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OZET

VAN GOLUNE DOKULEN AKARSULARDAN STREPTOMYCES
TURLERININ iZOLASYONU TESHIiSi VE MOLEKULER TANISI

SECKIN, Hamdullah
Doktora Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danismant: Dr. Ogr. Uyesi Kerem OZDEMIR
Mayis 2018, 163 Sayfa

Bu calismada Van Goli'ne dokiilen akarsulardan almman sediment
orneklerinden Streptomyces tiirlerinin izolasyonu, teshisi ve molekiiler tanisi
amaglanmistir. Van Go6li'ne dokiilen akarsulardan toplamda 24 sediment Ornegi
almmistir. Daha sonra Orneklerin nem ve pH oranlar1 tespit edilmistir. Alinan
orneklerden Streptomyces bakterilerinin izolasyonu yapilarak, bakterilerin saf kiiltiirleri
elde edilmistir. Bu islem sonucunda 179 Streptomyces bakterisi izole edilmistir. Biitiin
bakterilere basta renk gruplandirmasi, degredasyon, azot kaynaklari, karbon kaynaklart,
antibiyogram ve antimikrobiyal testler olmak {izere 77 test uygulanmistir. Elde edilen
sonuglar IDENTAX Bacterial Identifier 1.2 programina aktarilip bakterilerin benzerlik
oranlar1 tespit edilerek bilgisayar yardimi ile teshis yapilmistir. Major testlerin
sonuglarina gore tirlerin % 18.43’0i ve mindr testlerin sonuglarina gore tiirlerin
%35.75’1 %95 ve lizerinde benzerlik gostermistir. Test sonuglart MVSP 3.2 bilgisayar
programina girilerek benzerlik dendogramlar1 olusturulmustur. Bu sonuglara gore yedi
mindr, dort major grup ve 16 tekli liye olusmustur. Ayrica renk grubuna gore tespit
edilen 7 tiirlin taramali elektron mikroskobu ile spor zincir morfolojisi tespit edilmistir.
11 Streptomyces bakterisinin 16S rDNA gen bolgeleri PCR ve elektroforez islemine
tabii tutulduktan sonra sekans analizi yapilmistir. Elde edilen diziler NCBI-GENBANK
yardimiyla benzer dizilere sahip tiirler ile kiyaslanmistir. 16S rDNA bolgeleri
kiyaslanan bu tiirler MEGA 7 programina girilerek Maksimum Likelihood filogenetik
agacit olusturulmus ve tiirlerin filogenetik pozisyonlart belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore izolatlar ve benzelik gosterdikleri tiirler kiyaslandiginda % 97.82 ile

%100 arasinda benzerlik oranlarinin oldugu goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Akarsu, Streptomyces, Van Golii, 16S rDNA.






ABSTRACT

DIAGNOSIS OF INSULATION AND MOLECULAR DIAGNOSIS OF
STREPTOMYCES WHICH OBTAINED FROM STREAMS FLOWING INTO
VAN LAKE

SECKIN, Hamdullah
PhD Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Kerem OZDEMIR
May 2018, 163 Page

In this study, isolation, identification and molecular diagnosis of Streptomyces
species were aimed from the sediment samples taken from streams pouring into Van
Lake. A total of 24 sediment samples were collected from the streams poured into Van
Lake. Streptomyces bacteria were isolated from the samples and pure cultures of
bacteria were obtained. This resulted in the isolation of 179 Streptomyces bacteria. A
total of 77 tests were applied to all the bacteria, mainly color grouping, degradation,
nitrogen sources, carbon sources, antibiotics and antimicrobial tests. The obtained
results were transferred to IDENTAX Bacterial Identifier 1.2 program and the similarity
ratios of the bacteria were determined and diagnosed with the help of computer.
According to the results of the major tests, 18.43 % of the species and 35.75 % of the
species according to the results of the minors were 95 % and more similar. Test results
were entered into MVSP 3.2 computer program and similarity dendograms were
created. According to these results, seven minors, four major groups and 16 single
members were formed. In addition, sports chain morphology was detected by scanning
electron microscopy, which was determined according to color group. 11 Sequence
analysis was performed after PCR and electrophoresis of the 16S rDNA gene regions of
Streptomyces bacterium. Obtained sequences were compared with species with similar
sequences with the help of NCBI-GENBANK. Compared to the 16S rDNA regions,
these species were introduced into the MEGA 7 program and a maximum Likelihood
phylogenetic tree was established and the phylogenetic positions of the species were
determined. According to the results obtained, it was seen that the similarities between
97.82 % and 100 % were obtained when the isolates and the species that they represent

are compared.

Keywords: Stream, Streptomyces, Van Lake, 16S rDNA.






ON SOZ

Bilim diinyasi, pek c¢ok alanda oldugu gibi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
alaninda da ¢ok hizli ilerlemektedir. Bu konjiiktiire ayak uydurmak bilim insanlar1 i¢in
kagmilmaz bir durumdur. Bilim ve teknolojinin sundugu imkanlarin bilimsel etik
sinirlart icerisinde, sadece insanlara degil, canlilara ve dogaya katki saglamasi yoniinde
kullanilmast bir zorunluluk haline gelmistir. Birlikte yasadigimiz canlilarin dogadaki
rollerini bilmek, yasamak i¢in gelistirdikleri adaptasyonlarin diizeyini anlamak, bir
parcasit oldugumuz yeryliziinlin gizemine bir nebze olsun 1s1k tutabilecektir. Bu
baglamda yaptigimiz ¢alismada Van Golii’'ne dokiilen ana akarsulardan aldigimiz
orneklerden bilimsel olarak 6nemli bir yere sahip olan Streptomyces bakterilerinin

izolasyonu, teshisi ve molekiiler tanisin1 gergeklestirdik.

