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 Mikrobiyal sekonder bileşikler, potansiyel olarak sahip oldukları özel yapıları ve 

biyolojik aktiviteleri ile doğal bileşiklerin zengin kaynaklarından birini teşkil ederler. 

Actinomycetales takımına dahil olan Streptomyces türleri, çoğu biyolojik olarak aktif olan 

sekonder metabolitleri üretme yeteneğine sahip olan organizma grubudurlar. Bu sekonder 

metabolitlerden başlıcaları; antibakteriyel, antifungal ve antitümör ajanlardır. Yeni biyoaktif 

metabolitlerin keşfi için temel strateji Streptomyces gibi iyi bilinen ve yetenekli organizmalarda 

yeni bileşiklerin taranmasıdır. Yeni antimikrobiyal ajanların bulunması için bunların sentezinde 

görevli olan biyosentetik genlerin, üretici bakterilerin genomlarında taranması yaklaşımı, farklı 

taksonomik gruplarda ve aktinomisetlerde uygulanmıştır. Bu yaklaşım, yüksek metabolik 

potansiyele sahip yabanıl tip izolatların metabolik potansiyellerinin ortaya çıkarılmasında 

önemli bir strateji olarak görünmektedir. Ribozomal Olmayan Peptid Sentetazlar (NRPS) ve 

Poliketid Sentazlar (PKS), mikroorganizmalar tarafından üretilen önemli biyoaktif  bileşiklerin 

büyük bir kısmının sentezinde gerekli biyosentetik sistemlerdir.   

Bu çalışmada; endemik bitki rizosferlerinden izolasyonları ve moleküler teşhisleri 

yapılmış 15 farklı Streptomyces izolatının, PCR ile NRPS ve PKS-I genlerinin taranması 

amaçlanmıştır. Yapılan PCR taraması sonucunda izolatların tümünde NRPS ve PKS-I genleri 

tespit edilmiştir. Streptomyces sp. BSH50 izolatına ait NRPS genlerinin adenilasyon domainleri 

ve Streptomyces sp. AS29 izolatına ait PKS-I genlerinin ketosentaz domainleri klonlanarak mini 

gen kütüphaneleri kurulmuştur. Streptomyces sp. BSH50 ve Streptomyces sp. AS29 izolatlarının 

mini gen kütüphanelerinden seçilen klonların DNA dizi analizi yapılmıştır. Elde edilen 

sekanslar NCBI (Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Enformasyon Merkezi) web sitesindeki 

BLAST programı kullanılarak analiz edilmiştir. Streptomyces sp. BSH50 izolatının, NRPS 
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genlerine ait 11 farklı A domaini içerdiği ve bu domainlerin şimdiye kadar rapor edilmiş olanlar 

ile % 45 - 94 oranında değişen homolojilere sahip olduğu görülmüştür. Streptomyces sp. AS29 

izolatının, PKS-I mini gen kütüphanesinin analizlerine göre ise, bu izolatın PKS-I genlerine ait 

3 farklı KS domainine sahip olduğu tespit edilmiştir. Bu domainlerin Genbankasında şimdiye 

kadar bulunan PKS-I genleri ile % 61 - 72 oranında homolojisi tespit edilmiştir. Bundan sonraki 

çalışmalarda; şimdiye kadar rapor edilmiş biyosentez genleri ile düşük seviyede akrabalığı olan 

domainler, homolog prob olarak kullanılarak yapılacak hibridizasyon deneylerinde, ilgili 

izolatın genomunda, domainlerin ait olduğu gen kümelerine ulaşılmaya çalışılacaktır. 

Anahtar kelimeler: Streptomyces, NRPS, PKS-I, Sekonder metabolitler. 
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ABSTRACT 

 

SCREENING OF SECONDARY METABOLITE BIOSYNTHESIS GENES FROM 

TERRESTRIAL STREPTOMYCES STRAİNS 

 

MSc THESIS 

Bülent BALİ 

 

DEPARTMENT OF BIOLOGY 

INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES 

UNIVERSITY OF DICLE 

 

2011 

 Microbial secondary metabolites represent a large source of compounds endowed with 

ingenious structures and potent biological activites. Streptomyces strains which are belonging to 

the order Actinomycetales are superior to other actinomycete strains in their abilitiy to produce 

large numbers and varietes of bioactive metabolites. The main compounds of these secondary 

metabolites are antibacterial, antifungal and antitumour agents. To explore new bioactive 

secondary metabolites, the main strategy is to search for new compounds from well known and 

talented microorganisms such as Streptomyces. The dedection of gene sequences involved in the 

synthesis of secondary metabolites to evaluate the biosynthetic potential has already been 

described in different taxonomic groups and actinomycetes. This approach may represent an 

alternative way to focus the screening on wild-type isolates with the highest metabolic potential. 

Nonribosomal peptide sythetases (NRPS) and poliketide synthases (PKS) are biosynthetic 

systems involved in the synthesis of large number of important biologically active compounds 

produced by actinomycetes . 

 In our study, it was used that 15 Streptomyces strain which were previously isolated 

rhizospheric soils of some Turkish endemic plants and characterized by molecular methods. Our 

aim was to screen the NRPS and PKS-I genes in the genom of these local strains by PCR 

approach. It was determined that all 15 strain have NRPS and PKS-I genes. PCR amplicons of 

NRPS genes from Streptomyces sp BSH50 and PKS-I genes from Streptomyces sp AS29 were 

cloned to constitute mini libraries. Sequence analysis of selected clones from the libraries were 

compared to the published sequences by using BLAST software in the NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) GenBank. According to our results, Streptomyces sp BSH50 has 

11 different A domains those are belong to NRPS genes. These domains have homology 

between 45 - 95 % with the other genes published in GenBank. It was found that  Streptomyces 

sp AS29 has 3 different KS domains for PKS-I genes. The PKS-I genes of this isolate have 

homology between 61 - 72 % when compared to other published PKS-I genes. In future work, 

pütative new domains will be used as homolog probes in hybridization experiments to reach 

new biosynthetic gene clusters in the genome of isolates. 

 

 Keywords : Streptomyces, NRPS, PKS-I, Secondary metabolites. 
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 1.1. GİRİŞ 

 Biyoaktif doğal ürünler; antibiyotikler, antitümör ajanlar, toksinler ve 

sideroforları içeren, işlevsel olarak birbirinden oldukça farklı biyokimyasal sınıflara 

dahil olan bileşiklerdir. Biyoaktif doğal ürünlerin en önemli grubunu teşkil eden 

sekonder metabolitler kimyasal yapıları ve biyolojik aktivitelerinden dolayı diğer 

makromoleküllerden ayrılırlar (Cannell 1998).  

 Bitkiler ve mikroorganizmalar önemli biyoaktif sekonder metabolit 

üreticisidirler. Her iki organizma grubunun sentezlemiş olduğu bileşikler 

karşılaştırıldığında mikoorganizmalarca sentezlenen sekonder metabolitler, kimyasal 

yapıları bakımdan daha kompleks olup, daha fazla çeşitlilik gösterir. Sekonder 

metabolitler sahip oldukları özel kimyasal yapıları ve biyolojik aktivitelerinden dolayı 

ilaç araştırmalarında öncül madde olma niteliğine sahiptirler. Mikrobiyal sekonder 

metabolitler; antibiyotiklerin üretiminde en büyük paya sahiptir. 1983–1994 yılları 

arasında keşfedilen 520 yeni ilacın, yaklaşık % 39’u mikrobiyal kaynaklıdır. Şu ana 

kadar keşfedilen mikrobiyal kaynaklı antibiyotiklerin çoğunluğu Streptomyces cinsinin 

üyeleri tarafından üretilmektedir ve henüz bu antibiyotiklerin sadece % 3’ünün 

belirlendiği sanılmaktadır (Oskay ve Tamer 2009). 

 Antibiyotik kelimesi Yunanca bir kelime olup  anti (karşı) ve bios (yaşam) 

sözcüklerinin bir araya gelmesiyle oluşmuştur. İlk kez 1889'da Paul Vuillemenin 

tarafından kullanılmıştır. Antibiyotikler doğal olarak veya sentetik olarak sentezlenen 

maddelerdir. Bakteri ve diğer mikroorganizmaların gelişimini durduran ''bakteriostatik 

etki'' veya onları yok ederek ''bakteriyosidal etki'' göstermekle birlikte uzun zamandır 

insanların ve hayvanların tedavisinde kullanılmaktadırlar (Drews 1999). 

 Antibiyotiklerin tedavide ilk kez kullanımı Alexander Fleming’in penisilini 

tesadüfen keşfetmesinden sonraki yıllara dayanır. 1940’lı yıllarda az miktarda üretilen 

ham penisilin, stafilokok ve streptokok enfeksiyonlarının tedavisinde kullanılmıştır. 

Antibiyotik araştırmaları 1943’de Selman Waksman ve arkadaşları tarafından, 

streptomisinin bulunmasıyla hız kazanmıştır. O yıllarda streptomisin, tüberküloz 

tedavisinde kullanılan etkili ilk antibiyotik olmuş ve Streptomyces cinsinin tipik bir türü 

olan Streptomyces griseus’dan elde edilmiştir. Waksman ve arkadaşlarının buluşundan 

sonra 1950 ve 1960’lı yıllarda (Berdy 2005) çok sayıda antibakteriyal ve antifungal 
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antibiyotikler bulunmuş (Çizelge 1.1) ve bu dönem antibiyotik keşiflerinin “Altın Çağı” 

olarak nitelendirilmiştir (Hopwood 2004). 

Çizelge 1.1. Streptomyces kökenli bazı antibiyotiklerin keşfedildiği yıllar ve kaynakları (Oskay ve Tamer 

2009). 

Antibiyotik Yıl Üretici Organizma Kaynak 

Streptomisin 1943 Streptomyces griseus Toprak, New Jersey, 

USA 

Kloramfenikol 1947 Streptomyces venezuelae Bataklık, Venezuela 

Neomisin B 1947-53 Streptomyces lavendulae Yol duvarı, Paris,Fransa 

Klortetrasiklin 1948 Streptomyces aureofaciens Toprak 

Neomisin 1949 Streptomyces fradiae Toprak, New Jersey, 

USA 

Oksitetrasiklin 1950 Streptomyces rimosus Toprak 

Nistatin 1950 Streptomyces noursei Çiftlik toprağı, USA 

Eritromisin 1952 Streptomyces erythreus Toprak, Filipin adaları 

Tetrasiklin 1954 Streptomyces sp. Toprak, Teksas, USA 

Novobiyosin 1955 Streptomyces spheroides 

Streptomyces niveus 

Çayır ve otlaklar, 

Vermont, USA 

Sikloserin 1955 Streptomyces orchidaceus 

Streptomyces gaeryphalus 

Toprak, Indiana, USA 

Toprak, Guatemala 

Vankomisin 1956 Streptomyces orientalis Toprak, Çin, USA 

Kanamisin 1957 Streptomyces kanamyceticus Toprak, Japonya 

Paromomisin 1959 Streptomyces rimosus Toprak, Kolombiya 

 Antibiyotikler günümüzde, bütün dünyada en fazla kullanılan ilaçlar arasında 

yer almaktadır. Bu yaygın kullanımları hem ekonomik yükü hem de yan etkilerinin 

sıkça ortaya çıkmasına yol açmış bu ise aynı zamanda, toplum sağlığını da tehdit eder 

bir hale gelmelerine neden olmuştur. Özellikle az gelişmiş toplumlarda bilinçsizce 

kullanılması ve patojen mikroorganizmaların bunlara karşı hızla direnç kazanmaları 

sorun olmaktadır. Bundan dolayı antibiyotiklere karşı direnç kazanılması, yeni ve daha 

etkili ilaçların doğal ya da yapay yolla acilen üretilmeleri gerektiği konusunda bilim 

adamlarını bir araya getirmiştir. Tam zamanlı klasik antibiyotik araştırma programlarına 

ek olarak, mikrobiyal genetiğe dayanan yeni bütünleşik metodlar devreye sokulmuştur. 
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Bunlar arasında daha çok, antibiyotik üretiminden sorumlu gen dizilerinin belirlenmesi 

ile biyosentez teknolojisi ön plana çıkmaktadır (Levy 1992). 

 Son yıllarda doğal bileşik tarama programları, aktinomisetler tarafından üretilen 

biyolojik olarak aktif metabolitlerin keşfi üzerine yoğun bir çaba ile konsantre olmuştur. 

Bu sayede, ticari önemi olan ve biyosentetik sistemleri hakkında çok az bilgiye sahip 

oldukça fazla bileşiğin biyosentez mekanizmaları ile genetik organizasyonlarının 

tanımlanmasında çok büyük gelişmeler meydana gelmiştir (Ayuso-Sacido ve Genilloud, 

2005). Biyosentetik potansiyeli ortaya çıkarmak için sekonder metabolitlerin sentezinde 

görevli olan genlerin araştırılması hem aktinomisetlerde hemde farklı taksonomik 

gruplarda denenmiştir (Sosio ve ark. 2000, Christiansen ve ark. 2001, Anderson ve ark. 

2002, Ayuso-Sacido ve Geniloud 2005). 

  Ribozomal olmayan peptid sentetazlar (NRPS) ve poliketid sentazlar (PKS), 

mikroorganizmalar tarafından üretilen önemli biyoaktif bileşiklerin büyük bir kısmının 

sentezinde gerekli biyosentetik sistemlerdir (Ayuso-Sacido ve Geniloud, 2005). 

Dejenere PCR primerlerinin kullanılmasıyla lokal mikrobiyal türlerin NRPS ve PKS 

genleri moleküler olarak taranmaktadır. Bu yaklaşım, yüksek metabolik potansiyele 

sahip yabanıl-tip izolatların taranması için alternatif bir yoldur. Her bir aktinomiset 

türünün genetiksel olarak 10-20 arasında sekonder metabolit üretme potansiyelinden 

dolayı (Donadio, 2002), farklı habitatlardan yeni lokal izolatların bu tarama 

çalışmalarında kullanılması yeni metabolitlerin bulunma ihtimalini arttırmak için 

önemli bir yaklaşımdır. 
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2.KAYNAK ÖZETLERİ 

 2.1. Genel Bilgiler 

 2.1.1. Aktinomisetler 

 Aktinomisetler; Gram pozitif aerobik bakteriler olup (Kuster 1968), çok çeşitli 

morfolojik karakterleri, ekolojisi, patojenitesi, genom uzunluğu, genomunun içerdiği 

G+C oranı ve genomunda kodlanan bölge sayısı yönünden bakteriler içerisinde çok 

dikkat çekici bir grubu oluşturmaktadır (Embley ve Stackebrandt 1994, Hopwood 2007, 

Venture ve ark. 2007). 

 2.1.1.1. Aktinomisetlerin Sınıflandırılması 

 1870'lerde ilk aktinomisetin keşfinden 1950'lere kadar aktinomisetler; bakteriler 

ve funguslar arasında bir form olarak bilinmekteydi (Hopwood 2006). Bu grubun 

üyeleri yüzyılı aşkın bir süre öncelikli olarak morfolojik kriterlere göre sınıflandırıldı. 

Aktinomisetlerin gerçekte Gram pozitif hücre duvarına sahip olduğu ve DNA baz 

içeriğinin % 70 den yüksek G+C oranına sahip olduğu yapılan araştırmalarla ortaya 

çıkmıştır (Hopwood  2006). 16S rRNA'ları dikkate alınarak yapılan sınıflandırmada 

Çizelge 2.1'de görüldüğü gibi, grup, 13 alt takıma ayrılmıştır ve bu grubun büyük bir 

çoğunluğu hala sınıflandırılmayı beklemektedir (Embley ve Stackebrandt 1994). 

Çizelge 2.1. Aktinomisetales takımının taksonomik sınıflandırılması  

Alttakım Aile Cins 

Actinomycineae Actinomycetaceae Actinomyces, Mobiluncus, Arcanobacterium 

Actinopolysporineae Actinopolysporaceae Actinopolyspora 

Catenulisporineae Actinospicaceae Actinospica 

Catenulisporaceae Catenulispora 

Corynebacteriuam Nocardiaceae Nocardia, Rhodococcus. 

