar (HV Medium) (Hayakawa ve Nonomura, 1987)

HV Medium Antibiyotikler
Himik asit 19
Na;HPO4 054 Humik asit 10 ml 0.2 N
KCl 117 1g NaOH igerisinde ¢oziilerek
CaCOs 0’05 g hazirlandi.
K/(lagsocg?lfo 8’82 g Cycloheximide (50ug/ml)
Vitamin ¢ozeltisi 1’m| Nalidixic asit (10 pg/ml)
Agar 15 g
ddH.O 1000 ml
pH 7.2+0.2
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e Vitamin Stok Cozeltisi

Asagidaki vitaminler 100 ml distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra 0.1 M

HCl ile ¢ozeltinin pH (3.0+0.2) ayar1 yapild1 ve sterilizasyonu i¢in filtre kullanildi.

e p-aminobenzoik asit

e Biyotin
e Inozitol

e Nikotinamid

e Pantotenik asit (B5)
e Piridoksin (B6)
¢ Riboflavin Na-kolin (B2)

e Tiyamin (B1)

¢ Siyanokobalamin (B12)

e Folik asit

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

3. Kuster’s Agar (Lakshmanaperumalsamy, 1986)

Kuster’s Agar Antibiyotikler
Gliserol 109
Kazein 0,39
KNOs 29
K2HPO4 29 Cycloheximide (50pg/ml)
MgSO4 0,08 g Nalidixic asit (10 pg/ml)
CaCOg3 0,02 g
FeSO4 0,01g
Agar 15¢
ddH20 1000 ml
pH 72+02
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4. Rouf’s Medium (Rouf ve Stokes, 1962)

Rouf’s Medium Antibiyotikler
Yeast 59
Pepton 5¢
MgS0,4.7H20 0,29
CaCl,.6H20 0,059
Fe(NH3)sitrat 0,015¢g Cycloheximide (50ug/ml)
MnSO4.4H,0 0,05 g Nalidixic asit (10 pg/ml)
FeClz.4H.0 0,01
iz element soliisyonu 1ml
Agar 159
ddH20 1000 ml
pH 72+0.2

5. R2A Medium (Reasoner ve Geldreich, 1985)

R2A Medium Antibiyotikler
Yeast 0549
Pepton 059
Casamino asit 05¢g
Glikoz 059 Cycloheximide (50ug/ml)
Nigasta 059 Nalidixic asit (10 pg/ml)
Sodyum-piriivat 0,39 HE
K2HPO4 0,39
MgS04.7H,0 0,05 g
Agar 15¢
ddH.O 1000 ml
pH 72+0.2

6. Oatmeal Agar (ISP3) (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Oatmeal Agar (ISP3) Antibiyotikler
Oatmeal 209
Iz tuz ¢ozeltisi 1ml Nalidixic asit (10 pg/ml)
Agar 159 Nystatin (50pg/ml)
ddH.O 1000 ml
pH 72+0.2
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7. Inorganik Tuz- Nisasta Agar (ISP4) (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Inorganik Tuz- Nisasta Agar (ISP4)

Antibiyotikler

Coziiniir nisasta 10 g
KoHPO4 19
MgS0,4.7H20 1g

NaCl 1g
(NH4)>S04 29
CaCOs3 39

Iz tuz ¢ozeltisi 1ml
Agar 15¢
ddH.O 1000 ml
pH 72+0.2

Nalidixic asit (10 pg/ml)
Nystatin (50pg/ml)

8. SM3 Medium—Gauze’s Medium (Tan vd, 2006)

SM3 Medium Antibiyotikler
Glikoz 109
Pepton 59 Nalidixic asit (10 pg/ml)

- Nystatin (50pg/ml)

Tripton 39 Cycloheximide (50pg/ml)
Agar 159 Rifampicin (Spg/ml)
ddH20 1000 ml
pH 7.2+0.2