Calisma  konusunun belirlenmesinde ve olgunlagsmasinda, Laboratuvar
calismalar1 basladiktan sonra karsilastigimiz zorluklarin asilmasinda tavsiye ve
yonlendirmeleri ile her zaman destek olan danisman hocam Dr. Ogr. U. Kerem

OZDEMIR ’e tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢alismalar1 basta olmak iizere her zaman fikirleri, deneyimleri ve
yardimseverligi ile calismanin olgunlasmasina katki saglayan hocam Dr. Ogr. U. Erdal
OGUN’e tesekkiir ederim. Doktoramin baslangicindan itibaren g¢alismalarimm her
asamasinda ¢ok Onemli katkilar1 olan ve her zaman diislincelerine basvurdugum
saygideger arkadasim Dr. Metin ERTAS’a tesekkiirii bor¢ bilirim. Yiizlinci Yil
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliim Baskani Prof. Dr.
Ismail CELIK ve Dr. Ogr. U. ismail YILDIZ olmak iizere tiim Molekiiler Biyoloji ve
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1.GIRIS

Gecmisten giliniimiize canlilardaki biyolojik ¢esitlilik her zaman merak
uyandirmistir. Yeni bir canli tiiriiniin kesfi 6zellikle metabolik, biyokimyasal ve genetik
acidan bilim insanlar1 tarafindan detayli incelemelere tabii tutulduktan sonra bu
metabolizma tarafindan iiretilen yapilar veya bu yapilar tireten genler yeryiiziindeki
yasam kalitesinin artirtlmasina katki saglamak iizere kullanilmaktadir. Bu anlamda yeni
kesfedilecek hayvan, bitki, mantar ve protist canlilarin yani sira bakterilerinde bilim
diinyas1 i¢in ¢ok biiyiikk bir 6nem arz ettigi bilinmektedir. Yeryiiziindeki bakteriyal
cesitlilik, ozellikle antibiyotik direngliligi gelistiren bakteri sayisinin artmasindan sonra
yeni antibiyotik kesfi veya bakterilerdeki direng mekanizmasini inhibe edici sistemlerin
ortaya ¢ikarilmasini zorunlu kilmustir.

Bakteri tanisinda basta mikrobiyolojik ve biyokimyasal olmak {izere pek gok test
uygulanmaktadir. Bununla beraber son yillarda molekiiler biyolojik yontemler ve
genetik alaninda ortaya ¢ikan teknolojik gelismeler bu alanda yapilacak olan ¢aligmalara
pozitif yonde biiyiik bir katki saglamistir. Bakterilerin dogal tirtinleri basta saglik olmak
tizere birgok alanda kullanilmaktadir. Streptomyces tiirlerinin bilim diinyasindaki yeri
bu bakterilerin tanisin1 6nemli kilmaktadir.

Genellikle yagsam alanlar1 toprak olan Streptomyces bakterileri seliiloz, lignin,
kitin gibi dogal polimerlerin degredasyonunda ve dongiisiinde rol alan mikrobiyal
toplulugun 6nemli bir bileseni olmalarinin yani sira (Semédo ve ark., 2004), yapisal
olarak farkli ve biyolojik olarak aktif ¢ok sayida bilesigin kaynagi olarak biyoteknolojik
acidan da 6nemli bir potansiyele sahiptir (Semédo ve ark., 2004).

Streptomyces tiirleri Gram-pozitif, aerobik, katalaz pozitif, asit-fast olmayan,
G+C orani yiiksek iyi bilinen saprofitik bakterilerdir. Bu mikroorganizmalar tabiatta cok
farkli habitatlarda yer almakla birlikte en fazla toprakta bulunurlar. Streptomyces’ler
cogu bakteri tiirlinde goriilmeyen hiicresel bir forma sahiptir. Bu bakteriler farklilagmis

doku olan miselyum’lardan olusmaktadirlar. Uygun sartlarda toprakta bulunan dinlenme



halindeki spor, heniiz bilinmeyen bir sinyal yoluyla bir ya da daha fazla germ
tipii olusturur (Flardh, 2003). Bu tiipler uzadik¢a yan dallanmalar baslar ve yeni
miseller olusur. Dallanmalar merkezden uzaklasan hava miselleri tarafindan boliimlere
ayrilarak 0zel sporulasyon septalarini, septalar da sporlar1i meydana getirir (Hopwood,
2006). Streptomyces bakterileri Actinobacteria smifinda yer almaktadir. Bergey’s
Manual 2017 de ki siniflandirmaya gore Actinobacteria subesi, 6 sinif, 23 takim, 56
familya, 244 cinsten olusan Bacteria listalemindeki en biiyiik ve en 6nemli gruplardan
biridir. Actinobacteria terimi  Actinobacteria aleminin tamamimi tanmimlarken,
aktinomiset terimi Actinomycetales ordusuna ait suslar1 tanimlamakta kullanilmaktadir
(Goodfellow ve Fiedler, 2010).

Streptomyces bakterileri metabolik faaliyetleri sonucunda bir¢cok sekonder
metabolit tiretmektedir. Sekonder metabolit biiylime i¢in ya da hiicredeki diger temel
islemler i¢in gerekli olmayan maddelere denir. Sekonder metabolitler genelde toprakta
yasayan ve morfolojik farklilasmaya ugrayan mikroorganizmalar tarafindan firetilir
(Vinning, 1990). Streptomyces tiirleri actinomisetler arasinda ekonomik agidan 6nemli
bir gruptur. Ciinkii sekonder metabolit {ireticilerinin basinda gelirler. Sekonder
metabolitler; canlinin hayatta kalma faaliyetleri i¢in birinci dereceden metabolit
islemlerde ve biiylimede gerekli olmayan ancak proteinler, yaglar, karbonhidratlar,
niikleik asitler gibi primer metabolitler kadar 6nemli olan bir¢cok sektérde hammadde
olarak kullanilan kimyasal maddelerdir (Cannel, 1998).

Yirmilic bin’den fazla bilinen mikrobiyal sekonder metabolitin %42’si
Aktinobakterler, %42’si funguslar ve %16’s1 diger bakteriler tarafindan tretilir.
Gilinlimiize kadar bilinen antibiyotiklerin yaklagik ii¢te ikisi Aktinobakteriler tarafindan,
bunlarin da yaklasik %751 Streptomyces bakterileri tarafindan tretilir (Newman ve ark.,
2003). Ayrica Streptomyces tiirlerinin trettigi diger degerli metabolitler;
immunosupressif (bagisiklik baskilayict), pestisit, antifungal, antiviral, antitiimoral,
antiparazitik, antihipertansif (kan basincini diisiiren) ve antikanser ilaglarini kapsar.

Bu tezde; iilkemizin en biyiikk golii olan Van goline dokiilen sekiz ana
akarsudan alinan sediment 6rneklerinden Streptomyces bakterilerinin karakterizasyonu

ve teshisi amaglanmistir.



2. KAYNAK BILDIRiSI

Actinomycetler

Aktinomisetler; Gram pozitif aerobik bakteriler olup (Kuster 1968), cok ¢esitli
morfolojik karakterleri, ekolojisi, patojenitesi, genom uzunlugu, genomunun icerdigi
G+C oran1 ve genomunda kodlanan bolge sayis1t yoniinden bakteriler igcerisinde ¢ok
dikkat ¢ekici bir grubu olusturmaktadir (Embley ve Stackebrandt, 1994, Hopwood,
2007). 1870'lerde ilk aktinomisetin kesfinden 1950'lere kadar aktinomisetler; bakteriler
ve funguslar arasinda bir form olarak bilinmekteydi (Hopwood, 2006). Bu grubun
tiyeleri ylizyili agkin bir siire 6ncelikli olarak morfolojik kriterlere gore siiflandirildi.
Aktinomisetlerin gercekte Gram pozitif hiicre duvari bulundurdugu ve DNA baz
iceriginin % 70’ten yliksek G+C oranina sahip oldugu yapilan aragtirmalarla ortaya
cikmistir (Hopwood, 2006).