Gordoniaceae Gordonia 

Mycobacteriaceae Mycobacterium 

Dietziaceae Dietzia 

Tsukamurellaceae Tsukamurella 

Corynebacteriaceae Corynebacterium, Turicella 

 

Çizelge 2.1. Aktinomisetales takımının taksonomik sınıflandırılması (devamı). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=85005&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=622450&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=622451&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=1849&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=414714&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=414713&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=414715&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=414877&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=414878&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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Frankineae Frankiaceae Frankia 

Sporichthyaceae Sporichthya 

Geodermatophilaceae Geothermatophills, Blastococcus 

Microsphaeraceae Microsphera 

Acidothermaceae Acidohermus 

Glycomycineae Glycomycetaceae Glycomyces 

Kineosporiineae Kineosporiaceae Angustibacter,Kineococcus, Kineosporia, 

Quadrisphaera 

Micrococcineae Micrococcaceae Micrococcus, Arthrobacter, Kocuria, Nesterenkonia, 

Rorhia, Renibacterium, Stomatococcus 

Brevibacteriaceae Brevibacterium 

Cellulomondaceae Cellulomonas, Oeskovia, Rarobacter 

Dermabacteraceae Dermatobacter, Brachybacterium 

Intrasporangiaceae Intrasporangium, Sanguibacter, Terrabacter 

Jonesiaceae Jonesia 

Microbacteriaceae Microbacterium, Agrococcus, Agromyces, 

Aureobacterium, Clavibacter, Curtobacterium, 

Rathaybacter 

Micromonosporineae Micromonosporaceae Micromonospora, Actinoplanes, Catellatospora, 

Couchioplanes, Catenuloplanes, Pilimelia 

Dactylosporangium 

Propionibacterianeae Propionibacteraceae Propionibacterium, Luteococcus, 

Microlunatus, Propioniferax 

Pseudonocardineae Pseudonocardiaceae Pseudonocardia, Actinopolyspora, Actinosynnema, 

Amycolatopsis, Kibdelosporium, Kutzneria, Lentzea, 

Saccharomonospora, Saccharopolyspora, 

Saccarothrix, Streptoalloteichus, Thermocrispum. 

Streptomycineae Streptomycetaceae Streptomyces 

Streptosporangineae Streptosporangiaceae Streptosporangium, Herbidospora,Microbispora, 

Microtetraspora, Planobispora, Planomonospora 

Thermomonosporaceae Thermomonospora, Actinomadura, 

Spirillospora 

Nocardiopsaceae Nocardiopsis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax. cgi 2011 

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=622452&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=83778&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=908626&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=33981&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=49184&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=317661&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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2.1.1.2. Aktinomisetlerin Morfolojik Özellikleri 

 Aktinomisetler; küresel görünüme sahip  Micrococcus'lardan, çubuk ve küresel 

şekilli Arthrobacter'lere, Nocardia türlerinde görülen filamentöz forma ya da 

Micromonospora ve Streptomyces türlerinde görüldüğü gibi geçici ve yüksek oranda 

dallanan miselyumlara kadar çok çeşitli morfolojik karakterleri içeren geniş bir 

takımdır. Bu takım içerisinde yer alan bazı cinsler spor oluştururken bazıları 

oluşturmamaktadır. Sporlar hareketli zoosporlardır. Kuraklığa ve sıcaklığa dayanıklı 

olup diğer bakteriyel endosporlar gibi organizasyona sahip değildir . 

   Aktinomisetler bulundukları doğal ortamlarında metabolik olarak ya aktif ya da 

inaktif durumdadırlar. Bazı türler içerisinde morfolojik özelliklere bakılarak metabolik 

olarak aktif ya da dinlenme halinde (uyku) oldukları ayırt edilebilmektedir. 

Actinoplanetes, Maduromycetes ve Streptomyces'ların içerisinde bulunduğu bir çok 

grupta  filamentler ve sporlar sırasıyla aktif form ve sonrasında inaktif yayılma 

aşamasına geçebilirler. Diğer gruplarda ise filamentöz formunun görüldüğü aşama çok 

çabuk geçmekte ve dinlenme formunun görüldüğü aşamada ise morfolojik görünümdeki 

farklılık aktif halde bulunulan aşamaya göre çok az olmaktadır (Goodfellow ve 

Williams 1983).   

 2.1.1.3. Aktinomiset Ekolojisi 

 Aktinomisetler; toprakta, denizde, kaplıcalarda (Barabote ve ark. 2009), gama 

ışınlarının bulunduğu yüzeylerde (Phililips ve ark. 2002), bitki köklerinde (Normand ve 

ark. 2007), aynı zamanda önemli insan, hayvan ve bitki patojenleri gibi çok geniş 

habitatlarda yayılım göstermektedirler (Goodfellow ve Williams 1983, Castillo ve ark. 

2002, Tokala ve ark. 2002). 

 Aktinomisetlerin çoğu saprofittir. Bunun yanında bazı formlar parazitik ve 

mutualist olarak bitki ve hayvanlarla birlikte yaşamaktadır. Aktinomisetlerin besin 

döngüsünde önemli rol oynadığı yaygın olarak bilinmekle birlikte yayılışları, 

populasyon dinamiği, büyüme oranları, degredasyon özellikleri, uyku halinden aktif 

büyüme durumuna geçişleri hakkında çok az şey bilinmektedir (Goodfellow ve 

Williams 1983). 

 Aktinomisetler toprak mikrobiyal populasyonunun önemli bir kısmını 

oluşturmaktadır. Lignoselüloz ve kitin gibi kompleks polimerlerin ayrışmasında önemli 
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toprak bileşenleridir (Goodfellow ve Williams, 1983). Ayrıca funguslara karşı çeşitli 

etkiler gösteren sekonder metabolit sentezleyebilmektedirler. Toprak aktinomisetleri 

spesifik funguslara karşı değişken oranlarda inhibisyon etkisi gösterirler (Keast ve 

Tonkin 1983, Friedman ve ark. 1989, , Pedziwilk 1995, Valois ve ark. 1996, de Boer ve 

ark. 1998, El-Tarabily ve ark. 2000). Toprak aktinomisetleri bulundukları coğrafyada; 

toprağın sıcaklığı, nemi, pH'sı, organik madde içeriği, toprak çeşidi, oksijene ulaşma 

yeterliliği gibi çevresel etkenlerden önemli oranlarda etkilenmektedir (Arifuzzaman ve 

ark. 2010). Laboratuvar koşullarında üretilen aktinomisetlerin sıcaklık istekleri 25 - 

30°C, termofil aktinomisetler için ise 45 - 55 °C 'dir (Nonomura ve Ohara 1969, Okami 

ve Okazaki 1972). 

 2.1.1.4. Aktinomisetlerin Endüstriyel Önemi 

 Aktinomisetler bakteriler içerisinde sekonder metabolit üreticisi olarak bilinen 

en baskın gruptur. Grup üyeleri bu özelliklerinden dolayı geniş endüstriyel 

uygulamalara sahiptir (Goodfellow ve Williams 1986). Biyolojik olarak aktif, ticari 

öneme sahip; antibiyotik, vitamin ve enzim gibi önemli bileşiklerin üreticisi olarak 

bilinmektedirler (de Boar ve ark. 2005). Ayrıca, farklı antimikrobiyal metabolitlerin de 

kaynağıdırlar. Aktinomisetler içerisinde biyolojik olarak aktif bileşiklerin en önemli 

üreticileri Streptomyces ve Micromonospora türleridir (Terkina ve ark. 2006). 23000‟in 

üzerinde bilinen mikrobiyal sekonder metabolitin % 42‟si aktinomisetler, % 42‟si 

funguslar ve % 16‟sı da diğer bakterilerce üretilmektedir (Berdy 2005). Çizelge 2.2 de 

aktinomiset takımına ait mikroorganizmalar ve ürettikleri biyolojik olarak aktif 

mikrobiyal metabolitlerin sayısı gösterilmektedir. 

Çizelge 2.2. Aktinomiset türlerinin ürettiği biyolojik olarak aktif olan bileşik sayıları. 

Aile Cins Üretilen Bileşik Sayısı 

 

 

 

Streptomycetaceae 

Streptomyces 8000 

Streptoverticillium 258 

Kitasatosporia 37 

Chainia 31 

Microellobosporia 11 

Nocardioides 9 

 

Micromonosporaceae 

(Actinoplanetes) 

Micromonospora 740 

Actinoplanes 248 

Dactylosporangium 58 

Ampullariella 9 

Glycomyces 2 
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Çizelge 2.2. Aktinomiset türlerinin ürettiği biyolojik olarak aktif olan bileşik sayıları (devamı). 

 Catenuloplanes 3 

Catellatospora 1 

 

 

 

Pseudonocardiaceae 

Saccharopolyspora 131 

Amycalotopsis/Nocardia 120/357 

Kibdellosporangium 34 

Pseudonocardia 27 

Amycolata 12 

Saccharomonospora 2 

Actinopolyspora 1 

 

 

Streptosporangiaceae 

(Maduromycetes) 

 

Streptosporangium 79 

Streptoalloteichus 48 

Spirillospora 11 

Planobispora 10 

Kutzneria 4 

Planomonospora 2 

 

 

 

Thermomonosporaceae 

Actinomadura 345 

Saccharothrix 68 

Microbispora 54 

Actinosynnema 51 

Nocardiopsis 41 

Microtetraspora/Nonomuria 26/21 

Thermomonospora 19 

Micropolyspora/Faenia 13/3 

Thermoactinomyces 14 

Thermopolyspora 1 

Thermoactinopolyspora 1 

 

Mycobacteriaceae 

(Actinobacteria) 

Nocardia 357 

Mycobacterium 57 

Arthrobacter 25 

Brevibacterium 17 

Proactinomyces 14 

Rhodococcus 13 

 

 

 

Sınıflandırılmamış Türler 

Actinosporangium 30 

Microellobosporia 11 

Frankia 7 

Westerdykella 6 

Kitasatoa 5 

Synnenomyces 4 

Sebekia 3 

Elaktomyces 3 

Excelsospora 3 

Waksmania 3 

Alkalomyces 1 

Catellatospora 1 

Erythrosporangium 1 

Streptoplanospora 1 

Microechinospora 1 

Salinospora 1 
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2.1.1.5.Aktinomiset Genomu 

Aktinomisetler içerisinde en küçük genom uzunluğuna 1.93 Mb ile 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis sahip iken en büyük genom uzunluğuna ise 10.15 

Mb ile Streptomyces scabies'e aittir. Mycobacterium leprae 1605 ve S. scabies ise 8983 

protein kodlayan gen içermektedir. Aktinomiset türlerinin çoğu sirküler kromozoma 

sahip iken, uzun genom büyüklüğüne sahip aktinomisetler (Rhodococcus jostii, 

Rhodococcus  opacus B4 ve bütün Streptomyces türleri) lineer kromozoma sahiptir. 

Lineer kromozoma sahip aktinomisetler diğerlerinden ayrı olarak kromozomlarının 

sonunda terminal proteinlerin bağlandığı ters tekrar bölgeleri içerirler (Bao ve Cohen  

2001, Hopwood  2006, Mcleod  ve ark. 2006). 

 Sekonder metabolitleri ve bilinen proteinleri kodlayan genlerin arasındaki 

homoloji incelendiğinde, aktinomiset üyelerinin geniş oranda çeşitli sekonder metabolit 

biyosentetik gen kümelerine sahip olduğu ve bu biyosentetik gen kümelerini 

sentezleyen 30'un üzerinde metabolik yol olduğu ortaya çıkmıştır. Özellikle 

Streptomycetaceae (Streptomyces ve Kitasatospora türleri), Micromonosporaceae 

(Salinispora ve Micromonospora) ve Pseudonocardiaceae (Saccharopolyspora), gibi 

bazı familyalar sekonder metabolitleri düzenli sentezleyen 20'den fazla gen kümesine 

sahiptir. Bu familyaların sekonder metabolit üretiminde potansiyellerinin sadece % 5'ini 

kullanmakta oldukları bilinmektedir. Doğal ürünlerce zengin olan aktinomisetlerin 

genomu genellikle 5 Mb'dan büyüktür ve sekonder metabolit genleri merkezden uzaktır 

(Takarada ve ark. 2008). 

2.1.2. Streptomyces Türlerinin Genel Özellikleri 

 Streptomyces'lar; Gram pozitif  toprak bakterileri olup Actinomycetales takımına 

dahildirler. Bu cinsin 900'den fazla tanımlanmış türü mevcuttur. Kompleks bir yaşam 

döngüsüne sahip olan bu organizmalar uygun koşullar altında funguslara benzer geniş 

misel formları oluştururlar  (Chater 2001).  

 2.1.2.1. Streptomyces'ların Hayat Döngüsü 

 Streptomyces kolonileri çoğu bakteri türü içinde alışılmadık hücresel bir forma 

sahiptir. Bu bakteriler farklılaşmış ''dokular'' (miselyum)'dan oluşmaktadırlar. Dinlenme 

halinde olan spor tarafından, henüz bilinmeyen bir sinyal aracılığı ile (Chater  2001), bir 
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yada birden fazla germ tüpü oluşturulur (Flardh  2003). Bu tüplerin uçlarından uzama 

gerçekleşir. Aralıklarla çapraz duvarlar oluşur. Yan dallanmalar başlar ve yeni miseller 

oluşur. Yan dallanmalar aynı zamanda koloni biokütlesinin yarıdan fazla artışına yol 

açar (Chater ve Losick 1997). Koloni biyokütlesinin artması ve topraktaki besinin 

azalmasıyla vejetatif  yada substrat miselleri toprakta hava boşluğuna doğru genişleyen 

dallanmalar oluşturur. Dallanmalar kısa bir uzama süresinden sonra merkezden 

uzaklaşan hava miselleri tarafından bölümlere ayrılarak özel sporulasyon septalarını, 

septalar da sporları meydana getirir (Hopwood 2006). Bu farklılaşma işlemi sıkı bir 

şekilde, çok basamaklı bir iletişim ağı ile düzenlenmektedir (Chater 2001). Şekil 2.1'de 

Streptomyces lividans'ın dört aşamadan oluşan koloni gelişiminin taramalı elektron 

mikroskobu ile görüntülenmesi gösterilmiştir. 
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Şekil 2.1. S. lividans'ın dört aşamadan oluşan koloni gelişiminin taramalı elektron mikroskobu ile 

görüntülenmesi. (a) Koloni etrafındaki genç vejatatif hücreler; (b) Olgun vejetatif misellerin hava 

misellerine dönüşümü; (c) Hava misellerinin septaları (spor öncülleri)  oluşturması. (Bu organizmada spor 

zincirleri spiral şeklindedir); (d) Olgun spor zincirleri ( Jeremy Burgess, John Innes Centre).   

              2.1.2.2. Streptomyces'ların Ekolojisi   

              Streptomyces'lar hem karasal ortamlarda hem de sucul ortamlarda yaygın 

olarak bulunmaktadır. Çoğu Streptomyces tam saprofit olup bir kısmı bitki ve 

hayvanlarla parazitik ilişki içerisindedir (Sembiring ve Goodfellow 2008). 

Streptomyces'ların doğadaki rolü ile ilgili çok kısıtlı bilgiler olmasına rağmen toprak 

ekosisteminde özellikle selüloz, nişasta, kitin gibi organik maddelerin 

degredasyonundan sorumlu ekstrasellüler enzimleri üretmeleri ve madde döngüsünde 
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rol aldıkları bilinmektedir (Lechevalier 1981, Crawford 1988, Peczynska-Czoch ve 

Mordarski 1988, Semêdo ve ark 2004, Cao ve ark 2004). Toprak aktinomisetleri üzerine 

yoğunlaşan çalışmalarda, geniş bir yayılım gösteren ve sıkılıkla izole edilen 

Streptomyces türleri  dikkat çekmektedir. Birçok Streptomyces türünün toprak 

funguslarını parçaladığı ya da inhibe ettiği yapılan çalışmalarda ortaya çıkmıştır. 