9. Czapek — Dox Agar (Weyland, 1969)

Czapek — Dox Agar

Antibiyotikler

Siikroz 3049

NaNO3 39

MgS04.7H20 059

KCI 059 Cycloheximide (50pg/ml)
FeSO4.7H20 0.01 Nalidixic asit (10 pg/ml)
K2HPO4 1g

Agar 13¢g

ddH20 1000 ml

pH 72+02
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10. Tripton — Maya Oziitii — Glukoz Agar (DSMZ Medium-680) + % 5 NaCl

Tripton — Maya Oziitii — Glukoz Agar Antibiyotikler
Tripton 39
Maya 6ziitii 5¢
Glukoz 59 Nalidixic asit (10 pg/ml)
NaCl 50 g Nystatin (50pg/ml)
Agar 209
ddH.O 1000 ml
pH 7
Kiiltiir Ortami

» Glukoz Yeast-Malt Extract Agar (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Glukoz 44
Bacto-Yeast-Extract (Merck) 4q
Bacto-Malt-Extract (Merck) 109
Agar 15 g
DdH20 1000 ml
pH 7.2

EK 2: Kullanilan Cozeltiler

1. % 20’lik Gliserol (Wellington, 1979) (Wellington ve Williams, 1978)
Gliserol siispansiyonu, Streptomycesspor veya miselyumlarinin —20°C’de uzun stireli
stoklanmasi i¢in hazirlanmistir.

e Gliserol (Park, Northampton, UK) 20 ml

e Distile su 80 ml
%20 v/v gliserol slispansiyonu yaklasik 1.5 ml miktarinda vidali kapakli kiigiik tiiplere
konularak 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.

124



2. TE tamponu, pH 8
0.5M EDTA, pH 8 (Merck) 2 ml
1M Tris, pH 8 10 ml
ddH20 1000 ml

Tampon 1000 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapildi. 100 ml’lik agzi
kapakli cam sigelere boliinerek 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda

sicakliginda saklandi.
3. Lizozim (50 mg/ml)
Lizozim (Sigma) 500 mg
TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) 10 ml

500 mg lizozim 10 ml TE tampon igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. 1.5 ml’liksteril

eppendorf tiiplere 1’er ml béliinerek -20°C’de kullanim zamanina kadar saklandi.
4. TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)

Tris 121.10 g

Borik asit (Merck) 61.83 ¢

EDTA (susuz) 5.84 ¢

ddH20 1000 mi
Soliisyon icerikleri tartild1 ve 1000 ml’lik beher igerisine kondu. I¢erisine 500 ml
DDH2O0 ilave edilerek soliisyon manyetik karistiric lizerinde berraklagincaya kadar
tutuldu. Son hacim 1000 mI’ye tamamlandi. pH 8’e ayarlanarak +4
°C’de saklandi.

5. 1XTBE, pH 8
10xTBE tamponu 50 ml
ddH20 450 ml

Agz1 kapakl1 400 ml’lik cam sise i¢cine konularak oda sicakliginda tutuldu.
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6. Brom fenol mavisi (Yiikleme Tamponu)

Brom fenol mavisi (AppliChem) 40 mg

Gliserol 5 ml

0.5MEDTA 1.5 ml

ddH20 3.5 ml

Toplam hacim 10 ml hazirlandiktan sonra ependorf tiiplere 500 pl seklinde dagitildi
ve +4°C’de saklanda.

7. MTT

5 mg/mL konsantrasyonunda ¢oziicii olarak steril distile su kullanilarak hazirlandu.
Kullanilmadan 6nce 0,22 pm’lik filtre kullanilarak steril edildi. Kiigiik miktarlarda
boliinerek kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

8. Tripan Mavisi

10 mg/mL konsantrasyonunda, ¢oziicili olarak steril distile su kullanilarak hazirlandi.

Kullanilmadan 6nce 0,22 um’lik filtre kullanilarak steril edildi.
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