Aktinomisetler; kiiresel goriintime sahip Micrococcus'lardan, ¢ubuk ve kiiresel
sekilli Arthrobacter'lere, Nocardia tiirlerinde goriilen filamentoz forma ya da
Micromonospora ve Streptomyces tiirlerinde goriildigii gibi gegici ve yliksek oranda
dallanan miselyumlara kadar cok c¢esitli morfolojik karakterleri iceren genis bir
takimdir. Bu takim igerisinde yer alan bazi cinsler spor olustururken bazilar
olusturmamaktadir. Kurakliga ve sicakliga dayanikli olup diger bakteriyel endosporlar
gibi organizasyona sahip degildir (Bali, 2011).

Aktinomisetler toprakta, denizde, kaplicalarda, gama ismlarinin bulundugu
yiizeylerde, bitki koklerinde, insan, bitki ve hayvan patojenleri gibi c¢ok genis
habitatlarda yayilim gdstermektedir (Goodfellow ve Williams, 1983). Ancak bazi
gruplar belli bir ortami diger bir ortama tercih edebilir. Cok sayida aktinomiset konidia
ya da konidiaspor olarak bilinen sporlar1 tasiyan havasal miselyumlardan olusmaktadir.
Sporangiospor olarak adlandirilan bu sporlar filamentlerin sonunda ya da sporangianin
icinde yer almaktadir (Prescott ve ark., 2002).

Aktinomisetler iirettikleri sekonder metabolitlerden dolayr bakteriler igerisinde
en genis kapsamda arastirilan gruptur. Bu kapasiteleri bakimindan biiyiik bir endiistriyel

oneme sahiptirler (Goodfellow ve Williams, 1983). Ayrica ticari oneme sahip enzim,



vitamin ve antibiyotik gibi bilesenlerin iireticisi ve farkli antimikrobiyal metabolitlerin
kaynagidir. Aktinomisetler igerisinde en Onemli sekonder metabolit iireticileri
Streptomyces ve Micromonospora tiirleridir (Terkina ve ark., 2006). Actinomycetes
ordosu Actinobacteria subesinde yer alir. Aktinobakteriler ile ilgili caligmalar,
potansiyel farmasotik uygulamalarla yeni antibiyotiklerin kesfedilmesine yol agtimistir
(Scott ve ark., 2008). Bu bakterilerin ¢ogu saprofitik yasam siirdiiriirmektedir. Bazilar
bitki ve hayvanlarla parazitik ve mutualist olarak yasamaktadir (Sembiring ve
Goodfellow, 2008).

Aktinobakteriler insan sagligina katkis1 olan ¢ogu antibiyotik dahil olmak tizere
cok sayida Onemli sekonder metabolit iiretmektedirler (Lewin ve ark. 2016).
Actinobacteria'nin ¢ogu, ¢esitli kompleks polisakkaritleri pargalayabilen aerobik,
heterotrofik ve kemotoototrofiktir (Gao ve Gupta 2012). Actinobacteria subesi 6 siif
(Actinobacteria, Nitriliruptoria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Thermophilia ve
Rubrobacteria) 50 familya ve 251 genus igerir (Kédmpfer 2012; Euzéby 2016).
Filogenetik olarak diger bes ordo ile birlikte (Acidimicrobiales, Bifidobacteriales,
Coriobacteriales, Rubrobacterales ve Euzebyales) Actinomycetales ordosu
Actinobacteria sinifina aittir (Kurahashi ve ark., 2010). Actinobacteria subesine ait
bakterilerin teshisi icin birgok yontem gelistirilmistir. Ozellikle PCR’1n kesfinden sonra
molekiiler yontemler biiyiik bir 6nem kazanmistir.

Molekiiler teknikler, gen ekspresyonu calismalarimi kolaylagtirmakta ve bu
olumlu gelismeler ilk olarak mikrobiyal ekolojide mikroorganizmalarin toplumda
yerinin anlasilmasini saglamaktadir (Brock, 2010). Topraktan izole edilen bakteri
populasyonlarmin tanimlanmasinda diinya ¢apinda kullanilan 16S rDNA teknolojisi
kullanilmaya baslanmistir (Rheims ve ark., 1999; Felske, 1999). 16S rDNA'lar1 dikkate
alinarak yapilan siniflandirmada grup, 13 alt takima ayrilmis ve bu grubun biiyiik bir
cogunlugu hala sinmiflandirilmay1 beklemektedir (Embley ve Stackebrandt, 1994).
Teknolojik anlamda yeni molekiiler tekniklerin ortaya ¢ikmasi bu durumun gittikce
asildiginmi gostermektedir.

16S rDNA gen dizileme bakteriler arasindaki filogenetik iligkilerin ortaya
cikmasinda, herhangi bir ortamdan izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda
1980’lerden beri kullanilan olduk¢a giivenilir bir tekniktir (Busse ve ark., 1996). 16S

rDNA gen bolgesinin bakteriler arasinda evrensel ve islevinin sabit olmasi, korunakl



bolgelerin yaninda tiire 6zgii degisiklik gosteren bolgelerin varligi, bakterileri cins veya
tiir seviyesinde tiim arastirmacilara agik veritabanlarini kullanarak tanimlanmasina
imkan saglamaktadir (Cavalier-Smith, 2002). Karsilastirmali 16S rDNA gen dizi
analizleri modern taksonominin vazgegilmezleri arasindadir. 2000°1i yillardan itibaren
PCR kullaniminin ve DNA dizilemenin yayginlagsmasinin sonucu olarak 16S rDNA gen
bolgesinin dizilenmesi klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda bakteriyal izolatlarin
dogru sekilde tamimlanmasinda ve yeni bakteriyal izolatlarin literatiire
kazandirilmasinda kilit nokta olmustur. 16S rDNA gen dizileri ile yapilan siniflandirma,
fenotipik tiplendirmeye dayali siniflandirmadan ¢ok daha objektif ve giivenilir bir
simiflandirmadir (Brown-Elliot ve ark., 2006)

Streptomyces Cinsi

Streptomyces sistematigi olduk¢a uzun ve karmasik bir tarihe sahiptir.
Streptomyces cinsinin Streptomycetaceae familyasinda siniflandirilmasini hiicre duvari
kimyas1 ve morfolojisine dayanarak 1943’te Waksman ve Henrici Onermistir.
Streptomyces cinsi; gram-pozitif ve toprak bakterilerini barindirmakta olup, hayat
dongiileri boyunca ¢esitli morfolojik degisimlere ugrarlar. Bu cinsteki bakteriler; batik
ve havasal olmak tiizere 2 tip miselyum olustururlar. Normalde spor formunda
olmalarina ragmen, yeterli nem ve besini bulduklarinda sporlar1 ¢imlenerek batik
miselyumu olusturur. Bu morfolojik degisimlerle beraber pigmentler, antibiyotikler ve
sekonder metabolitlerin de tiretimi baslar (Williams ve ark., 1989). Streptomyces cinsi
kimyasal, molekiiler ve niimerik taksonomik metotlarin uygulanmasiyla oldukca 1yi
tanimlanmustir (Williams ve ark., 1983; Witt ve Stackebrandt, 1990).