Fungusları inhibe etme yeteneklerinin kitinaz üretimi ile ilgili olduğu düşünülmektedir 

(de Boer ve ark. 1998). Streptomyces türlerinin kitinaz ürettiği ve kitinazın bazı bitki 

patojen funguslarının hiflerini parçaladığı gösterilmiştir (Lyod ve ark. 1965). Ayrıca 

antifungal bileşik olan baflomisin B1 ve C1 Streptomyces halstedii tarafından 

sentezlenmektedir (Frandberg ve ark. 2000). 

 Streptomyces'ların toprak içerisinde dağılımını, gelişimini ve aktivitesini 

etkileyen birçok faktör bulunmaktadır. Bu faktörler; besine ulaşılabilirlik, nem, sıcaklık, 

pH, toprak tipi ve mevsimsel değişimlerdir (Williams ve ark. 1972, Williams 1978, 

Atalan 1993, Upton 1994). 

 Streptomyces türleri toprak içerisinde düşük oksijen konsantrasyonunda da 

gelişebilmektedir. Fakat karbondioksit oranı % 10'u aştığında mikrooorganizmaların 

gelişimini inhibe etmektedir. Kurak topraklarda nem gerilimi (pF) 4.0'ün üstüne 

çıktığında belirli bir oranda Streptomyces' larda azalma görülmektedir. Streptomyces 

sporları kuraklığa dayanıklı olduğu için diğer bakterilerin toprakta bulunan vejetatif 

formdaki üyelerine oranla Streptomyces sayısı daha fazladır. Streptomyces sayısının 

optimum olduğu nötral steril toprak nem geriliminin (pF) 1.5 ile 2.0 arasındaki değerdir. 

Bu koşullarda toprak yeterli su ile doludur ve aerobik mikroorganizmaların gelişmesi 

için yeterli havayı içermektedir (Sembiring ve Goodfellow 2008).  

 2.1.2.3. Streptomyces'lar Tarafından Sentezlenen Doğal Ürünler  

 Streptomyces'ların biyolojik olarak aktif doğal ürün sentezleme yeteneği, 

mikroorganizmalar içersinde eşsiz bir konuma sahiptir. Doğal ürün sentezleme 

yeteneklerinden dolayı bu organizmalar ilaç endüstrisinde çok önemli bir yere sahiptir 

(Berdy 2005). Günümüze kadar bilinen antibiyotiklerin yaklaşık üçte ikisi 

aktinomisetler tarafından ve bunların da yaklaşık olarak % 75'i Streptomyces'lar 

tarafından üretilmiştir (Newman ve ark 2003, Jimenez-Esquilin ve Roane  2005). 
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Streptomyces türleri tarafından üretilen doğal bileşikler ve bu doğal bileşiklerin 

özellikleri Çizelge 2.3'de verilmiştir. 

Çizelge 2.3. Streptomyces kökenli bazı antibiyotikler ve biyolojik aktiviteleri (Oskay ve Tamer 2009). 

Biyolojik Aktivite  Antibiyotik  Kaynağı 

 

 

 

 

 

 

 

Antibakteriyel 

Streptomisin Streptomyces griseus 

Kanamisin A, B Streptomyces kanamyceticus 

Higromisin B Streptomyces hygroscopicus 

Sefamisin A, B Streptomyces chartreusis 

Tienamisin Streptomyces cattleya 

Klavulanik asit Streptomyces  clavligerus 

Oleandomisin Streptomyces  antibioticus 

Lankasidin Streptomyces violaceoniger 

Pristinamisin Streptomyces pristinaespiralis 

Oksitetrasiklin Streptomyces rimosus 

Linkomisin Streptomyces lincolnensis 

Spiramisin Streptomyces ambofaciens 

Eritromisin A Streptomyces erythreus 

Kloramfenikol Streptomyces  venezuelae 

Valinomisin Streptomyces griseus 

2-OH-metilklavam Streptomyces clavuligerus 

Nistatin Streptomyces noursei 

 

Antifungal 

Amfoterisin B Streptomyces nodosus 

Candisin/Levorin Streptomyces griseus 

Rapamicin Streptomyces  hygroscopicus 

 

 

Antiviral 

Ara-A Streptomyces antibioticus 

Tunikamisin Streptomyces chartreusis 

Daunorubisin Streptomyces peuceticus 

Streptomyces coeruleorubidus 

Doxorubisin Streptomyces peuceticus var. 

Streptomyces caesius 

 

 

Antitümöral 

Ditrisarubisin Streptomyces cyaneus 

Mitomisin C Streptomyces caespitosus 

Aktinomisin Streptomyces antibioticus 

Sarkomisin Streptomyces erythrochromogenes 

Higromisin B Streptomyces hygroscopicus 

Avermektin Streptomyces avermitilis 
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Çizelge 2.3. Streptomyces kökenli bazı antibiyotikler ve biyolojik aktiviteleri (Oskay ve Tamer 2009) 

(devamı). 
 

Antiparazitik 

Milbemisin Streptomyces hygroscopicus sp. 

Streptomyces aureolacrimosus 

Monensin Streptomyces cinnamomensis 

Salinomisin Streptomyces albus 

Insektisidal Avermektin Streptomyces avermitilis 

 Milbemisin Streptomyces hygroscopicus sp. 

Streptomyces aureolacrimosus 

Herbisidal Bialafos Streptomyces hygrocopicus 

Fosfinotirisin Streptomyces  viridochromogenes 

ATPase inhibitörleri Bafilomisin Streptomyces griseus 

Streptomyces halstedii 

Diyabetik Streptozotosin Streptomyces achromogenes 

Lasalosid Sodyum Streptomyces sp. 

 

Büyüme Promotörü 

Monensin Sodyum Streptomyces cinnamonensis 

Salinomisin Streptomyces albus 

Tilosin Fosfat Streptomyces cirratus 

  

2.1.2.4. Streptomyces Genomu ve Özellikleri 

 Streptomyces kromozomuna ait bilgilerin birçoğu Streptomyces coelicolor A3(2) 

(Bentley ve ark. 2002), Streptomyces avermitilis MA-4680 (Omura ve ark. 2001, Ikeda 

ve ark. 2003), ve Streptomyces griseus IFO 13350 (Ohnishi ve ark  2008) genom 

dizilişlerinin belirlenmesiyle elde edilmiştir.  

 Streptomyces coelicolor A3(2) 

 Streptomyces coelicolor A3(2) genetiksel özellikleri çok iyi tanımlanmıştır. 

Aktinomisetlerin biyolojik ve kimyasal özelliklerinin aydınlatılmasında kullanılan 

model mikroorganizmadır. S. coelicolor A3(2)'nin prototipi olan M145 türünün 2002 

yılında tüm genom haritası ortaya çıkarılmış ve yayınlanmıştır. M145 türü S. 

coelicolor'ın prototipi olup SCP1 ve SCP2 plazmidlerini içermemektedir. Genom 

haritası çıkarılan bu organizma 8.667.507 bç (% 69.1 G+C baz içerine sahiptir) 

uzunluğunda, 7769 gen kodlanmakta ve 56 pseudogen içermektedir. Lineer SCP1 

plazmidi ( 356.023 bç; % 69.1 G+C baz içeriğine sahiptir ve 351 gen kodlamaktadır) 



2. KAYNAK ÖZETLERİ 

16 
 

(Bentley ve ark. 2004) ve sirküler SCP2 plazmidi ( 31.317 bç; % 72.1 G+C baz içeriği 

ve 34 gen kodlamaktadır), (Haug ve ark. 2003) sonradan sekanslanmıştır.  

 Genetik çalışmalarda S. coelicolor A3(2)'ün kullanılmasının ya da 

geliştirilmesinin en önemli nedeni difüzlenebilir pigment üretmesidir. Üretilen bu 

pigment genetik işaretleyici olarak uygun bir biçimde kullanılmaktadır (Hoopwod, 

1999). S. coelicolor'ın genomunun tamamı sekanslandığında; mavi, aromatik bir 

poliketid olan aktinohordin (Malpartida ve Hoopwod 1984); kırmızı, oligopirol olan 

prodiginin antibiyotik (Cerdeno ve ark. 2001, Williamson ve ark. 2006) ve kalsiyum 

bağımlı asidik lipopeptid antibiyotiklerinin (Hojati ve ark. 2002) yapısı ve sentezini 

gerçekleştiren biyosentetik gen kümeleri bilinmekteydi. S. coelicolor'ın genom projesi 

başlangıcında, kromozomunda 17 sekonder metabolit gen kümesinin olduğu bilinirken 

kromozomun gen haritası ortaya çıkarıldığında ise sekonder metabolit biyosentezinden 

sorumlu spesifik 29 gen kümesinin olduğu ortaya çıkmıştır. Genlerin subtelomerik 

bölgede yani merkezden uzak bölgelerde yer aldığı tespit edildi (Bentley 2002). Bu 

genlerden meydana gelen ürünlerin, sayısız enzimatik işlemlerden sonra oluşmakta 

olduğu tahmin edilmektedir. Poliketidler, nonribozomal peptidler, bakteriosinler, 

terpenoidler ve diğer sekonder metabolitler oluşan ürünler içerisindedir. Bu ürünler 

Streptomyces genomunun niteliğini de belirtmektedir. Genomu tamamen sekanslanan S. 

coelicolor, rasyonel yaklaşımlar sonucunda bilinmeyen ürünlerin metabolik yollarının 

ortaya çıkarılmasına olanak sağlamıştır (Challis  2000). Yapısal tahminlerle başlangıçta 

trimoduler NRPS olarak düşünülen ve SCO0492 gen kümesi  tarafından sentezlendiği 

düşünülen tripeptid sideroforun (Challis 2008), sonraki  izolasyon çalışmalarında yeni 

bir tetrapeptid olan demir şelatörü coelichelin olduğu ortaya çıkarılmıştır (Lautru ve ark. 

2005). Genomdan yola çıkılarak, gerçekleştirilen yapısal tahminle yeni doğal ürünlerin 

keşfine yol açacak olan ''genome mining'' (genomun taranması) yeni kimyasal ürünlerin 

eldesine katkı sunacak yeni bir yaklaşımdır (Nett ve ark. 2009). 

 Streptomyces avermitilis MA-4680 

 Endüstriyel bir mikroorganizma olan Streptomyces avermitilis'in  genom sekansı 

taslak olarak 2001'de yayınlandı. İlk defa Streptomyces'ların geniş sekonder metabolit 

üretme becerileri genomik düzeyde ortaya çıkarıldı (Omura ve ark. 2001). Genomun 

tam olarak tamamlanmış nükleotid sekansı, taslaktan iki yıl sonra yayınlandı. Lineer 
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genom 9.025.608 bç (% 70.7 G+C baz içeriğine sahiptir) ve 7582 protein kodlayan gen 

içermektedir (Ikeda ve ark., 2003). Bunun yanında iki lineer plazmid içermektedir. Bu 

plazmitler; SAP1 (94.287 bç; % 69.2 G+C içeriğine sahiptir; 96 kodlanan sekans) ve 

SPA2 (ca 200 kb)'dir. 

 S. avermitilis 1977 'de Japonya'da topraktan izole edilmiş olup, bir poliketid 

makrolid olan avermektini sentezlemektedir. Avermektin güçlü bir antihelmintik ajan 

olup, nematot, böcek ve örümcekler üzerinde etkilidir. Avermektinin semisentetik türevi 

olan ivermektin 1980'lerden bugüne kadar insan ve  hayvanlarda sağaltım amaçlı 

kullanılmaktadır (Omura ve Crump 2004, Omura 2008). Bu organizmanın genomuna 

çok çabuk ulaşılabilinir olması, avermektinin yapısına ve biyosentezine kolay 

ulaşılabilirliği sağlamıştır. Aynı zamanda diğer bir makrolid poliketid olan oligomisine 

(Ikeda 1993) ulaşılabilirliği kolaylaştırmış olup bu moleküllerin tekrar elde edilmesi 

sağlanmıştır. Genom sekansının ortaya çıkarılmasıyla 11 PKS gen kümesi daha ortaya 

çıkarılmıştır. Bu gen kümelerinden 3 grup makrolid (Lamb ve ark. 2003) daha izole 

edilmiş ve bunlardan birinin S. filipinensis'ten (Rochet ve ark. 1997) önceden izole 

edilen filipins oduğu bulunmuştur. Bu bileşik polien olup antifungal ajan olarak 

kullanılmaktadır. 

 S. avermitilis'te çok büyük çeşitlilikte PKS yolları mevcuttur (Jenke-Kodama ve 

ark., 2006). Genom birçok sekonder metabolit gen kümesi içermektedir. En az 8 

nonribozomal peptit, 6 terpenoid, çeşitli pigmentler, ozmolit bileşikler, sidereforlar ve 

bakteriosinleri (Severinov ve ark. 2007) içerir. Ayrıca toplamda  37 sekonder metabolit 

gen kümesi içerir ve bunlar genomun % 6.6'sını oluşturur. Sekonder metabolit gen 

kümelerinin çoğu kromozomun merkezinde değil de kromozomun kollarında 

bulunmaktadır (Nett ve ark. 2009). 

 Streptomyces griseus IFO 13350 

 Streptomyces griseus IFO 13350, S.A. Waksman laboratuvarı tarafından 

yaklaşık 60 yıl önce keşfedildi. S. griseus çok iyi bilinen uzun zamandır insanları 

tüberküloz hastalığına karşı koruyan, aminoglikosid antibiyotik olan streptomisin 

üreticisidir (Waksman 1953). 

 S. griseus IFO 13350 genomunun sekansı tam olarak 2008'de tamamlandı. 

Lineer kromozoma sahiptir. Kromozom 8.546.929 bç uzunluğundadır. Genomunda 
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plazmid bulunmamaktadır. Kromozomun sonunda 132.910 bç uzunluğunda, uzun ters 

tekrar bölgeleri içermektedir (Ohnishi ve ark., 2008). Endüstriyel olarak önem arz eden 

streptomisine ek olarak S. griseus önemli bir bakteriyel modeldir. Difüzlenebilir, düşük 

moleküler yoğunluktaki bileşik olan ɣ-butyrolactone A faktörün ekstrasellüler sinyal 

oluşturmasına yönelik çalışmalarda kullanılmaktadır (Takano 2006, Hara ve ark 2009). 

 Genom analizi yapıldığında ve diğer sekanslanan Streptomyces türleriyle 

karşılaştırıldığında en az 36 gen kümesinin sekonder metabolit biyosenteziyle ilişkili 

olduğu belirtilmiştir. S. coelicolor A3(2) ve S. avermitilis gibi sekonder metabolit 

biyosentezi ile ilgili genler merkezden uzak bölgelerde konumlanmıştır (Nett ve ark 

2009). 

 2.1.3. Sekonder Metabolitler 

 Sekonder metabolitler; proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve nükleik asitler gibi 

canlılık faaliyetleri için birinci dereceden metabolik işlemlerde ve büyümede gerekli 

olmayan, organizmanın bulunduğu ortama daha iyi adapte olmasını sağlayan 

moleküllerdir. Canlı sistemlerdeki birçok biyolojik olayın gerçekleşmesini sağlarlar. Bu 

açıdan biyolojik kontrol ajanlarıdır. Sekonder metabolitler savunma, farklılaşma, 

düzenlenme, morfogenez, taşıma, hücresel haberleşme gibi olayların gerçekleşmesinde 

etkin rol oynayan bileşiklerdir (Cannel 1998).  

  Sekonder metabolitler primer metabolizma sonucu oluşan ara metabolitlerden 

sentezlenirler. Bundan dolayı sekonder metabolitler primer metabolizma orjinli 

bileşiklerdir. Genel olarak sekonder metabolitler ekstrasellüler olarak 

sentezlenmektedir. Çeşitli hücresel stres koşulları sekonder metabolit sentezinin 

başlamasında önemli sinyallerdir. Sekonder metabolizmanın sentezi kromozomal DNA 

üzerindeki gen kümeleri tarafından ve kısmen de olsa plazmidler tarafından kontrol 

edilmektedir (Demain 1998).  

 Sekonder metabolitlerin çok eski zamanlardan beri bitkiler tarafından 

sentezlendiği bilinmektedir. Mikrobiyal kaynaklı ilk sekonder metabolit olarak 

değerlendirilen mikofenolikasitin, bir fungus olan Penicillium glaucoma tarafından 

sentezlendiği, 1896 da Gosio tarafından rapor edilmiştir (Berdy 2005). İlk gerçek 

mikrobiyal sekonder metabolit ise 1928'de Fleming tarafından keşfedilen penisilindir. 

1940‟lara gelindiğinde penisilinin ilaç öncü molekülü olarak kullanılması mikrobiyal 



                                                                                                                  Bülent BALİ 

19 
 

sekonder bileşikler için dönüm noktasıdır. Penisilinin hastalıkları iyileştirmedeki 

başarısı karasal mikroorganizmaların potansiyellerinin araştırılmasına zemin 

hazırlamıştır. Karasal mikroorganizmaların değerlendirilmesiyle penisilin gibi önemli 

biyolojik aktiviteye sahip sefalosporin, aminoglikozit, tetrasiklin ve poliketidleri içeren 

önemli antibakteriyel ajanlar keşfedilmiştir (Dewick 2002). 

 Mikrobiyal sekonder metabolitler arasında; antibiyotikler, pigmentler, toksinler 

ve simbiyozda de etkili maddeler, enzim inhibitörleri, feromonlar, bağışıklık sistemine 

etki yapan bileşikler, reseptör antagonist ve agonistleri, pestisitler, antitümöral ajanlar 

ile bitki ve hayvan büyüme promotörleri bulunmaktadır. Üretimlerini; büyüme 

ortamındaki besinler, büyüme oranı, geri-besleme kontrolü (feed-back control), enzim 

inaktivasyonu ya da aktivasyonu etkileyebilmektedir. 

 Mikroorganizmalardan izole edilen sekonder metabolitler antimikrobiyal 

(antibakteriyel, antifungal, antiprotozoal), antitümör veya antiviral aktivite 

göstermektedir. Bu etkilere sahip moleküllerin hepsi birden antibiyotikler olarak 

adlandırılmaktadır (Berdy 2005). 

 2.1.4. Ribozom Dışı Yolla Sentezlenen  Peptidler (NRP) 

 Ribozom dışı yolla sentezlenen peptidler (NRP); biyolojik olarak aktif 

bileşiklerin önemli bir grubunu oluşturmaktadır. NRP'ler geniş klinik uygulamalara 

sahiptir. Örneğin, (şekil 2.2'de gösterilen) antibiyotik olarak (daptomisin), antitümör 

olarak (bleomisin), antifungal ilaç ya da immünbaskılayıcı olarak (siklosporin) 

kullanılmaktadır (Walsh 2008). Çeşitli biyolojik aktiviteye sahip olan bu moleküllerin 

doğal olarak nasıl sentezlendiği bilinmektedir. NRP'ler funguslardan ve bakterilerinden 

sekonder metabolizma sonucu sentezlenmektedir.  

 NRP'ler; ribozomal olmayan peptid sentetaz (NRPS) adı verilen çok büyük 

multimodüler enzim sistemleri tarafından  bir dizi aminoasitin biraraya getirilmesiyle 

oluşturulmaktadır (Walsh 2008, Finking ve Marahiel 2004). Enzim sistemi tarafından 

sentezlenen NRP moleküllerinin yapısı bilinen 20 aminoasit ile sınırlı değildir. 

İçerisinde modifiye aminoasitler, yağ asitleri ve α-hidroksi asitleri içeren yaklaşık 500 

farklı mononomer tanımlanmıştır (Caboche ve ark 2008). Modifiye aminoasitler, 

NRP'lerin hem yapısal olarak çeşitlilik oluşturmasına hem de peptidlerin çok yönlü 

biyolojik aktivite göstermesine katkıda bulunmaktadır.  
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 Şekil 2.2. Klinik uygulamalarda kullanılan NRP'ler (Current Opinion in Structural Biology 2010, 

20:234–240). 

 2.1.4.1. Ribozomal  Olmayan Peptid Sentetazlar (NRPS) 

 Ribozomal olmayan peptid sentetaz (NRPS) mekanizması ilk olarak 1971 

yılında, yağ asiti sentez mekanizmasını da aydınlatan Fritz Lipmann tarafından ortaya 

atılmış ve ''tiyotemplet mekanizması'' olarak adlandırılmıştır (Lipmann 1971). 

 NRPS enzim sistemi tekrarlanan modüllerden meydana gelmiştir (Morris 1996, 

Stein ve ark 1996). Her bir modül farklı domainler içermekte ve bu domainlerde çeşitli 

katalitik aktiviteye sahiptir (Mootz ve ark. 1999, Stachelhaus ve ark. 1999). Tipik bir 
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modül yaklaşık 1000 aminoasitten oluşmaktadır (Morris 1996, Stein ve ark 1996). Bir 

modül peptid sentezi sırasında substrat seçiminden peptid bağı oluşumuna kadar 

gerçekleşen reaksiyonlardan sorumludur. Bu reaksiyonlar; seçilen substratın tanınması, 

substratın aktivasyonu, aktive olmuş substratın tiyoester oluşturması ve sonrasında 

peptid bağının oluşmasıdır. Gerçekleşen reaksiyonlar, özelleşmiş domainlerin uyumlu 

koordinasyonu sonucu meydana gelmektedir (Weber ve Marahiel 2001). 

 

Şekil 2.3. Gen-Modül, Modül-Domain ilişkisi ( Finking ve Marahiel 2004). 

 Bir minimal uzama  modülü; substratı seçen ve ATP hidrolizi ile substratın 

aktivasyonunu gerçekleştiren 55 kDa moleküler ağırlıktaki adenilasyon domaininden (A 

domaini) (Turgay ve ark. 1992, Stachelhaus ve ark. 1995), tiyoester oluşturan 10 kDa 

moleküler ağırlıktaki peptidil taşıyıcı protein domaininden (PCP domaini) (Stachelhaus 

ve ark.1996) ve kondensasyonu (substrat ekleyerek peptid bağının oluşumu) 

gerçekleştiren 50 kDa ağırlıktaki kondensasyon domaininden (C domaini) oluşmaktadır. 

C domaini peptid bağı oluşumunu katalizlemektedir. Bunun sonucunda zincir uzaması 

gerçekleşir. Bu modüllere ek olarak epimerizasyon, N-metilasyon ve heterosiklik 

modifikasyonu sağlayan domainler de modüller içerisinde yer almaktadır (Konz ve 

Marahiel 1999). Bu modifikasyonlar sentezlenecek olan ürünlerin çeşitliliğine katkı 

sağlamaktadır. 
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 Şekil 2.4. NRPS enzim sisteminin mekanizmasının gösterimi. 1- A domaini tarafından 

aminoasitin aktivasyonu. 2- Aminoasitin PCP'ye aktarılması. 3- PCP'ye aminoasit eklenmesi. 4-

Aminoasit modifikasyonu; örneğin, epimerizasyon domaini tarafından modifiye edilmesi. 5- Terminal 

PCP domainin peptid bağını esterifikasyonla taşıması. 6- Oluşan ürünün TE domaini tarafından hidroliz 

ile salıverilmesi (Current Opinion in Structural Biology 2010, 20:234–240). 

2.1.5. Poliketidler (PK) 

 Poliketidler; biyolojik olarak aktif moleküllerdir. Bitkiler, funguslar ve bakteriler 

tarafından sentezlenmektedir. Poliketidler; sekonder metabolitler içerisinde yapısal 

çeşitliliğe (makrolidler, polieterler, aromatik bileşikler) sahiptir ve önemli farmakolojik 

aktiviteye sahip molekülleri kapsayan geniş bir grubu temsil etmektedir (Hopwood 

1997, Komaki ve ark 2009). Poliketidler; antibakteriyel (rifampisin),  antifungal 
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(eritromisin), kolesterol düşürücü aktivite (lovastin), immünbaskılayıcı (FK506) ve 

antitümör (deksorubisin) özellik gösteren önemli doğal ürünlerdir (Strohl ve ark 1997) 

(şekil 2.5). Açil CoA öncüllerinin kullanılmasıyla poliketid sentazlar (PKS) tarafından 

sentezlenirler. 

 Poliketidler farmakolojik endüstride çok önemli ekonomik değere sahip ilaç 

grubunu oluşturmaktadır. Poliketid yapısındaki ilaçların yıllık piyasa değerleri 15 

milyar doları aşmaktadır (Borchardt 1999). 

 

                

  

       

 

Rafamisin Rifampisin FK-506 

Tetrasiklin Lovastatin 
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                                          Şekil 2.5. Klinik Uygulamalarda kullanılan poliketidler. 

 2.1.5.1. Poliketid Sentetazlar (PKS)  

 Bakteriyel PKS-I'lerle ilgili ilk bilgiler 1990'da (Cortes ve ark. 1990, Donadio ve 

ark. 1991), PKS II'lerle ilgili bilgiler 1984'te (Malpartida ve Hopwood 1984, Motamedi 

ve Hutchinson 1987), PKS-III'lerle ilgili bilgiler ise 1999'da (Funa ve ark. 1999) elde 

edilmiştir. PKS paradigması için bilim dünyası tarafından ilk elde edilen bilgilerden 

bugüne, PKS'lerin doğal ürün sentezleme kapasitelerini, geniş yapısal çeşitliliklerini 

ortaya çıkarabilmek için çalışmaktadır. Poliketid doğal ürünlerden yola çıkılarak doğal 

olmayan (sentetik) bileşiklerin kombinatoryal biyosentezi gerçekleştirilmiştir. Bu da 

biyoteknolojik açıdan PKS'lerin işlenilebilirliğini ortaya çıkarmıştır (Shen 2003). 

            NRPS genlerine analog olan PKS genleri de „temel‟ ve „yardımcı‟ katalitik 

domainleri içeren modüllerden oluşmuşlardır. PKS modüllerinin temel organizasyonu 

domain sırasına göre; ketosentaz (KS) domaini, açil transferaz (AT) domaini ve açil 

taşıyıcı protein (ACP) domaininden oluşmaktadır. NRPS‟lerde olduğu gibi, final PKS 

modülünde ürün sentezi bir tiyoesteraz (T) domaini ile sonlanır. Bilinen yardımcı PKS 

domainleri; ketoredüktaz, dehidrataz, metiltransferaz ve enolredüktaz domainleridir. 

Bütün bu domainler yeni bir poliketid zincirinin programlanmış sentezinde 

gereklidirler. Uzayan herbir karbon ünitesinin substrat spesifitesi AT domaini tarafından 

tanımlanır ki burada açil transferazların iki temel grubu olan, malonil-CoA transferaz ve 

metil-malonil-transferazlar, DNA dizilimi düzeyinde açıkça ayırt edilebilir. (Ayuso-

Sacido ve Genilloud  2005). Global ölçekte büyük sıklıkta kullanılan antibiyotiklerin bir 

Eritromisin 
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çoğu (örneğin; Eritromisin A) PKS‟ler tarafından üretilmektedir (Ehrenreich ve ark. 

2005). 

 Bilinen bakteriyel poliketidlerden; PKS-I'ler çok fonksiyonlu enzimler olup, 

modüller şeklinde organize olmuşlardır. Modüllerden her biri tekrarlı (iterative) 

olmayan aktiviteye sahip olup bir poliketid zincir uzamasından sorumludur. Şekil 

2.6.'da (a) gösterilen, 6-deoksieritromisin B sentaz (DEBS)  tarafından gerçekleştirilen  

indirgenmiş poliketid (yani makrolidler, polieterler ve polienler) sentezinde yani 

eritromisin A sentezinde olduğu gibi zincir uzamasından sorumludur (Staunton ve 

Weissman, 2001). PKS-II siklik multienzim kompleksleri olup tipik olarak aromatik 

antibiyotiklerin biyosentezinde rol alırlar. Şekil 2.6.'da (b) gösterilen tetrasenomisin C 

örneğinde olduğu gibi aromatik PK biyosentezinde rol alırlar (Shen 2000). PKS-III ise 

homodimerik kondensasyon enzimleri olup müstesna flavonoid ve kalkon (chalcone) 

bileşiklerinin sentezinden sorumludurlar. Şekil 2.6.'da (c) gösterilen RppA sentaz 

tarafından aromatik poliketidlerin (monosiklik ve bisiklik) sentezlenmesinde yani 

flavolin sentezinde olduğu gibi işleve sahiptir (Moore ve Hopke, 2001). PKS-I ve PKS-

II'de açil taşıyıcı proteinin görevi (ACP), açil CoA substratlarını aktive etmek ve 

bağlanacak olan üniteleri poliketid zincirlerine eklemek iken, PKS-III'de ise bu 

reaksiyonlar ACP'den bağımsız olup açil CoA substratları üzerinden etkisini gösterir. 

PKS tiplerinde poliketid biyosentezinde yapısal ve mekanistik farklılıklar olmasına 

rağmen açil CoA öncüllerinin sıralı dekarboksilatif kondensasyonu ve ketoaçil sentaz 

(KS) domaini (PKS-I için) ya da alt üniteler (PKS-II ve PKS-III için) C-C bağ oluşumu 

aşamasını katalizlemektedir (Shen 2003). 
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             Şekil 2.6. Bakteriyel poliketidlerin yapısı ve mekanizması. (a) PKS-I domainlerden oluşumu ve 

DEBS'in eritromisindeki rolü (b) PKS-II alt üniteleri gösterilmiş ve tetrasenomisinde rol alan TcmKLM 

(c) ACP bağımısız PKS-III  

 Poliketid biyosentezinin araştırmacılar tarafından ilgi odağı haline gelmesinin 

nedenlerini, 3 ana başlık altında toplamak mümkündür. Birincisi; poliketidlerin eşsiz 

biyolojik aktiviteye sahip olması ve yeni ilaç adayları olmalarından dolayı önemli 

oranda ticari değere sahip olmalarındandır. İkincisi; PKS'lerin sıradışı yapıları, 

mekanizmaları ve katalitik aktivitelerinden dolayı protein-protein etkileşimleri, 

moleküler tanıma ve enzim katalizinin moleküler mekanizmasının araştırılmasında 

önemli fırsatlar sunmaktadır. Üçüncüsü; kombinatoryal biyosentezle elde edilemeyecek 

bileşiklerin, yani, yeni bileşiklerin elde edilmesinde PKS'lerin çok yönlülüklerinden 

yararlanılmasıdır (Shen 2003). 
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 2.2. Önceki Çalışmalar 

 Metsa-Ketala ve ark. (1999) topraktan izole ettikleri aktinomiset türlerinden ve 

poliketid üreticisi oldukları bilinen Streptomyces'lardan PKS-II gen kümesinin 

korunmuş ketosentaz domainini (KSα) hedef alarak dizayn ettikleri primerler aracılığyla 

genomda bu genin varlığını tespit etmek için PCR ile tarama  yapmışlardır. Sonuç 

olarak topraktan izole edilen 29 türden 22'sinde amplifikasyon elde etmişlerdir. 

Amplifiye edilen fragmentler klonlanıp sekans analizleri yapılmıştır. Aminoasit 

dizilimlerinin şimdiye kadar bulunmuş PKS-II genleriyle karşılaştırılması sonucunda % 

60 ile % 99 arasında akrabalık tespit edilmiştir. 

 Metsa-Ketala (2002) topraktan izole edilen 99 aktinomiset türünde PKS-II 

geninin KSα domaini primerler kullanılarak PCR ile taranmıştır. 87 örnekte 

amplifikasyon elde edilmiş ve bunlardan 17 KSα domainin daha önce bildirilen PKS -II 

genleriyle yüksek homoloji gösterdiği belirtilmiştir. Geri kalanının ise yeni PKS-II gen 

kümesi olabileceği öne sürülmüştür. 

 Ayuso-Sacido ve Genilloud 2004 yılında yapılan bir çalışmada, araştırmacılar 

aktinomistlerde NRPS ve PKS-I genlerini amplifiye etmek için spesifik primerler 

dizayn etmişler ve PCR‟a dayalı tarama yöntemi ile taradıkları 210 türün % 79.9' unda 

NRPS ve % 56.7' sinde ise PKS-I genlerinden amplifikasyon elde edilmiştir. 