Cins igerisindeki ¢ogu tiir 25-35°C arasinda ve pH 6.5-8.0 arasinda optimum
gelisme gostermektedir. Bazi suglar termofilik ya da psikrofilik derecelerdeki
sicakliklarda ve asidik ya da alkali pH degerlerinde gelisme gosterebilmektedirler
(Goodfellow ve ark., 1987). Hiicre duvar yapilarindaki peptidoglikan tabakasinda LL-
diaminopimelikasit ve muramik asidin molekiilleri arasinda bir glisin-LL-A2 pm igeren
A3y tip bulundurmalar1 karakteristiktir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970). Hiicreler iso
ve anteiso- yag asitlerini igermektedir. Streptomyces bakterileri mikolik asit icermezken

teikoik asit icermektedir (Minnikin ve O’Donnell 1984). DNA baz kompozisyonlarinda



%66-78 arasinda degisen G+C igerigine sahiptirler (Pridham ve Tresner, 1974).
Streptomyces cinsinin {iyeleri yeni antibiyotik, alkalin enzimler ve enzim inhibitdrleri
icin biiyilk bir kaynaktir (Sharma et al. 2016). Yasam dongiilerinin olgunlasma
sathasinda havasal miselyumlari igerisinde uzun zincirli artrosporlar tiretirler. Bu 6zellik
de Streptomyces cinsi bakterileri i¢in karakteristiktir (Hayakawa ve ark., 2004). Bu
bakteriler bir¢ok renkte pigment iiretme kapasitesine sahiptir. Olusturduklari
pigmentlerle substrat ve havasal miselyumlarina renk verirler ve bulunduklar1 ortamin
renk degisimine sebep olurlar (Goodfellow ve Simpson, 1987; Ozdemir, 2008).
Streptomyces bakterileri insan saglhigina katki saglayan pek c¢ok Onemli ilacin
icerisindeki antibiyotigin liretimini saglar (Lewin ve ark., 2016).

Streptomyces bakterileri tibbi tedavide kullanilan pek cok biyoaktif bilesigin
kaynagi olup bilinen antibiyotiklerin yaklagik % 75’ni tiretmektedir (Demain 2014;
Cheng et al. 2016). Streptomyces bakterileri ile simbiyotik iligkili bitkiler kuraklik,
soguk, besin azligi, sicaklik gibi abiyotik stresleri azaltabilir ve sonug¢ olarak bitki

biiylimesi hizlanir (Sousa ve Olivares., 2016).

Streptomyces Taksonomisi

Streptomyces bakterileri ve bunlarin fenotipik 6zelliklerine ait ilk taksonomik
sistemlerdeki durum benzerlik ve farkliliklarin Olclilmesine dayaliydi. Olusturulan
kiimeler spor zincir morfolojileri, substrat-havasal miselyum renkleri ve melanin
pigmenti tretimlerinin benzerlikleri incelenmistir. Bu kiimeler karbon kaynaklarini
kullanma 6zelliklerine gore de alt kiimelere ayristirilmigtir (Pridham ve Tresner, 1974).
Bu metotlar daha sonradan Streptomyces bakterilerinin siniflandirilmast igin kabul
edilen metotlarin yenilenmesiyle de gelisme gostermistir. Streptomyces bakterileri
tarafindan {retilen antibiyotiklerin kesfi 1940’larda, yeni bioaktif bilesiklerin

incelenmesine ve cinsin siniflandirilmasina rehberlik etmistir.

Domain: Bacteria
Phylum: Actinobacteria
Class: Actinobacteria

Subclass: Actinobacteridae



Order: Actinomycetales
Suborder: Streptomycineae
Family: Streptomycetaceae

Genus: Streptomyces

Standart teshis kriteri ve tip suslarinin farkli insanlar tarafindan farkli isimlerle
tanimlanmasinin onlenmesine ihtiya¢ duyulmustur. 1964’de Uluslararas1 Streptomyces
Projesi (ISP) tanimlanmis olan sinonim tiirlerin karmasasini azaltmak igin tiirlerin teshis
kriterleri lizerine ¢alismalar yapmistir. 1960 yillarinin  baslarinda Uluslararasi
Streptomyces Projesi ile cinsin tanimlanmasi ile ilgili biitiin testler ve kosullar
standardize edilmistir. Niimerik taksonomik metotlar ile Streptomyces cinsinin ilk kez
Silvestri ve ark., (1962) tarafindan 200 test organizmasi ve bunlarm 100 farkli
karakterini test edilmesi ile analizler sonucu 25 adet varyasyon belirlenmesiyle
yapilmustir.

Shirling ve Gottlieb (1966, 1967, 1968, 1969), karbon kaynaklarinin kullanimu,
melanin pigmentinin {iretimi, substrat miseli ve ¢6ziinebilen pigmentin rengi, sporlarin
rengi, spor ylizey ornemantasyonu, spor zincir morfolojisi gibi karakterleri tiirlerin
teshisinde kullanilan kriterlere dahil etmislerdir. 450° den fazla Streptomyces tiirii
yeniden tanimlanmis ve tip suslart uluslararasi kiltiir koleksiyonlarinda muhafaza
edilmistir. ISP bir teshis semasi olusturmamis fakat standart metotlar olusturmay1
basarmustir. Bergeys’in 1974 baskisinda cins igersinde 463 tiir yaymlanmstir. ilk
kapsamli taksonomik ¢alisma ise Williams ve ark. (1983) tarafindan yapilmustir.