 Gonzalez ve arkadaşlarının (2005) likenlerden izole ettikleri aktinomisetlerin 

biyosentetik gen kümelerini ortaya çıkarmayı amaçladıkları çalışmalarında 

araştırmacılar PKS-I, PKS-II ve NRPS genlerini dejenere PCR primerleriyle 

taramışlardır. İzolatların; % 62.6‟sında PKS-I, % 64.7‟sinde PKS-II ve % 58.5‟inde 

NRPS biyosentetik genlerini amplifiye etmişlerdir. Kullandıkları aktinomiset cinsleri 

arasında, PKS-I amplifikasyonu açısından en yüksek değer (% 70) Streptomyces 

cinsinin üyelerine aittir. Bu rakamlara rağmen, klasik kültür koşullarında tüm izolatların 

antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri % 27 olarak tespit edilmiştir. 

 Ehrenreich ve ark. (2005) deniz ve tatlı sulardan izole edilen 24 siyonabakteri 

türünün NRPS ve PKS-I genlerinin potansiyellerini ortaya çıkarmak amacıyla dizayn 

edilen primerlerle sırasıyla NRPS geninin A domaini ve PKS-I geninin KS domainini 

PCR ile taramışlardır. Bakterilerin 13'ünde NRPS geninin A domaini ve 22'sinde PKS-I 

geninin KS domaini amplifiye edilmiştir.  
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 Wawrik ve ark. (2005) New Jersey' de (ABD) farklı toprak örneklerinden 

toplanan 21 aktinomiset türünün PKS-II geninin  korunmuş KSα domaini primerler 

aracılığıyla PCR ile  taranmıştır. Tüm türler içersinde yapılan analizler ışığında yedi 

yeni KSα geni tespit etmişlerdir. Ayrıca diğer örneklerin bilinen KSα genleriyle % 74 

ile % 81 arasında homoloji gösterdiği rapor edilmiştir. 

 Pathom-aree ve ark. (2005) deniz aktinomisetlerinin çeşitliliği ve biyosentetik 

sekonder metabolitlerinin tarandığı bir çalışmada, incelenen 38 aktinomisetten % 70‟ 

inde NRPS ve % 13‟ ünde PKS-I genleri tespit edilmiştir. Tek bir izolatta 

(Micromonospora türünde) ise PKS-II genine rastlanmıştır. Araştırmacılar, çok az 

çalışılmış sıradışı habitatların sekonder metabolit sentezleme yeteneği olan türler 

açısından zengin kaynaklar olabileceğini bildirmişlerdir. 

 Savic ve Vasilevic (2006) aktinomisetlerin PKS-I genlerini hedef almak için 

dizayn edilen dejenere primerler yardımıyla tespit edilen iki yeni PKS geninin, 

immünbaskılayıcı benzeri bir metabolitin biyosentezinde görevli olduğu bulunmuştur. 

Üretilen bileşiklerin  İnce Tabaka Kromatografisi (TLC) ile incelenmesi sonucu, bu 

bileşiklerin, ticari olarak kullanılan immünbaskılayıcılar olan FK506, FK520 ve 

rapamisin ile kıyasandığında farklı özellikte bileşikler olduğu bulunmuştur. 

 Barrios ve ark. (2007) 21 yeni siyanobakteri türünde  sekonder metabolitlerle 

ilgili genleri tespit etmek amacıyla PCR ile tarama yapmışlardır. 18'inde NRPS ve 

19'unda PKS-I genlerinin varlığını tespit etmişlerdir. Amplikonlar klonlanarak sekans 

analizi yapılmıştır. Amplikonların BLAST sonuçlarına göre çoğaltılan  genlerin bilinen 

siyanobakteri doğal ürünleriyle benzerlik gösterdiği görülmüştür. 

 Jiang ve ark. (2007) Güney Çin Denizinde bulunan Haliclona sp. süngerinden 

izole edilen  54 bakteri türünden 24'ü PKS-I, PKS-II ve NRPS genleri için üç ayrı 

dejenere primer  kullanılarak PCR ile taranmıştır. Örneklerin % 54' ünde PKS-I, % 71' 

inde PKS-II ve % 92' sinde NRPS amplifikasyonu elde edilmiştir.  

 Jiang ve ark. (2007) Güney Çin Denizinde bulunan Iotrochota sp. süngerinden 

elde edilen  30 aktinomiset türünde NRPS, PKS-I ve PKS-II genleri üç primer çifti 

aracılığıyla PCR dayalı olarak taranmıştır. Türlerin % 80 'inde PKS-I, % 73' ünde PKS-

II ve % 87' sinde NRPS genlerine ait ürünler elde edilmiştir. 
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 Komaki ve ark. (2008) Myxobakterilerde PKS-I gen kümesinin ketosentaz (KS) 

ve açil tranferaz (AT) domainleri PCR ile taranmıştır. Amplikonlar klonlanmış,  elde 

edilen sekanslar BLAST programında incelenmiştir. Sekans sonuçlarını aminoasit 

benzerlik oranlarına göre iki grupta toplayan araştırmacılar, % 70' in üstünde homoloji 

gösterenlerin daha önceden bulunan genler, %  70' in altında homoloji gösterenlerin ise 

yeni genler  olabileceğini önceki çalışmalarına dayanarak öne sürmüşlerdir. 

 Zhang ve ark. (2008) Güney Çin Denizindeki süngerlerden izole edilen 109 

bakteri, NRPS gen kümesinin korunmuş A domainini PCR ile taramışlardır. 15 

bakteride amplifikasyon gözlemleyip rapor etmişlerdir. Klonlanıp sekans analizi yapılan 

organizmalar BLAST programında incelenmiş ve 15'ten 11'inin şimdiye kadar 

bulunmuş genlerle % 70' in altında homoloji gösterdiği belirtilmiştir. 

 Zhang ve ark. (2008) deniz süngerlerinden izole edilen, aktinomisetlerinde 

aralarında bulunduğu  98 bakteri türünde PKS-I genini PCR yöntemiyle tarandığı bir  

çalışmada izolatların 18'inde PKS-I geninin varlığını KS domainini çoğaltarak tespit 

etmişlerdir. Amino asit dizililmine göre yapılan BLAST analizlerinde 18 izolattan 

12'sinin Bacillus türlerinde elde edilen PKS-I genleriyle  % 97 homoloji gösterdikleri 

rapor edilmiştir.  

 Komaki ve ark. (2009) S. bicolor 12746
T
‟den tespit ettikleri bir PKS-I gen 

dizilimini referans alarak, bu genin pimarisine benzer bir polien bileşik üretiminde 

görevli olabileceğini öngörmüşlerdir. Bu bakteriyi kültüre ettikleri örneklerde polien 

bileşik taramaları yaparak, bakterinin antifungal bir bileşik ürettiğini bunun da “tetraen 

makrolid” olduğunu UV spektrumları ile tespit etmişlerdir. Saflaştırılan bileşiğin 

spektroskopik analizlere dayalı yapı aydınlatma çalışmaları sonucunda yeni bir 

pimarisin analogu olan JBIR-13 bileşiğini bulmuşlardır. Çalışmalarının bulgularından 

yola çıkarak, PKS genlerinin (özellikle PKS-I), yeni biyoaktif bileşik araştırmalarında 

değerli bilgiler sağladığı sonucuna varmışlardır (). 

 Zhao ve ark. (2009) sedimentlerden izole ettikleri 3 aktinomisetin PKS-I genini 

taradıkları çalışmada 3 izolatta da amplifikasyon elde etmişlerdir. Amplifiye edilen 

türlerden birinde meridiamisin biyosentezinden sorumlu gen kümesinin KS domaini ile 

yüksek homoloji gösterdiğini tespit etmişlerdir. 
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 Myronovskyy ve ark. (2009) S. sioyaensis'de dejenere primerler kulllanarak 

NRPS geninin adenilasyon domaininin amplifiye edildiği çalışmada; amplikonların 

sekans analizlerinin yapılması sonucunda dokuz farklı A domaini tespit edilmiştir. 

 Janso ve Carter (2010) tropikal bitkilerden izole edilen 123 endofitik bakteriden 

29'unun; NRPS, PKS-I ve PKS-II gen kümelerinin primerler aracılığıyla PCR dayalı 

yapılan çalışmalarında; örneklerin % 66 'sında PKS-I, % 79' unda PKS-II ve % 100' 

ünde NRPS gen kümelerinin varlığı rapor edilmiştir. 

 Schneemann ve ark. (2010) Almanya'da bulunan Baltık Denizinden toplanan 

süngerlerden izole edilen 46 aktinobakteri türünde NRPS ve PKS-II geni moleküler 

olarak taranmıştır. Araştırmacıların analizleri sonucu 46 türün 24 ( % 52 )' ünde NRPS 

ve 13 ( % 28)' ünde PKS-II ürünü elde edilmiştir. Bu türlerin 16'sında NRPS ve PKS-II 

geni tespit edilememiştir. NRPS ve PKS-II amplikonlarının şimdiye kadar bulunmuş 

olan genlerle  karşılaştırılması sonucunda, sırasıyla;  % 40 - % 96 arasında ve % 47 - % 

100 arasında homoloji gösterdiğini belirtmişlerdir. 

 Zhao ve ark. (2011) Güney Çin Denizinde  10 sünger türünden elde edilen 177 

fungusta PKS-I gen kümesinin korunmuş  KS domainini ve NRPS gen kümesinin  

korunmuş A domainini primerler aracılığıyla PCR taraması yapmışlardır. 15 türde PKS 

ve 4 türde NRPS gen kümesinin varlığını tespit etmişlerdir. 

 Xin ve ark. (2011) Antartikteki  derin deniz süngerlerinden izole edilen 46 

bakterinin genomları PKS-I ve PKS-II gen kümelerinin potansiyellerini ortaya çıkarmak 

için PCR ile taranmıştır. Örneklerin % 70'inde PKS-I ve % 85' inde PKS-II gen 

kümeleri tespit edilmiştir. 

 Silva-Stenico ve ark. (2011) tatlı sulardan ve topraktan izole edilen 24 

siyanobakterinin NRPS ve PKS-I genlerini PCR ile taradığı çalışmada; 24 

siyanobakteriden % 92' sinde NRPS ve % 80' inde PKS-I gen kümelerinin varlığı rapor 

edilmiştir.  
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3.1 MATERYAL 

3.1.1 Biyolojik Materyal 

 Bu çalışmada kullanılan bakterilerin daha önce izolasyonları ve moleküler 

teşhisleri yapılmış, aynı zamanda antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmiştir (Yılmaz ve 

ark. 2008). 

 Bu izolatlar; Streptomyces sp. AA59, Streptomyces sp. AAH67, Streptomyces 

sp. AR4, Streptomyces sp. AR17, Streptomyces sp. AS29, Streptomyces sp. AS37, 

Streptomyces sp. BA1, Streptomyces sp. BA12, Streptomyces sp. BAH28, Streptomyces 

sp. BS32 ,Streptomyces sp. BSH50, Streptomyces sp. CA13, Streptomyces sp. CA18, 

Streptomyces sp. CA28, Streptomyces sp. CS42'dir. 

 3.1.2 Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Kloroform (Riedel-de Haen), isoamilalkol (Sigma Aldrich), fenol kloroform 

isoamilalkol  (25:24:1) (Sigma), ethylenediaminotetraacetic asit (EDTA) (AppliChem) , 

tris-baz (AppliChem), gliserol (Merck), agaroz (AppliChem), asetik asit (Sigma 

aldrich), sodyum asetat, etidyum bromür (AppliChem), brom fenol blue (Fermentase), 

n-n dimetilformamid (DMF), 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-

Gal) (Roche), isopropil-β-D-thiogalactoside (IPTG) (Roche), ampisilin (Roche), 

kalsiyum klorür (Merck), magnezyum klorür, sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck), 

glisin (Sigma), etil alkol (Sigma Aldrich), maya özütü (Oxoid), glukoz (Merck), tripton 

(Difco), agar (Labosis), sükroz (Merck), malt özütü (Merck), sodyum asetat,  DNA 

marker (Roche),  

3.1.3. Kullanılan Çözeltiler 

TSE (Tris-HCI Sükroz EDTA)  

 Final konsantrasyonları; Tris HCl 25 mM (pH 8.0), sükroz 0.3 M, EDTA 25 mM 

(pH 8.0) olacak şekilde hazırlandı. 

 TAE, 50x (Tris-Asetik Asit-EDTA) 

 Final konsantrasyonu 0.05 M EDTA (pH=8), % 5.71 asetik asit, 242 g tris baz 
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olacak şekilde saf su ile hacim 1 L’ye tamamlandı. 

IPTG (Isopropil-β-D-thiogalactoside)  

 23.83 mg maddenin 1ml saf suda çözülmesiyle 100 mM’lık stok çözelti 

hazırlandı. Çözelti por çapı 0.2 μm olan filtre yardımıyla steril edildi ve -20 °C’de 

saklandı. 

 X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside)  

 Stok çözelti 100 mg X-Gal/2 ml N-N-Dimetilformamid (DMF) olarak 

hazırlandı. Çözelti por çapı 0.2 μm olan filtre yardımıyla steril edildi ve -20 °C’de 

saklandı. 

3.1.4. Kullanılan Besiyerleri 

Triptik Soya Broth (TSB, Oxoid); 30 g TSB tartılarak saf su ile hacmi 1 L’ye 

tamamlandı. Bakterilerin DNA izolasyonu için üretimde kullanıldı. 

Maya özütü-Malt özütü (YEME) besiyeri; 3 g maya özütü, 3 g malt özütü, 5 g 

baktopepton, 10 g glukoz, 340 g sukroz tartıldı ve hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandı 

otoklavda steril edildi. Sterilizasyon sonrasında filtre ile steril edilmiş 2,5 M 

magnezyum klorürden (MgCl2.6H2O) 2 ml ve % 20’lik glisinden de 25 ml eklenerek 

hazırlandı. DNA izolasyonu için kullanıldı. 

M2 besiyeri; 10 g malt özütü, 4 g maya özütü ve 3 g glukoz, tartılarak hacmi 

çeşme suyu ile 1 L’ye tamamlandı ve steril edildi. Katı M2 hazırlamak için sıvı M2 

besiyerine 15 g agar eklendikten sonra otoklavda steril edildi. Organizmaların üretimi 

ve stoklarının hazırlanması için kullanıldı. 

Lurient Broth (LB) ; 5 g maya özütü, 10 g tripton, 5 g sodyum klorür tartılarak 

hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandı ve otoklav ile steril edildi. Hazırlanan 1 L LB 

besiyerine 15 g agar eklendi ve otoklavda steril edildi. Sterilizasyon sonrasında 

soğutulmaya bırakılan besiyeri yaklaşık 50 
o
C’ye kadar soğutulduktan sonra final 

konsantrasyonu 100 µl/ml olacak şekilde ampisilin eklendi ve petriye döküldü. 

Transformatların seçimi için kullanıldı.   

Tüm besiyerleri 121 °C’de 15 dakika 1,2 atm basıncı altında otoklavda steril 

edildi. 
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3.1.5. Kullanılan Enzimler 

 Taq polimeraz (Roche ve Fermentas), RNaz (Fermentas), Lizozim (Roche) 

enzimleri kullanıldı. 

3.1.6. Polimerizasyon Zincir Reaksiyonu (PCR)  

 NRPS geni A domaininin PCR ile amplifikasyonu için A domainini hedef alan 

ileri; A3F (5'-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3') ve geri; A7R (5'-

SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3'), (S:G+C, Y:C+T, V:G+A+C),  primerleri  (Ayuso ve 

Genniloud 2005), İontek (İstanbul) şirketine sentezlettirildi. Bu primerlerin hedef aldığı 

bölge yaklaşık olarak 700 bç uzunluğundadır. 

 Tip I PKS geni KS domaininin PCR ile çoğaltılması için KS domeinini hedef 

alan, ileri; K1F (5'-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3'), ve geri; M6R (5'-

CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3'), (S:G+C, B: G+T+C) primerleri (Ayuso ve 

Genniloud 2005), İontek (İstanbul) şirketine sentezlettirildi. Bu primer çiftlerinin hedef 

aldığı bölge ortalama 1200-1400 bç uzunluğundadır.  

3.1.7. DNA’nın Jelden Geri Kazanılması 

PCR ürünlerini jelden geri kazanmak için MiniElute Jel Ekstraksiyon Kiti 

(Qiagene) ve Jel Elusyon Kiti (GeneMark) kullanıldı. 

3.1.8.  PCR Ürünlerinin Klonlanması 

pGEM-T (Şekil 3.1.) klonlama Kiti Promega şirketinden temin edildi. 

3.1.9. Plazmit İzolasyonu  

Bakterilerden plazmit izolasyonu için Plazmit Mini Kit (Omega Bio-Tek) ve 

Plazmit Mini İzolasyon (GeneMark) kitleri kullanıldı. 
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Şekil 3.1. pGEM-T plazmit haritası 

3.1.10. Kullanılan Cihazlar 

Otoklav (Hirayama) 

Jel Görüntüleyici (UVP Dual Intensity Transiluminatör) 

PCR Cihazı (Ependorf) 

Elektroforez (Scie-Plas) 

Hassas Tartı (GEC Avery) 

pH Metre (Mettler MP220) 

Etüv (Heraeus) 

Sterilizatör (Heraeus ) 

Derin Dondurucu (Ugur) 

Jel Görüntüleme Cihazı (Bio-Rad) 

Laminar Kabin (Telstar AV 100) 

Orbital Çalkalayıcı (Zhicheng ZHWY-200B) 

Mini Santrifüj (E.S-6 ) 

Magnetik Karıştırıcı (Stuart) 

Vorteks (VWR) 

Güç kaynağı (Bio-Rad) 

+4 °C dolap (Sanyo) 

28 °C etüv (Velp Scientifica FTC 90 I) 

Su banyosu (Grant LTD 66) 
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3.2. Metod 

 Bu çalışmada kullanılan 15 Streptomyces türü 3 farklı bitkinin kök çevresi 

topraklarından izole edilmiş ve moleküler teşhisleri yapılmıştır (Yılmaz ve ark. 2008). 

İzolatlar morfolojik görünümlerinin incelenmesi, stok yapılması ve taze kültürlerinin 

hazırlanması amacıyla M2 besiyerinde üretildi. TSB (Triptik Soya Broth)’de üretilen 

izolatlar, içerisinde % 20 gliserol olacak şekilde stok yapıldı. 

3.2.1. Kromozomal DNA İzolasyonu 

İzolatlar % 0.5 maltoz eklenmiş TSB besiyerinde orbital çalkalamalı inkübatörde 

230 rpm'de, 28 
o
C’de 48 saat üretildi. TSB’de üreyen kültürün 2 ml’si 2:3 oranında 

TSB-YEME  içeren 50 ml sıvı besiyerine aktarılıp orbital çalkalamalı inkübatörde 

28
o
C’de 24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda 1,5 ml’lik ependorf 

tüplere kültür örneği alınıp, mikrofüjde 2 dk maksimum rpm’de santrifüjlendi. Pelet 

kısmı izolasyon için kullanıldı. Pelet iki kez % 10.3 sükroz çözeltisi ile yıkandıktan 

sonra 6 mg/ml lizozim ve 75 μg/ml RNaz içeren 500 μl TSE tamponunda çözüldü. 37 

o
C’de 45 dk inkübasyondan sonra, 300 μl % 2 SDS eklenerek 20 sn vortekslendi. İlk 

olarak fenol:kloroform:izoamiloalkol (25:24:1) ve sonrasında da 

kloroform:izoamiloalkol (24:1) ile ekstraksiyon yapıldı. Ekstraksiyon sonrası 10 dk 

maksimum rpm’de santrifüjleme ile supernatant kısmı alındı. Üst faz temizleninceye 

kadar ekstraksiyona devam edildi. Sonuç olarak temiz üst faz alınarak 3 M  sodium 

asetat (pH 5.2) ve mutlak etanol eklenmesiyle DNA’nın çökmesi için -20
o
C’de 30 dk 

inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda 16000 rpm’de 15 dk santrüjlendi. Süpernatant 

dikkatli bir şekilde alındıktan sonra peletin üzerine % 70'lik etanol ilave edildi. Pelet 

çözüldükten sonra 10 dk maksimum rpm’de santrifüjlendi. Süpernatant dikkatlice 

döküldükten sonra pelet etüvde 37 
o
C’de kurutuldu.  Kromozomal DNA’nın tamamen 

çözülmesi için pelete uygun miktarda saf su eklenerek 37
o
C’de bir gece inkübe edildi. 

3.2.2. PCR  

3.2.2.1. NRPS Geninin Adenilasyon (A) Domainin PCR ile Çoğaltılması 

İzolasyonu yapılmış genomik DNA’lar agaroz jelde incelendikten sonra kalıp 

olarak kullanıldı. İleri A3F ve geri A7R primerleri kullanılarak A domaininin 

çoğaltılması hedeflendi. Taq DNA polimeraz Kit (Fermentas) kullanılarak yapılan PCR 
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reaksiyonu için standart koşullar; kromozomal DNA 100 ng, her bir primer 0.4 µM, 

nükleotid karışımı 0.2 µM,  Taq polimeraz 1 U , tampon % 10 ve MgCI2 2 mM olarak 

kullanıldı final hacim distile su ile 50 µl’ye tamamlandı.  Termal döngü; 95 
o
C 5 dk 

(başlangıç denatürasyonu, 1 döngü) ve daha sonrasında 95 
o
C 30 sn, 59 

o
C 2 dk, 72 

o
C 4 

dk olarak 35 döngü  uygulandı. Final polimerizasyon  72 
o
C 10 dk 1 döngü yapıldı. 

Fast Start Taq DNA polimeraz Kit (Roche) kullanılarak yapılan PCR reaksiyonu 

için standart koşullar; kromozomal DNA 100 ng, her bir primer 0.4 µM, nükleotit 

karışımı 0.2 µM,  Taq polimeraz 1 U , tampon % 10, GC tamponu % 10 ve MgCI2 2 

mM olarak kullanıldı final hacim steril distile su ile 50 µl’ye tamamlandı.  Termal 

döngü; 95 
o
C 5 dk (başlangıç denatürasyonu, 1 döngü) ve daha sonrasında 95 

o
C 30 sn, 

59 
o
C 2 dk, 72 

o
C 4 dk olarak 35 döngü uygulandı. Final polimerizasyon  72 

o
C 10 dk 1 

döngü yapıldı. 

Standart koşullarda ürün elde edilemeyen organizmalarda, MgCI2 

konsantrasyonu, kalıp DNA konsantrasyonu, enzim miktarı ve termal döngü koşulları 

değiştirilerek optimizasyonlar yapıldı. 

3.2.2.2. PKS-I Geninin Ketosentaz Domainin (KS) PCR İle Amplifikasyonu  

İzolasyonu yapılmış genomik DNA’lar agaroz jelde incelendikten sonra kalıp 

olarak kullanıldı. İleri K1F ve geri M6R primerleri kullanılarak KS domaini 

çoğaltılmaya çalışıldı. Taq DNA polimeraz Kit (Fermentas) için standart PCR reaksiyon 

kosulları; kromozomal DNA 100 ng, her bir primer 0.4 µM, nükleotit karışım 0.2 µM,  

Taq polimeraz 1 U, Tampon % 10, GC tamponu % 10 ve MgCI2 2 mM olarak kullanıldı 

final hacim steril distile su ile 50 µl’ye tamamlandı. 

Fast Start Taq DNA polimeraz Kit (Roche) için standart PCR reaksiyon 

koşulları; kromozomal DNA 100 ng, her bir primer 0.4 µM, nükleotit mix 0.2 µM,  Taq 

polimeraz 1 U, tampon % 10, GC tamponu % 10 ve MgCI2 1.5 mM olarak kullanıldı 

final hacim saf su ile 50 µl’ye tamamlandı.  Termal döngü; 95 
o
C 5 dk (başlangıç 

denatürasyonu, 1 döngü) ve daha sonrasında 95 
o
C 30 sn, 55 

o
C 2 dk, 72 

o
C 4 dk olarak 

35 döngü uygulandı. 72 
o
C 10 dk 1 döngü yapıldı. 
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Standart koşullarda ürün elde edilemeyen organizmalarda, MgCI2 

konsantrasyonu, kalıp DNA konsantrasyonu, enzim miktarı ve termal döngü koşulları 

değiştirilerek optimizasyonlar yapıldı. 

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi 

Saflaştırılmış genomik DNA’nın tespiti için % 0.7’lik, PCR ürünlerinin 

görüntülenmesi için ise % 1’lik agaroz jel hazırlandı. TAE tamponu ile hazırlanan 

agaroz jele % 1’lik etidyum bromürden 5 µl eklendi. DNA’ları jele yüklemek için 1:5 

oranında BFB:PCR ürünü karışım yapılarak kuyucuklara yüklendi. DNA’ların yürümesi 

için güç kaynağından 90 voltluk akım verildi. Örnekler 45 dk. yürütüldü. 

3.2.4. Agaroz Jelden DNA’nın Geri Kazanılması 

Büyüklükleri NRPS için 700 bç, PKS-I için ise yaklaşık 1200-1400 bç 

büyüklüğünde olan PCR ürünleri agaroz jelden kesilerek alındı Sonrasında ürünlerin 

jelden ekstraksiyonu yapıldı. 

3.2.5. Kompetent Hücrelerin Hazırlanması 

 E. coli DH5-α, LB besiyerine ön inkübasyon için ekildi ve 250 rpm’de 37 
o
C’de 

orbital çalkalamalı inkübatörde bir gece üretildi. Üretilen kültürden 1ml alınarak taze 

LB besiyerine ekilerek 2 saat 250 rpm 37 
o
C’de üretildi. Kültürün optik dansitesi 

O.D550= 0.3-0.4'e geldiği zaman santrifüj tüplerine alındı ve 10 dakika buzda bekletildi. 

4000 rpm’de +4
o
C’de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve hücrelerin üzerine 

soğutulmuş 10 mM kalsiyum klorürden 5ml eklendi. 3000 rpm’de +4 
o
C’de 10 dakika 

santrifüj edildi. Üst sıvı atıldı hücrelerin üzerine 2 ml 75 mM kalsiyum klorür eklendi. 

Homojen karışım elde ettikten sonra 192:108 oranında, kompetent hücre: % 50 oranında 

seyreltilmiş gliserol karıştırılarak -20 
o
C’de muhafaza edildi. 

3.2.6. Klonlama 

3.2.6.1. Ligasyon 

Ligasyon karışımının total hacimi 10 µl olacak şekilde; 5 µl 2x ligasyon 

tamponu, 1 µl pGEM-T plazmit, 300-400 ng PCR ürünü ve 1 µl DNA ligaz enzimi 
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eklendi, hacim steril distile su ile tamamlanarak verimli bir ligasyon için bir gece 16 

o
C’de inkübe edildi. 

3.2.6.2. Transformasyon 

İnkübasyon süreleri dolan ligasyon ürünleri kompetent hücrelerle bir araya 

getirilerek 30 dakika buzda bekletildi, bu sürenin sonunda hücreler 70 saniye 42 
o
C’deki 

su banyosuna bırakıldı ve tekrar buza alınıp 5 dakika buzda bekletildi. Bütün bu 

işlemlerden sonra hücrelere 1 ml LB besi yeri ilave edildi ve 2 saat boyunca 150 rpm’de 

37 
o
C’de orbital çalkalamalı inkübatörde inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda 

önceden IPTG ve X-Gal yayılmış 100 µg/µl ampisilin içeren katı LB besiyerine yayma 

yapıldı ve bir gece 37 
o
C’de inkübe edildi. 

3.2.6.3. Mavi Beyaz Koloni Seçimi 

Bir gecelik inkübasyon süresi sonunda beyaz renkli ampisiline dirençli pütatif 

rekombinant koloniler mavi renkli kolonilerden seçilerek ayrıldı. 

3.2.6.4. Bakteriden Plazmit DNA’nın İzolasyonu  

 Ampisilin içeren LB besiyerlerine aktarılan beyaz koloniler orbital çalkalayıcı 

inkübatörde 230 rpm, 37
o
C’de bir gece üretildi. İnkübasyon süresi sonunda kültürden 2 

ml örnek alınarak 2 dakika 16000 rpm’de santrifüj edildi ve üst sıvı atıldı. Elde edilen 

peletlerden plazmid izolasyonları yapıldı. 

 3.2.7. DNA Dizilieme 

 Saflaştırılan rekombinant plazmitlerin içerdiği fragmentlerin DNA dizi analizi 

İontek şirketine (İstanbul) yaptırıldı. Dizilemede NRPS genleri için A3F, PKS-I genleri 

için ise K1F primerleri kullanıldı. 

 3.2.8. Biyoinformatik İncelemeler 

 NRPS ve PKS-I genlerinin sırasıyla adenilasyon ve ketosentaz domeinlerinin 

sekansları NCBI web sitesinde (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) farklı Blast 

programlarında incelendi. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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 4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

 4.1. BULGULAR 

 4.1.1. Organizmaların Üretilmesi 

 Üç farklı endemik bitkinin kök çevresindeki topraktan izolasyonu ve moleküler 

teşhisi yapılmış (Yılmaz ve ark. 2008) 15 Streptomyces izolatı, M2 katı besiyerinde 

28°C'de 5 gün üretildi. Organizmaların morfolojik özellikleri Çizelge 4.1. de  ve katı 

besiyerindeki görünümleri Şekil 4.2- 4.15'te gösterilmiştir. 

Çizelge 4.1. Organizmaların morfolojik özellikleri. 

Organizma Koloni yapısı Substrat miseli 

rengi 

Difüzlenebilir 

Pigment  

Hava miseli rengi 

Streptomyces sp 

AA59 

Dairemsi Krem Kahverengi Makroskobik 

olarak 

gözlenemedi 

Streptomyces sp 

AAH67 

Dairemsi Krem Yok Beyaz 

Streptomyces sp 

AR4 

Dairemsi Kahverengi Yok Beyaz 

Streptomyces sp 

AR17 

Dairemsi Krem Yok Beyaz 

Streptomyces sp 

AS29 

Dairemsi Krem Yok Beyaz 

Streptomyces sp 

AS37 

Pürtüklü Krem Yok Krem 

Streptomyces sp 

BA1 

Dairemsi Turuncu Yok Beyaz 

Streptomyces sp 

BA12 

Dairemsi Mor Yok Gri 

Streptomyces sp 

BAH28 

Dairemsi Krem Yok Beyaz 

Streptomyces sp 

BS32 

Kadifemsi Krem Yok Gri 

Streptomyces sp 

BSH50 

Dairemsi-

kubbemsi 

Kahverengi Açık kahverengi Gri 

Streptomyces sp 

CA13 

Dairemsi Kahverengi Açık kahverengi Gri 

Streptomyces sp 

CA18 

Dairemsi Kahverengi Yok Koyu kahverengi 

Streptomyces sp 

CA28 

Likenimsi Kahverengi Kahverengi Makroskobik 

olarak 

gözlenemedi 

Streptomyces sp 

CS42 

Dairemsi Krem Açık kahverengi Beyaz 
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 Şekil 4.1. 16S rRNA genleri baz alınarak neighbor-joining yöntemiyle çizilen filogenetik ağaç 

(Yılmaz ve ark. 2008). Bu çalışmada kullanılan izolatlar ağaç üzerinde daire içine alınmıştır. 