Oztiirk (2000) yaptig1 niimerik taksonomik ¢alismasinda Ssm analizi ile %82,5
benzerlik seviyesi gosteren yedi major, dokuz mindr ve 10 tek {iyeli kiime belirleyerek
temsilci izolatlar segmis ve smiflandirmalarini yapmistir. Streptomyces cinsinin 1997
yilinda gegerli olarak kaydedilmis 464 tiri ve 45 alttirii bilinmektedir ve
Actinomycetales takimmin en genis cinsidir (Hain ve ark., 1997; Stackebrandt ve ark.,
1997; Zhang ve ark., 1997). Bu say1 2018’de LPSN’den (List of Prokaryotic names with
Standing in Nomenclature) alinan verilere gore 38’1 alttiir olmak {izere 835 tiir olarak
belirtilmistir. Fenotipik 6zellikleri kullanarak yapilan niimerik taksonomi sistemlerinin
gelisimi Streptomycetaceae familyasi igerisinde akrabaligin ¢éziimlenmesine yardim

etmig ve 6 cinsin yeniden siniflandirilarak Streptomyces genusuna ilave edilmesini



saglamistir (Actinopycnidium, Actinosporangium, Chainia, Eltrosporangium, Kitasatoa
ve Microellobosporia, (Williams ve ark., 1983a; Goodfellow ve ark., 1986a, b).
Fenotipik karakterleri kullanan ilk niimerik sistemler siniflandirma sistemleri igerisinde
molekiiler biyolojik karakterleri kapsamasiyla temelde degisiklige ugramis ve bu
sistemler Actinobacteria igerisinde siniflandirilan cinsler i¢in farkli fikirler olusmasini
saglamigtir (Stackebrandt ve ark.,, 1997). Bundan oOnce Streptomyces ve
Streptoverticillium cinslerinin her ikisi de Tip I hiicre duvarina sahip olan, aym faj ile
enfekte olan ve filogenetik olarak yakin sayillan iki farkli cins olarak
degerlendirilmekteydi. (Lechevalier ve Lechevalier, 1970; Stackebrandt ve Woese,
1981). Immunodifiizyon c¢alismalar1  Streptoverticillium  genusunun iiyelerini
Streptomyces lavendulae tiir grubuna baglamistir. Kampfer ve ark., (1991) da fizyolojik
testlerden yola ¢ikarak ayni sonuca varmislardir. Gladek ve ark. (1985) DNA-RNA
eslestirmesindeki farkliliklar1 incelemisler ve iki genus arasinda hem DNA-RNA
homolojisi hem de spiral spor zinciri olusturma o6zellikleri agisindan fark oldugunu
ortaya koymuslardir. Witt ve Stackebrandt (1990), 16S ve 23S rRNA’lar karsilastirarak
Streptoverticillium cinsinin aslinda Streptomyces cinsinin sinonimi oldugu sonucuna
varmuslardir. Kitasatosporia cinside hiicre duvari kompozisyonundaki farkliliklar ve
16S rRNA benzerligi temeline bagli olarak Streptomyces cinsine dahil edilmistir
(Wellington ve ark., 1992). Fakat 16S rRNA geninin tim baz dizi analizi yapildiktan
sonra ve Streptomyces cinsinden farkli monofletik kiime olusturduktan sonra Zhang ve
ark. (1997) tarafindan iptal edilmistir. Kineosporia ve Sporichthya cinslerinin
siniflandirilmasinda 6nemli kriter olan kemotaksonomik karakterin yetersiz oldugu
belirlenmistir (Logan,1994). Bu iki cins 16S rRNA dizi analizinden sonra farkli bir
kategoriye yerlestirilmistir; Frankinea alt takiminin Sporichthyaceae familyasinin cinsi
olarak kabul edilmistir (Stackebrandt ve ark.,1997) ve Kineosporia, Kineococcus ile
birlikte kiimelendirilmistir (Kudo ve ark., 1998). Bu degisikliklere dayanarak
Streptomyces cinsi familyanin tek iiyesi durumundadir. Bu cinslerin birlestirilmesine
ragmen giiniimiizde siniflandirma sistemleri heniiz cins igerisindeki taksonomik sorunu
tam anlamiyla ¢ozememistir. Kemotaksonomik ve molekiiler metotlar simdilerde
Streptomyces cinsi igerisinde tiirlerin benzerliklerinin anlagilabilmesi i¢in niimerik

taksonomik metotlarla birlikte kullanilmaya baslanmustir.



Streptomyces Ekolojisi ve Izolasyonu

Streptomyces cinsinin lyeleri dogada genis bir yayilis gostermektedir.
Streptomyces tiirleri topraktan izole edilmelerine ragmen hem sucul hem de karasal
habitatlarda olduk¢a genis dagilim gosterirler (Kutzner, 1981; Wlliams ve ark.,1989).
Sahin (2005) tarafindan izole edilen alti Streptomyces izolatinin, mantarlarda
kahverengi leke hastaligina sebep olan patojen Pseudomonas tolaasii’ye Kkarsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Toprak mikrobiyotasinin énemli bir
bilesenini olusturan actinomyceteslerden o6zellikle Streptomyces, cesitli bitkilerin kdk
sisteminde genis bir sekilde yayilis gostermekte olup, rizosferdeki bitki kdk patojeni
funguslarla rekabet halindedir (Sembiring ve ark., 2000; lIznaga ve ark., 2004).
Streptomyces cinsinin bazi suslari, bitkilerde nadiren de insanlarda patojen olarak
bulunmaktadir. Streptomyces scabie tiiriiniin, patates yumrularinda lezyonlar
olusturarak bitki uyuzuna sebep oldugu tespit edilmistir (Lambert ve Loria, 1989;
Doumbou ve ark., 2001). Ozok (2014) Sakarya’da ormanlik bdlgelerden alinan toprak
orneklerinden Streptomyces bakterilerini izole etmistir.

Streptomyces bakterilerinin, topraktaki dagilisini ve aktivitesini nem orani,
sicaklik, pH, topragin tipi, organik madde igerigi ve vejetasyonu gibi ¢evresel faktorler
etkilemektedir (Upton, 1994; Basilio ve ark., 2003). Toprak reaksiyonu, Streptomyces
tirlerinin dagilisin1 ve aktivitesini belirlemede onemli bir faktordiir. Cogu toprak
Streptomyces bakterileri, notral veya zayif alkalin kosullarda optimum gelisme
gosterirler. Asidik topraklarda genellikle pH 3.5-7.5 araliginda gelisebilen, fakat
optimum olarak pH 5-5.5’te gelisen asidofilik ve notrotolerant Streptomyces
bakterilerinde yaygindir (Basilio ve ark., 2003; Kim ve ark., 2004).