 AR17

 N. umidischolae AY036001

 AR9

 S. rimosus EF371440

 S. albus AJ697941

 S. lydicus AB184281

 BS39

 S. violaceusniger DQ334782

 CAH35

 BSH46

 S. hygroscopicus EF408736

 CA16

 CS43

 AS41

 S. phaeochromogenes DQ442538

 S. lavendulae EF469608

 CS42

 BA14

 CA3

 CA19

 CA14

 CS44

 A. mediterranei EF017716

 CA17

 CAH29

 BS40

 AA59

 AS40

 AA58

 AAH68

 S. exfoliatus DQ026647

 S. purpureus AB184547

 AA53

 BA1

 CA28

 AS36

 BA11

 ASH47

 AS25

 AAH63

 S. anulatus AB184875

 S. halstedii EF178695

 S. atroolivaceus AB184113

 BR57

 S. microflavus EF178673

 AA50

 CA12

 AS42

 AS34

 AR2

 BS29

 AR12

 AAH66

 AS31

 CA21

 CS41

 AAH61

 AAH67

 AS28

 BAH20

 BSH50

 BA5

 AR3

 CA18

 AS29

 S. albidoflavus DQ826593

 S. cyaneus AB184872

 BS33

 BS44

 AR6

 S. fulvissimus AB184787

 S. griseoviridis AB184210

 BA2

 BAH26

 CS38

 S. olivaceoviridis AB184288

 S. violaceus AB184315

 S. diastaticus AB184785

 BAH28

 CAH33

 S. griseoflavus AB184274

 AS37

 S. chromofuscus AB184194

 S. antibioticus AB184108

 S. rochei AB184237

 CA24

 AR4

 BA3

 CA13

 AR24

 CA11

 BS32

 BA12

100

94

99

99

100

50

49

47

53

87

29

32

30

92

99

90

68

27

36

77

89

51

21

53

99

97

74

36

21

99

44

68

22

71

74

59

21

71

22

95

9

76

74

51

89

67

84

15

18

76

19

2

27

49

6
31

6

4

83

27

4

3

7

62

13

1

3

2

4

28

55

64

69

10

30

26

43

6

23

24

35

44

0.02
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Şekil 4.2. Streptomyces sp. AA59                Şekil 4.3. Streptomyces sp. AAH67 

 

 

Şekil 4.4. Streptomyces sp. AR4   Şekil 4.5. Streptomyces sp. AR17 

 

Şekil 4.6. Streptomyces sp. AS29                      Şekil 4.7. Streptomyces sp. AS37 
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Şekil 4.8. Streptomyces sp. BA1                        Şekil 4.9. Streptomyces sp. BA12 

 

Şekil 4.10. Streptomyces sp. BAH28        Şekil 4.11. Streptomyces sp. BS32 

 

Şekil 4.12. Streptomyces sp. BSH50              Şekil 4.13. Streptomyces sp. CA13 
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Şekil 4.14. Streptomyces sp. CA18               Şekil 4.15. Streptomyces sp. CA28 

 

Şekil 4.16. Streptomyces sp. CS42 
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         4.1.2. Kromozomal DNA İzolasyonu 

         15 farklı Streptomyces türünden kromozomal DNA izolasyonları yapıldı. 

 

 Şekil 4.17. İzole edilen kromozomal DNA’lar. 1. Streptomyces sp. AA59, 2. Streptomyces sp. 

AAH67, 3.Streptomyces sp. AR4, 4.Streptomyces sp. AR17, 5. Streptomyces sp. AS29, 6. Streptomyces 

sp. AS37, 7. Streptomyces sp. BA1, 8. Streptomyces sp. BA12, 9. Streptomyces sp. BAH28, 10. 

Streptomyces sp. BS32, 11. Streptomyces sp. BSH50, 12. Streptomyces sp. CA13, 13. Streptomyces sp. 

CA18, 14. Streptomyces sp. CA28, 15. Streptomyces sp. CS42. 

4.1.3. NRPS ve PKS-I Genlerinin İzolatların Genomlarında Taranması 

4.1.3.1. NRPS Genlerinin Taranması 

 Lokal Streptomyces izolatlarından saflaştırılan kromozomal DNA’lar 

kullanılarak PCR ile NRPS gen kümesinin pütatif  adenilasyon domaini çoğaltıldı. 

Lokal izolatların tümünde ilgili gende amplifikasyon elde edildi. Primerlerin seçildiği 

bölgeye göre beklenen amplikonun uzunluğu, ortalama  700 bç uzunluğundadır.  

 Saflaştırılan DNA’lardan elde edilen NRPS amplifikasyonu materyal ve metodta 

detaylı verilen standart koşullardan başlanarak; magnezyum klorür, annealing sıcaklığı 

ve kullanılan polimeraz değiştirilerek farklı optimizasyonlar yapıldı. 

 Fast Start Taq DNA polimeraz Kit (Fermentase) kullanılarak standart PCR 

koşullarında ürün elde edilemeyen izolatlardan, MgCl2 konsantrasyonu 2.5 mM'a 

çıkarıldığında  Streptomyces sp. BS32 ve Streptomyces sp. CA18 lokal izolatlarında 

Şekil 4.18’de görüldüğü gibi ürün elde edildi. 

Kromozomal  

DNA'lar 

  1    2    3   4   5    6   7       8      9  10  11 12 13  14 15  
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              Şekil 4.18. Streptomyces sp. BS32 ve Streptomyces sp. CA18 izolatlarından elde edilen 

ürünler.  

   MgCl2 konsantrasyonu 3.5 mM'a çıkarıldığında, Streptomyces sp CA3 izolatında 

Şekil 4.19’da görüldüğü gibi ürün elde edildi. 

     

 

  Şekil 4.19. Streptomyces sp. CA13 izolatından elde edilen ürün.  

 

  MgCl2 konsantrasyonun 2.5 mM, primerin bağlanma sıcaklığının 57 °C olduğu 

koşullarda, Streptomyces sp. CA28 ve Streptomyces sp. AS29 izolatlarında Şekil 

4.20’de görüldüğü gibi ürün elde edildi. 

NRPS   

 CA13     M 

1018 bç   

517 bç   

BS32  CA18     M 

NRPS 
1018 bç 

517 bç 
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  Şekil 4.20. Streptomyces sp. CA28 ve Streptomyces sp. AS29 izolatlarından elde edilen 

ürünler.  

 MgCl2 konsantrasyonun 2.5 mM, primerin bağlanma sıcaklığının 55 °C olduğu 

koşullarda, Streptomyces sp. BA1 izolatında Şekil 4.21’de görüldüğü gibi ürün elde 

edildi. 

  

 

 Şekil 4.21. Streptomyces sp. BA1 izolatından elde edilen ürün. 

  

NRPS 

     M                        CA28    AS29 

1018 bç 

517 bç 

1018 bç 

517 bç 
NRPS 

M                                                               BA1 
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 MgCl2 konsantrasyonun 2.5 mM, primerin bağlanma sıcaklığının 50 °C olduğu 

koşullarda, Streptomyces sp. AR17 izolatında Şekil 4.22’de görüldüğü gibi ürün elde 

edildi. 

 

    

Şekil 4.22. Streptomyces sp. AR17 izolatından elde edilen ürün. 

 MgCl2 konsantrasyonun 3.5 mM, primerin bağlanma sıcaklığının 50 °C olduğu 

koşullarda, Streptomyces sp. CS42 izolatında Şekil 4.23’de görüldüğü gibi ürün elde 

edildi. 

 

 

Şekil 4.23. Streptomyces sp. CS42 izolatından elde edilen ürün. 

  

 

 M                  AR17 

517 bç 
NRPS 

1018 bç 

 M              CS42 

1018 bç 

517 bç 
NRPS 
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 Fast Start Taq DNA polimeraz Kit (Roche) kullanılarak standart PCR 

koşullarında   lokal izolatlardan; Streptomyces sp. AA59, Streptomyces sp. AS37, 

Streptomyces sp. AR4, Streptomyces sp. BAH28, Streptomyces sp. BSH50, 

Streptomyces sp. BA12, Streptomyces sp. AAH67'den Şekil 4.24’de görüldüğü gibi 

ürün elde edildi. 

   

 

 Şekil 4.24. Streptomyces sp AA59, Streptomyces sp AS37, Streptomyces sp AR4, Streptomyces 

sp. BAH28, Streptomyces sp BSH50, Streptomyces sp BA12, Streptomyces sp AAH67  izolatlarından 

elde edilen ürünler.  

 4.1.3.2 PKS-I Genlerinin Taranması 

Lokal Streptomyces izolatlarından saflaştırılan kromozomal DNA’lar 

kullanılarak PCR ile PKS-I gen kümesinin ketosentaz domaini amplifiye edildi. Lokal 

izolatların  tümünde ilgili gende amplifikasyon elde edildi. Primerlerin seçildiği gen 

bölgesine göre amplikonun uzunluğu, ortama 1200-1400 bç uzunluğundadır.  

 Saflaştırılan DNA’lardan elde edilen NRPS amplifikasyonu materyal ve metodta 

detaylı verilen standart koşullardan başlanarak; magnezyum klorür, annealing sıcaklığı 

ve kullanılan polimeraz değiştirilerek farklı optimizasyonlar yapıldı. 

 Taq DNA polimeraz Kit (Fermentas) kullanıldığı standart  PCR koşullarında 

hiçbir izolatta ürün elde edilmedi. Primerin bağlanma sıcaklığının 53 °C , MgCl2  

konsantrasyonunun 2 mM olduğu PCR koşullarında Şekil 4.25'te görülen Streptomyces 

sp. CA13, Streptomyces sp. CA18, Streptomyces sp. CA28, ve Şekil 4.26 'da görülen  

Streptomyces sp. CS42  izolatlarından ürün elde edildi. 

M  AA59 AS37 AR4 BAH28 BSH50 AAH67 BA12 

1018 bç 

517 bç NRPS 
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 Şekil 4.25. Streptomyces sp. CA13, Streptomyces sp. CA18, Streptomyces sp. CA28 

izolatlarından elde edilen ürünler.  

 

                                                       

 Şekil 4.26. Streptomyces sp. CS42  izolatından elde edilen ürün. 

 

 

 MgCl2 konsantrasyonun 3 mM, primerin bağlanma sıcaklığının 53 °C olduğu 

koşullarda, Streptomyces sp. AS29 ve Streptomyces sp. BA12 izolatlarından Şekil 

4.27’de görüldüğü gibi ürün elde edildi. 

. 

     

 

1018 bç 
PKS-I 

1636 bç 

M             CS42 

1018 bç 
PKS-I 

1636 bç 

CA13  CA18  CA28  M                                           
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  Şekil 4.27. Streptomyces sp. AS29 ve Streptomyces sp. BA12  izolatlarından elde edilen 

ürünler. 

 Fast Start Taq DNA polimeraz Kit (Roche)  kullanıldığında standart PCR 

koşullarında; Streptomyces sp. AA59, Streptomyces sp. AAH67, Streptomyces sp. AR4, 

Streptomyces sp. AR17, Streptomyces sp. AS37, Streptomyces sp. BS32, Streptomyces 

sp. BSH50 izolatlarında şekil 4.28'de görüldüğü gibi ürün elde edildi. 

 

 

 Şekil 4.28. Streptomyces sp. AA59, Streptomyces sp. AAH67, Streptomyces sp.  AR4, 

Streptomyces sp. AR17, Streptomyces sp. AS37, Streptomyces sp. BS32, Streptomyces sp. BSH50 

izolatlarından elde edilen ürünler.  

 

  

 

 

  1018 bç 
PKS-I 

1636 bç 

M     AS29                      BA12         

1018 bç PKS-I 
1636 bç 

 M  AA59  AAH67  AR4   AR17   AS37    BS32    BSH50                            
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 Termal döngü; 95 
o
C 5 dk (başlangıç denatürasyonu, 1 döngü) ve daha sonra 

95
o
C 45 sn, 55 

o
C 1.5 dk, 72 

o
C 3 dk olarak 35 döngü uygulandı. 72 

o
C 10 dk (final 

polimerizasyon, 1 döngü) uygulanarak, denatürasyon, bağlanma ve polimerizasyon 

süreleri üzerinde değişiklik denemelerinin  yapılmasıyla ürün elde edilemeyen 

Streptomyces sp. BA1 ve Streptomyces sp. BAH28 izolatlarından sırasıyla Şekil 4.29 ve 

4.30'da görüldüğü gibi ürün elde edildi.  

 

  

                                                 

     Şekil 4.29. Streptomyces sp. BA1 izolatından elde edilen ürün. 

 

 

 

 

1018 bç 
PKS-I 

1636 bç 

 BA1       M   
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  Şekil 4.30. Streptomyces sp. BAH28 izolatından elde edilen ürün.. 

4.1.3.3. PCR Ürünlerinin Jelden Ekstraksiyonu 

 PCR sonrasında yaklaşık 700 bç uzunluğunda olan NRPS gen kümesinin pütatif  

A domaini ile, 1200-1400 bç uzunluğunda olan PKS-I gen kümesinin pütatif KS 

domaini jelden kesilerek ekstraksiyonları yapıldı. Ekstraksiyon sonrası jel görüntüleri 

Şekil 4.31 ve Şekil 4.32’de görülmektedir. 

 

 

                              Şekil 4.31. Jel ekstraksiyonusonunda elde edilen NRPS fragmentleri 

 

 Şekil 4.32 Jel ekstraksiyonu sonunda elde edilen PKS-I fragmentleri 

M         

1018 bç 
PKS-I 

1636 bç 

1636 bç 

M          BAH28 

1018 bç 
PKS-I 

M   

NRPS 517 bç 

1018 bç 
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4.1.4. PCR ile Elde Edilen Ürünlerin Klonlanması  

 4.1.4.1. NRPS Gen Kümesinin Adenilasyon Domaininin Klonlanması 

Streptomyces sp. BSH50 izolatından elde edilen NRPS genlerine ait pütatif 

adenilasyon domainleri pGEM-T vektörlere klonlandı. E.coli DH5-α kompetent 

hücrelerine transformasyon yapılarak ilgili gen ve organizma için mini gen 

kütüphaneleri oluşturuldu. Transformantlar ampisilin dirençliliği ve mavi-beyaz 

seleksiyon sistemine göre seçildi. Beyaz renkli ampisiline dirençli kolonilerin 

rekombinant plazmid içermesinden dolayı, bu koloniler yeniden üretilerek hücrelerden 

plazmid izolasyonları yapıldı. İzolasyonu yapılan rekombinant plazmitlerin agaroz jel 

elektroforez görüntüleri Şekil 4.33'te görülmektedir. 

 

 

 Şekil 4.33. Streptomyces sp. BSH50 izolatı adenilasyon domaini gen kütüphanesinden elde 

edilen rekombinat plazmitler. 

 4.1.4.2. PKS-I Gen Kümesinin Ketosentaz Domaininin Klonlanması 

 Streptomyces sp. AS29 izolatından elde edilen PKS-I genlerine ait pütatif 

ketosentaz domainleri jelden geri kazanılarak pGEM-T lineer vektörlerine klonlandı. E. 

coli DH5-α kompetent hücrelerine transformasyon yapılarak ilgili gen ve organizma 

için mini gen kütüphaneleri oluşturuldu. Transformantlar ampisilin dirençliliği ve mavi-

beyaz seleksiyon sistemine göre seçildi. Beyaz renkli ampisiline dirençli kolonilerin 

pütatif rekombinant plazmid içermesinden dolayı, bu koloniler yeniden üretilerek 

hücrelerden plazmid izolasyonları yapıldı. İzolasyonu yapılan rekombinant plazmitlerin 

agaroz jel elektroforez görüntüleri Şekil 4.34'de görülmektedir. 

                                                                                  M     

pGEM-T 

Rekombinant 

Plazmitler 
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 Şekil 4.34. Streptomyces sp. AS29 izolatı ketosentaz domaini gen kütüphanesinden elde edilen 

rekombinat plazmitler. 

  

 4.1.5. Biyoinformatik İncelemeler 

Streptomyces sp. BSH50  izolatının NRPS ve Streptomyces sp. AS29 izolatının 

PKS I genlerinin mini gen kütüphaneleri oluşturuldu. Bu kütüphanelerden seçilen 

klonların DNA dizilimleri NCBI web sitesinde BLASTn ve BLASTx programlarında 

homoloji incelemelerine tabi tutuldu. 

4.1.5.1. Streptomyces sp. BSH50'nin NRPS Genlerinin İncelenmesi 

 Kurulan mini kütüphaneden seçilen 48 klonun sekanslanması sonucunda 

Streptomyces sp. BSH50 izolatının NRPS genlerine ait 11 farklı A domaini içerdiği 

tespit edildi. Çizelge 4.1 ve 4.2'de gösterildiği gibi grupladığımız bu klonların 

Genbankasında sırasıyla BLASTn ve BLASTx incelemeleri yapıldı. Bu analizlere göre 

incelenen domainlerin gerek Streptomyces türlerinin gerekse diğer aktinomiset 

cinslerine dahil türlerin NRPS genleri ile homolojilere rastlandı. Özellikle BLASTx 

analizlerine bakıldığında; ; I. grubun S. roseosporus NRRL 11379 organizmasının 

NRPS geni ile % 69 oranında, II. grubun S. flavogriseus ATCC 33331 organizmasının 

NRPS geni ile % 68 oranında, VI. grubun Chitinophaga pinensis DSM 2588 

organizmasının NRPS geni ile % 45 oranında, XI. grubun S. cf. griseus XylebKG-1 

organizmasının NRPS geni ile % 65 oranında amino asit homolojisi gösterdiği 

belirlendi. Özellikle VI. grupta sınıflandırılan A domainin şimdiye kadar bulunmuş 

M     

pGEM-T 
Rekombinant 

Plazmit 
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diğer NRPS A domainleri ile çok düşük bir homolojisinin saptanması bunun yeni bir 

gen kümesine olabileceğini düşündürmektedir.   