Streptomyces bakterileri ¢ogu diger mikroorganizma gibi besin devamliliginin
olmadig1 evrelerde gelismelerini durdurarak spor olustururlar ve besin dengesi
saglanana kadar bu sekilde kalirlar. Sporlar hiflere oranla daha kalin bir ¢epere sahip
olup kurumaya ve sicakliga karsioldukca direnglidirler (Goodfellow ve Simpson, 1989).
Sellektif besi ortam1 Streptomyces gibi toprak actinomyceteslerin ve diger bakterilerin
gelismesini ve biiyiimesini etkiler. Ornegin humik asit ilavesi sporlarin ¢imlenmesini

aktive eder (Hayakawa ve Nonomura, 1987).
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Son yillarda yapilan calismalarla O6nemli biyoaktif potansiyele sahip yeni
halofilik Streptomyces tiirleri izole edilmistir (Thumar ve ark., 2010). Streptomyces
bakterileri, baslica dogal habitatlar1 olan toprakta saprofit olarak yasarlar ve bitki ve
hayvan kisimlarinin ayristirilmasinda 6nemli bir role sahiptirler. Cogunlukla da
polisakkarit, protein, aromatik bilesenler ve lignoselilozu igeren tortular
ayristirabilirler.  Streptomyces tiirleri  bir lignoseliilloz bilesigindeki selilloz  ve
hemiseliiloz ile birlikte dogada bulunan lignini ayristirabilir. Ayrica bu bakteriler,
pamuk, bitki lifleri (Lacey ve Lacey, 1987), odun (Noval ve Nickerson, 1959), jet
yakitlarindaki hidrokarbonlar (Genner ve Hill, 1981), kaucuk (Hutchinson ve ark.,
1975) ve plastik gibi diger materyalleri de par¢alama yetenegine sahiptir. Bundan dolay1
besinlerin dongiisiine ve doniistliriilmesine katki saglamaktadirlar (Williams ve ark.,
1989).

Streptomyces luridiscabiei, Streptomyces niveiscabiei ve Streptomyces
puniciscabiei tiirleri Kore’deki patates uyuzunun sebepleridir (Rosenberg ve ark., 2014).
Simdiye kadar ¢ok az Streptomyces tiirii insan patojenikal materyallerden izole
edilmistir (Rosenberg ve ark., 2014). Streptomyces bakterileri bir¢ok ¢evresel ortamda
gelisebilir (Mokraneet al. 2013). Cin'in giiney topraklarindan izole edilen yeni
Streptomyces tiirleri i¢in filogenetik analiz yapilmistir (Zhang ve ark., 2014).

Streptomyces bakterilerinin yasamlarinin devam ettirmesi ve ¢ogalmast i¢in en
uygun ortam topraktir (Yousif ve ark. 2015). Afrika topraklarindan izole edilen
Streptomyces somaliensis tiiri actinomycetoma hastaliginin ajanlarindan biridir.
Streptomyces albus ve Streptomyces anulatus tiirleri de klinik materyallerden izole
edilmistir (Korn-Wendisch ve Kutzner, 1992; Trujillo ve Goodfellow, 2003).
Streptomyces bakterileri tiretmis olduklar1 kitinaz, f-1,3 glukonaz gibi ekstraselliiler
enzimlerle funguslarin hiicre duvarlarin1 parcalama yetenegindedirler (Bielecki ve
Galas, 1991; Mahadevan ve Crawford, 1997). Antifungal aktiviteye ve biyokontrole
sahip olan bu enzimlerle ¢alismalar mevcuttur (Lloyd, 1969; Mahadevan ve Crawfford,
1997). Bu hidrolazlar baz1 Streptomyces tiirlerinin mikoparazitik potansiyelleri sorumlu
olabilir (Tu, 1996) ve bitki hastaliklarin kismi siiprasyonu, tabii toprak fungus hiicre

duvar, kitin ve laminarin ile 1slah edildiginde gézlenmistir.
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Sharma ve ark. (2016) Hindistan’daki Lonar tuzlu su golinden yeni
Streptomyces tiirleri izole etmistir. Streptomyces bakterileri aerobik olmalarina ragmen,
topraktaki diisiik oksijen konsantrasyonlarinda da gelisebilmekte, ancak %10’dan daha
yiiksek COz konsantrasyonunda gelismeleri inhibe olmaktadir (Goodfellow ve Simpson,
1987; Williams ve ark., 1989). Streptomyces bakterileri sicaklik gereksinimlerine goére
de farkli alanlarda yayilis gostermektedir. Bu cins icindeki cesitliligin fazla olmasi,
sicaklik toleransinin genis olmasini saglamaktadir (Korn-Wendisch ve Kutzner, 1992).
Genellikle 25-35 °C sicakliklarda gelisme gosterirler. Buna karsilik +4°C’de gelisebilen
psikrofil ve 45-55°C’de gelisebilen termofilik tiirlerine de rastlanmaktadir (Goodfellow
ve ark., 1987; Kim ve ark., 1996).

Ertag (2016) Van Goli havzasindan, Actinomycetes ordosunun bir diger iiyesi
olan Micromonospora cinsine ait 141 tiir izole etmistir. Unal (2017) Sapanca Golii
havzasindan aldig1 toprak ve sediment drneklerinden 60 Streptomyces bakterisi izole
etmistir. (Shearer) 1987 izolasyon ortaminda funguslardan kurtulmak igin sikloheksimid
(50mg/L) velveya nystatin (100 units/mL) besi ortamina ilave edilebilir. Daha segici
izolasyon i¢in novobiosin, streptomisin, gentamisin ve tunikamisin gibi diger
antibiyotikler uygun konsantrasyonlarda ilave edilebilir. Hopkins ve ark., (1991)
santrifiijle toprak numunelerinden bakteri izolasyonunun etkili oldugunu belirtmistir.
Atalan, (1995) bu yontemle Streptomyces bakterilerinin diliisyon yontemine kiyasla 10
kat daha fazla sayim yaptigini belirtmistir. Deniz aktinomisetleri, 6zellikle Streptomyces
tiyeleri kimyasal ve aktinobakteriyel cesitlilik icin onemli bir kaynaktir (Veyisoglu
2014). Jia ve ark. (2015), Kuzey Cin'in Jilin eyaletindeki Longwan sehrinden toplanan
volkanik tortullarin toprak numunelerinden az sayida Streptomyces izole edildi.
Pakistan’in sicak su kaynaklarindan yeni Streptomyces tiirleri izole edildi (Amin ve ark.
2016). Ningthoujam ve ark. (2013) Kireg tas1 ocaklarindan yeni Streptomyces tiirlerini
izole etti.