 

Çizelge 4.2. Streptomyces sp. BSH50 izolatının NRPS gen kütüphanesi klonlarının BLASTn sonuçları 

Grup 

No 

Gen bankasındaki en yakın Organizma/Gen Bankası Giriş No % 

Homoloji 

Seçilen 

Klon 

Sayısı 

I Streptomyces scabiei 87.22 (emb|FN554889.1|) 73 1 

II Streptomyces avermitilis MA-4680 DNA(dbj|BA000030.3|) 76 9 

III Frankia alni str. ACN14A (emb|CT573213.2|) 85 3 

IV Streptomyces macromomyceticus (dbj|AB432517.1|) 88 9 

V Actinosynnema mirum DSM 43827 (gb|CP001630.1|) 74 7 

VI Myxococcus xanthus (gb|U24657.1|MXU24657) 68 12 

VII Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (emb|AM238664.2|) 90 2 

VIII Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 (gb|CP002475.1|) 74 2 

IX Actinosynnema mirum DSM 43827 (gb|CP001630.1|) 77 1 

X Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 (gb|CP002475.1|) 79 2 

XI Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 DNA 

(dbj|AP009493.1|) 
73 1 

 

 

Çizelge 4.3. Streptomyces sp. BSH50 izolatının NRPS gen kütüphanesi klonlarının BLASTx sonuçları 

Grup 

No 

Gen bankasındaki en yakın Organizma/Gen Bankası Giriş No % 

Homoloji 

Seçilen 

Klon 

Sayısı 

I Streptomyces roseosporus NRRL 11379 (ref|ZP_04713303.1|) 69 1 

II Streptomyces sp. e14(ref|ZP_06710581.1|) 86 9 

III Frankia alni ACN14a (ref|YP_712765.1|) 80 3 

IV Streptomyces macromomyceticus (dbj|BAH68554.1|) 83 9 

V Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 (gb|ADW01559.1|) 68 6 

VI Chitinophaga pinensis DSM 2588 (ref|YP_003123086.1|) 45 12 

VII Streptomyces viridochromogenes DSM 40736 

(ref|ZP_07301718.1|) 
94 2 

VIII Micromonospora sp. ATCC 39149 (ref|ZP_04608967.1|) 85 2 

IX Actinosynnema mirum DSM 43827 (ref|YP_003101337.1|) 74 1 

X Salinispora arenicola CNS-205 (gb|ABV96291.1|) 80 2 

XI Streptomyces cf. griseus XylebKG-1(ref|ZP_08236937.1|) 65 1 

 4.1.5.2. Streptomyces sp. AS29'un PKS-I Genlerinin İncelenmesi 

 Kurulan mini kütüphaneden seçilen 32 klonun sekanslanması sonucunda 

Streptomyces sp. AS29, izolatının PKS-I genlerine ait 3 farklı KS domaini içerdiği 

tespit edildi. Çizelge 4.3 ve 4.4'de gösterildiği gibi grupladığımız bu klonların 

Genbankasında sırasıyla BLASTn ve BLASTx incelemeleri yapıldı. Bu analizlere göre 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/260644157?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RWW2BNXW011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148878541?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RX1Z35TN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/111147037?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RYKYFNSH011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238769978?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RYTGF1M701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255918463?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=RZ29UURH016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1171127?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SE73CE6E01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323575288?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SRCYETB3011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320006635?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TBKHZS6501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255918463?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TCFU99RK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320006635?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TEM75VGH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/178462309?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TER5F5EG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/239992639?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=RWWVV1SG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294632021?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=RX1ZY3CA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/111221971?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=RYSHU878016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238769979?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=RYTSFEE801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320006709?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=RZ2BH315011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/256422433?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=SE72JYVH012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302549376?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=SRCXT4HY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238064258?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TBKK5BZF015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/256377677?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TCFUVDM201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157914864?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TEM875U601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/326777672?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TER4S69S014
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Streptomyces sp. AS29'un sahip olduğu PKS-I geni KS domainleri Streptomyces başta 

olmak üzere diğer aktinomisetlerle yüksek homoloji gösterdiği saptandı. BLASTx 

analizlerinde II. grupta bulunan klonlar S. avermitilis MA-4680 organizmasının PKS-I 

genleriyle % 61 ve III. grupta bulunan klonlar ise Streptomyces sp. ID05-A0098 

organizmasının PKS-I genleri ile % 63 gibi düşük amino asit homolojileri tespit edildi.  

Bununla beraber grup II ve grup III'teki domainlerin yeni bir PKS-I genine ait olma 

ihtimalleri vardır. 

Çizelge 4.4. Streptomyces sp. AS29 izolatının PKS-I gen kütüphanesi klonlarının BLASTn sonuçları. 

Grup 

No 

Gen bankasındaki en yakın Organizma/Gen Bankası Giriş No % 

Homoloji 

Seçilen 

Klon 

Sayısı 

I Streptomyces sp. ID05-A0098 (gi|238767403|dbj|AB431656.1|) 75 22 

II Actinosynnema mirum DSM 43827 (gi|255918463|gb|CP001630.1|) 73 8 

III Streptomyces aureofaciens (gi|238766643|dbj|AB431274.1|) 74 2 

 

Çizelge 4.5. Streptomyces sp. AS29 izolatının PKS-I gen kütüphanesi klonlarının BLASTx sonuçları 

Grup 

No 

Gen bankasındaki en yakın Organizma/Gen Bankası Giriş No % 

Homoloji 

Seçilen 

Klon 

Sayısı 

I Streptomyces hygroscopicus subsp. ossamyceticus 

(gi|238766124|dbj|BAH67053.1|) 
72 22 

II Streptomyces avermitilis MA-4680 (gi|29829440|ref|NP_824074.1|) 61 8 

III Streptomyces sp. ID05-A0098 (gi|238767404|dbj|BAH67693.1|)  63 2 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238767403?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ZDBPD7UC016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255918463?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ZDBYXF3M016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238766643?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ZEJSF5Z7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238766124?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=ZDBFN8KA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/29829440?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=ZDBZD4VP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238767404?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=ZEJRYYUH012
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4.2. Tartışma 

 Biyosentetik potansiyeli ortaya çıkarmak için sekonder metabolitlerin sentezinde 

görevli olan gen dizilerinin araştırılması hem aktinomisetlerde hemde farklı taksonomik 

gruplarda uygulanmıştır (Sosio ve ark., 2000; Christiansen ve ark., 2001; Anderson ve 

ark., 2002; Ayuso-Sacido ve Geniloud, 2005). Sekonder metabolizma ile bağlantılı 

genlerin PCR ile taranması aktinomisetlerin biyosentetik potansiyellerini ortaya 

çıkarmak için kullanılan yeni bir yaklaşımdır (Metsa-Ketela ve ark. 1999, Anderson ve 

ark. 2002, Sigmund ve ark. 2003, Ritacco ve ark. 2003, Ayuso ve Genilloud 2005, 

Ayuso ve ark. 2005). 

 Çalışmamızda 15 farklı Streptomyces türünün genomunda NRPS gen bölgesinin 

A domaini ve PKS-I gen bölgesinin KS domainini hedef alan primerler kullanılarak 

(Ayuso-Sacido ve Genilloud 2005) PCR yöntemine dayalı yapılan taramada, izolatların 

tümünde NRPS ve PKS-I genlerinin ürünleri elde edildi. 2005 yılında aynı primer 

çiftlerinin kullanıldığı bir çalışmada (K1F/M6R ve A3F/A7R) aktinomisetlere ait 210 

türden, 168'inde (% 79) NRPS genleri, 111'inde ise (% 56.7) PKS-I genleri tespit 

edilmiştir. Tarama yapılan aktinomisetler içerisinde en büyük amplifikasyon oranının 

(% 97 NRPS ve % 79 PKS-I) Streptomyces'larda olduğu rapor edilmiştir (Ayusu-Sacido 

ve Genilloud 2005). Bu çalışmada denenen 15 Streptomyces türünün tümünde ilgili 

genlerin saptanmış olması, bu izolatların metabolik potansiyellerinin çok yüksek 

olduğunu göstermektedir. İzolatların bitki kök çevresi topraklarından izole edilmiş 

olması, bitkinin köklerini her türlü istilaya karşı korumak için aktinomisetlerin yüksek 

biyoaktiviteye sahip olduğu görüşünü destekler niteliktedir.  

  Sekonder metabolitlerin sentezi için gerekli öncü bileşikler primer metabolizma 

sonucu oluştuğundan dolayı sekonder metabolit sentezi primer metabolizma ile 

yakından ilişkilidir. Bu nedenden dolayı kültür ortamının temel bileşenleri, sekonder 

metabolit sentezinde önemli rol oynamaktadır. Primer metabolizma sonucu sentezlenen 

sekonder metabolit öncülü bileşikler belli bir metabolik yolda bulunan enzimlerin 

aktivitesine bağlı olarak sentezlenmektedir. Çalışmamızda kullanılan lokal izolatların 

antimikrobiyal aktiviteleri, daha önce farklı besiyerlerinde araştırılmış ve 15 izolatın 

sadece 5'inde (Streptomyces sp. BSH50, Streptomyces sp. AR4, Streptomyces sp. BA12, 

Streptomyces sp. BS32 Streptomyces sp. CS42) antimikrobiyal aktivite tespit edilmiştir 
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(Yılmaz ve ark. 2005, Özakın 2010). Kültür ortamı bileşenlerinin sekonder metabolit 

üretimini etkilediği, bu nedenle diğer izolatlarda herhangi bir antimikrobiyal aktivitenin 

elde edilememiş olması, üretilme potansiyeli olabilecek bileşiklerin kültür ortamında 

ifade şansı bulamamasından kaynaklanmış olabileceğini düşündürmektedir. Oysa 

yaptığımız PCR taramasında izolatların tümünde NRPS ve PKS-I genlerinin tespit 

edilmiş olması, bu mikroorganizmaların sekonder metabolitlerin sentezinden sorumlu 

genlere sahip olduğunu ve bu genlerin kriptik olabileceği düşüncesini de 

desteklemektedir. S. coelicolor'ın kültür ortamında yalnızca 3 bileşiği sentezlediği ve 

sekonder metabolit sentezinden sorumlu 17 gen kümesinin olduğu bilinirken genom 

projesinin ortaya çıkarılmasıyla bu sayının 29' a çıktığı rapor edilmiştir. (Bentley 2002). 

Dolayısıyla kriptik genlerin açığa çıkarılması açısından genetik taramanın oldukça 

kullanışlı bir yöntem olduğu görülmektedir. Janso ve Carter (2010) yaptıkları bir 

çalışmada; taradıkları 91 endofitik aktinomiset türünün % 60' ının antimikrobiyal 

aktiviteye sahip olduğunu, bunların içerisinde antimikrobiyal aktivite göstermeyen ve 

Streptomyces olmayan 29 izolatın yapılan genetik taramasında ise tümünde NRPS ve % 

66' sında PKS-I genlerini tespit etmişlerdir (Janso ve Carter 2010). Bu sonuçlar 

değerlendirildiğinde, genetik taramanın; klasik kültür koşullarında sentezlenemeyen 

veya kimyasal tarama metodları ile tespit edilemeyecek kadar az üretilen bileşiklerin 

keşfedilmesine yol açtığı görülmektedir. Öte yandan stres veya tehdit koşulları 

olmaksızın ekspresyonu olmayan kriptik genlerin varlığının ortaya çıkarılması açısından 

da genetik tarama oldukça önem taşımaktadır.  

 Çalışmalarımız sonucunda elde ettiğimiz klonlarımız içerisinde, Genbankasında 

şimdiye kadar bulunmuş olan bileşiklerin genleri ile anlamlı oranda bir homolojiye 

rastlanmayan örneklerimizin mevcut olması, bu genlerin yeni bileşikler üreten gen 

kümelerine ait olabileceği sonucunu doğurmaktadır. Streptomyces sp. BSH50'nin 

yapılan biyoinformatik incelemelerinde; BLASTx analizleri  amino asit homolojisine 

dayalı olduğu için homoloji, BLASTn analizlerine göre daha düşük olup sonuçların 

protein-protein benzerliğini ortaya koyması açısından önemlidir. BLASTx sonuçlarına 

dikkat edilirse 11 grup içerisinde homoloji oranı % 45-94 arasında değişmektedir ve I, 

II, VI, ve XI. grupların % 70' in altında homolojiye sahip oldukları görülmektedir. 

Streptomyces sp. AS29 'un PKS-I mini gen kütüphanesinden seçilen klonların BLASTn 

ve BLASTx analizleri sonucunda, Streptomyces'lara ait PKS-I genleri ile değişik 
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oranlarda homoloji gösterdiği tespit edilmiş olup, II. ve III. grupların homoloji oranları 

oldukça düşüktür. Bununla birlikte gruptaki klonların homoloji gösterdiği NRPS 

genlerinin hangi bileşiğin sentezinden sorumlu olduğu rapor edilmemiştir. BLASTx 

sonuçlarında düşük homolojilerin olması elimizdeki bu domainlerin ait olduğu NRPS 

gen kümelerinin yeni olma ihtimalini oldukça güçlendirmektedir. Biyosentetik gen 

kümelerine ait domainlerde % 70’in altında olan BLASTx homolojilerinde, incelenen 

dizilimin yeni bir gene ait olduğu düşünülmektedir (Zhang 2009, Komaki ve ark. 2008). 

Düşük homoloji gösteren genlerin yeni bileşiklerin sentezinden sorumlu genler 

olabileceği düşünülmektedir. 
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 6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 Biyosentetik potansiyelin değerlendirilmesi için sekonder metabolitlerin 

sentezinde gerekli olan genlerin tespiti, farklı taksonomik gruplarda ve aktinomisetlerde 

uygulanmıştır (Sosio ve ark. 2000, Christiansen ve ark. 2001, Anderson ve ark. 2002, 

Ayuso-Sacido ve Geniloud 2005). Bu yaklaşım, yüksek metabolik potansiyele sahip 

yabanıl tip izolatların taranmasında önemli bir strateji olarak görünmektedir. Ribozomal 

olmayan peptid sentetazlar (NRPS) ve poliketid sentazlar (PKS), mikroorganizmalar 

tarafından üretilen önemli biyoaktif bileşiklerin büyük bir kısmının sentezinde gerekli 

biyosentetik sistemlerdir (Ayuso-Sacido ve Geniloud 2005). Çalışmamızda dejenere 

PCR primerlerinin kullanılmasıyla lokal Streptomyces türlerin NRPS ve PKS-I genleri 

moleküler olarak taranmıştır. 

1. 15 lokal izolatın tümünde NRPS ve PKS-I genleri elde edildi. 

2. Bir izolattan NRPS ve bir izolattan PKS mini gen kütüphanesi kuruldu. 

3. Streptomyces sp. BSH50 izolatının mini gen kütüphanesinden NRPS genlerine ait 11 

farklı A domaini tespit edildi. 

4. Bunların içerisinde I, V, VI, XI nolu klonların yeni NRPS genlerine ait olabileceği 

düşünülmektedir.  

5. Streptomyces sp. AS29 mini gen kütüphanesinden PKS-I genlerine ait 3 farklı KS 

domaini tespit edildi. 

6. Bunlar içerisinde II ve III nolu klonların yeni PKS-I genlerine ait olabileceği 

düşünülmektedir. 

 Yeni olmaya aday fragmentler homolog prob olarak kullanılıp Southern 

hibridizasyonu ile izolatların genomları taranacaktır. Bu da yeni biyoaktif bileşiklerin 

genlerinin aydınlatılmasına yol açacaktır.  
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