Streptomyces Bakterilerinin Biyoteknolojik Onemleri
Streptomyces bakterileri antibiyotik ve diger bioaktif bilesikler gibi birgok

sekonder metabolitlerin iireticileri olarak bilinmektedirler. Streptomyces cinsi iiyelerinin

yeni, ticari olarak onemli ve farmokolojik olarak aktif anitibiyotik, enzim, enzim
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inhibitorii gibi antimikrobiyal madde iiretme yetenekleri Streptomyces bakterilerini
prokaryotlar arasinda onemini artirmaktadir (Berdy, 1995; Annaliesa ve ark., 1997;
Saintpierre ve ark., 2003; Lee ve ark., 2005). Giliniimiizde ise bilinen tim
antibiyotiklerin yaklasik %80’inin ve c¢ok sayida sekonder metabolitin {ireticisi
olduklarindan dolay1 prokaryotlar arasinda ayri bir Oneme sahiptirler. Bir¢ok
Streptomyces iiyesi 6nemli dogal iiriin liretme kapasitesi ile insanliga katki saglamigtir
ve saglamaktadir (Berdy, 2005). Antimikrobiyal maddeler, ¢ok az yogunlukta dahi
mikroorganizma gelisimini engelleyen biyolojik kokenli sekonder metabolitler olup,
mikroorganizmanin ¢ogalmasini engelleyici “bakteriostatik” veya “fungustatik”
olabildikleri gibi; mikroorganizmanin Oliimiine sebep olan “bakterisidal” veya
“fungusidal” maddelerde olabilirler. Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen, diisiik
molekiil agirlikli, organik dogal iiriinler olan antimikrobiyal maddeler segici toksititeye
sahip olduklarindan ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zararli olup
makroorganizmaya zarar vermezler (Yilmaz ve Beyatli, 2003). Streptomyces antiboticus
tiirlinlin Urettigi ilk antibiyotik actinomycinin kesfi, bu kiimede yer alan organizmalar
oldukga genis kapsamli bir ¢alisma programinin baslamasina vesile olmus ve yaklasik
50 yilin sonunda 10000 antibiyotigin Actinomycetes grubu organizmalar tarafindan
tiretildigi kaydedilmistir (Berdy, 2005).

Antibiyotiklerin modern ¢agi Streptomyces griseus tiiriiniin lirettigi streptomycin
antibiyotiginin elde edilmesi ile baglamigtir (Schatz ve ark., 1944). Streptomyces cinsine
ait liyeler, bu tipte bilesikleri liretme yetenekleri bakimindan diger prokaryotlar arasinda
essiz organizmalardir (Sembring, 2000). Diisiik sicaklik, yiiksek nispi nem ve besin
icerigi gibi faktorler, bu ortamlarda bulunan streptomyceteslerin aktivitesini kontrol
eden baslica faktorler olarak bilinmektedir (Groth ve Saiz-Jimenez, 1999; Laiz ve ark.,
2000). Son zamanlarda mangrov ekosistemi topraklarindan izole edilen Streptomyces
bakterilerinin antikanser ve antibakterial 6zellige sahip 7 azlomycin F analog ve
macrocyclic lakton iirettigi kesfedilmistir (Yuan ve ark., 2013). Son zamanlarda rapor
edilenlere gore kanser, oliimlerin ikinci onde gelen sebebidir (Tan ve ark., 2015).
Dahas1 kemoterapiye direng biiylik bir saglik problemi olmustur (Tan ve ark., 2015). Bu
konu ekonomik agidan daha az gelismis iilkelerde daha ciddi bir sorundur. Ciinkii bu
iilkelerde yiiksek tedavi maliyetlerine ve standart teshis olanaklarina erisim yok

denilecek kadar azdir (Tan ve ark., 2015). Tian ve ark., (2017) streptomyces sp. SN0280
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bakterisinden izole ettikleri streptoone A maddesinin antibakterial, streptoone B
maddesinin antifungal etkisinin oldugunu tespit etmistir. Misir’da bazi topraklardan
izole edilen Streptomyces sp. Ru87 tiiriniin, baz1 gida ve kan yoluyla bulasan
patojenlere karsi onemli inhibisyon aktiviteleri gosterdigi goriilmiistiir (Amin ve ark.,

2017).

Cizelge 2.1. Baz1 Streptomyces bakterilerinin sekonder metabolizma iiriinleri ve
biyolojik aktiviteleri (Rosenberg, 2014).

Uretici Uriin Biyolojik Aktivite
Streptomyces spp Aerosporin Antibiyotik
Streptomyces sp Bleomisin Antikanser
Streptomyces sp Daunorubisin HCI Antitiimoral
Streptomyces alboniger Puromisin Antibakteriyal
Streptomyces albus Salinomisin Biiylime destekleyici
Streptomyces ambofaciens Spiramisin Antibiyotik
Streptomyces antibioticus Boromisin Antiviral
Streptomyces archromogenes Streptozotosin Diyabetojenik
Streptomyces aureofaciens Tetrasiklin HCI Antibiyotik
Streptomycs aureofaciens Klortetrasiklin Antiboyotik
Streptomyces avermitilis Avermektin Antiparazitik
Streptomyces canus Kanamisin Antibiyotik
Streptomyces clavuligerus Sefalosporin Antibiyotik
Streptomyces coespitosus Mitozan Antitiiméral
Streptomyces erythreus Eritromisin Antibiyotik
Streptomyces fradiae Neomisin Antibiyotik
Streptomyces galileus Antrosiklin Antitiimoral
Streptomyces griseus Streptomisin Antibiyotik
Streptomyces griseus Bafilomisin ATPase inhibitorleri
Streptomyces griseus Streptomisin siilfat Antibiyotik
Streptomyces hygroscopicus Rapamisin Antifungal
Streptomyces hygroscopicus Higromisin Antimikrobiyal
Streptomyces lavendulae Mitomisin C Antitiimoral
Streptomyces lavendulae Neomisin B Antibiyotik
Streptomyces lincolnensis Lincomisin HCI Antibiyotik
Streptomyces natalensis Natamisin Antifungal
Streptomyces nodosus Amfoterisin Antifungal
Streptomyces noursei Nistatin Antifungal
Streptomyces orchidaceus Sikloserin Antibiyotik
Streptomyces orientalis Vankomisin Antibiyotik
Streptomyces peucetius Doksorubisin Antitiimoral
Streptomyces platensis Migrastatin Antikanser
Streptomyces platensis Platensimisin Antibiyotik
Streptomyces rimosus Oksitetrasiklin Antibiyotik
Streptomyces rimosus Paromomisin Antibiyotik
Streptomyces spheroides Novobiyosin Antibiyotik
Streptomyces staurosporeus Staurosporin Antifungal
Streptomyces torulosus Tunikamisin Antibakteriyal

Streptomyces venezuelae

Kloramfenikol

Antibakteriyal

Son calismalar, antioksidanin zengin kaynagi olarak goriilen bitkilere ek olarak
(Tan ve ark., 2015) mikroorganizmalarin da dogal antioksidan {ireticileri olarak
kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Antibiyotikler 20.YY’in sonlar1 boyunca

ortalama omrii artirmistir. Ancak tedavi edilmesi zor olan ciddi derecede enfeksiyonlara
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sebep olan patojen organizmalarin direnglerinin artmasi durumu karmasiklastirmistir.
Direngli bakteriler tarafindan sebep olunan enfeksiyonlar tedaviye yanit vermemistir.
Bu da uzun siiren hastaliklara ve daha fazla 6liim risklerine neden olmustur. Tedavi
kusurlari, yiiksek oranda dirence sahip uzun donemli infektiviteye sebep olmus ve
boylece infekte olmus insanlarin sayisi artmistir (Costelloe ve ark., 2010). Streptomyces
bakterilerinin 6zelliklerinden bazilar1 antifungal, antiviral, antitiimoral, antihipertansif]
bagisiklik baskilayic1 ve 6zellikle antibiyotikler gibi bioaktif sekonder metabolitleri
iretmektir (Aragjo ve ark. 2012). Malezya'da mangrov orman topragindan izole edilen
Streptomyces colonosanans MUSC 93JT susundan elde edilen oziitin kuvvetli
antioksidan aktivite gosterdigi ve bu Oziitlin insanlarda kolon kanseri hiicrelerine karsi
antikanser aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Law ve ark., 2017). Ye ve ark. (2015)
Deniz dip bolgesinden aldiklari sedimentlerinden streptomyces sp. P11-23B tiiriinii
izole ederek, bu bakteriden elde ettikleri streptodepsipeptides P11A ve P11B
maddelerinin glioma hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini ve P11A’ nin bazi timor
metabolizma enzimlerinin ekspresyonunu baskiladigini ortaya koymustur. Sandrin ve
ark., (2017) Brezilya amazon bdélgesinde bulunan Paullinia cupana bitkisinin
rizosferinden izole ettikleri streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H bakterisinin
tiretmis oldugu elaiophylin maddesinin antibakteriyal, antifungal ve antikanser etkisinin
oldugunu gostermistir. Poliprenol fosfat mannoz (PPM) bakterilerde ekstra sitoplazmik
glikozil transferazlar tarafindan kullamilan bir lipid iligkili seker wvericisidir.
Streptomyces coelicolor'un ppml mutantlarinin, hiicre duvar biyosentezini hedefleyen

birtakim antibiyotiklere duyarliliginin artirdigini gostermistir (Howlett ve ark., 2018).

Polifazik ve Niimerik Taksonomi

Actinobacteria iiyeleri sadece g¢evrede organik maddeleri parcalayici olarak
degil, aym1 zamanda antibiyotiklerin iireticisi ve ticari alanlarin faydali bilesimlerinin
tireticisi olmalar1 nedeniyle dnemli bir bakteri gurubudurlar. Bu 6zelliklerinden dolay:
bu tiirlerin tamamen anlasilir ve dogru bir sekilde siniflandirilmalari, taksonomik
konumlarinin kesin ve net bir sekilde belirlenmesi gerekmektedir. Yapilan
caligmalardan bu diizeyde dogru sonuglarin alinabilmesi ancak bu familyaya ait cins ve

tiirlerin teshisi ve siniflandirilmasi; hiicre morfolojisi, tireme 6zellikleri, spesifik polar
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lipitlerin analizine dayanan kemotaksonomik calismalar ve niikleik asit dizi verileri gibi
ozellikleri kapsayan polifazik bir yaklagima gore yapilmaktadir.

16S rRNA gen dizileme bakteriler arasindaki filogenetik iligkilerin ortaya
cikmasinda, herhangi bir ortamdan izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda
1980’lerden beri kullanilan oldukga giivenilir bir tekniktir (Busse ve ark., 1996).

Niimerik taksonomi; niimerik olarak kodlanan ve birer karakter olarak ifade
edilen veriler i¢in ¢esitli matematiksel yontemlerin uygulanmasi ve organizmalarin
kapsamli benzerligine dayanarak kiimelere yerlestirilmesiyle, dendogramlar seklinde
iligkilerin ortaya konmasidir (Manfio, 1995). Niimerik taksonomi veya bilgisayar
destekli taksonomi, karakterlerle sekillendirilen taksonomik birimlerin (Sus: OTU;
Operational Taxonomic Unit) nilimerik yontemlerle simiflandirilmasi anlamina
gelmektedir (Sneath ve Sokal, 1973). NT olarak ifadelendirilen niimerik taksonomi fikri
ilk 1957°de Sneath tarafindan kullanilmistir (Sneath, 1957a, 1957b).

Niimerik taksonomi; siniflandirmanin temel aldigi Adanson prensiplerini esas
alarak cok sayida birim karakterlerin kullanildig1 yiiksek bilgi igerir ve bu siniflandirma
pek ¢ok arastirict tarafindan bakteri sistematiginde ve Streptomyces sistematik
calismalarinda uygulanmistir (Sneath ve Sokal 1973; Goodfellow ve Dickinson, 1985;
MacDonell ve Colwell, 1985; Sackin ve Jones, 1993). Bu siniflandirmanin ilk hedefi,
her bir bakteriyel susu, morfolojiden biyokimyasal, beslenmeden fizyolojik 6zelliklerine
kadar tiim farkli safhalardan elde edilen fenotipik verileri kullanarak homojen gruplar
haline getirmektir.

Son yillarda bakteriyologlar tamamen anlasilir ve dogru temellere dayali
siniflandirmanin bir¢cok teknigin bir arada kullanilarak uygulanmasi olarak bilinen
polifazik yaklasimla ¢ok daha objektif sonuglar verdigi konusunda hemfikirdirler. Bu
sekilde simiflandirmaya tabi tutulan organizmalarin hem fenotipik hem de genotipik
Ozelliklerinin arastirilmasi yapildigindan dolay1 oldukca tutarli taksonomik sonuglar
oldugu bilinmektedir. Williams ve ark., (1983a) tarafindan tanimlanan niimerik
siiflandirma Streptomycetes sistematiginde dnemli bir adimdir. Niimerik taksonomik
calismalardaki testler ve suslarin se¢imi, test hatalar1 ve ¢aligmadaki suslarin genetik
degiskenliginden etkilendigi de iyi bilinen bir durumdur. Polifazik taksonomik
yaklagimlar, kullanilan kimyasal ve molekiiler teknikler 1s18inda niimerik

siiflandirmanin sekillenmesinde olduk¢a 6dnemlidir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993).
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Niimerik taksonomik analiz oOzellikle ¢ok sayida veri iceren gruplarin
smiflandirmasi i¢in olduk¢a faydali bir metottur. Ciinkii cins icerisindeki suslar sadece
tek karakter bakimindan degil bircok karakter acisindan kiyaslandigi zaman ¢ok daha
giivenilir bir smiflandirma olusturulur. Oncelikle siniflandirmanin ortaya konabilmesi
icin uygun bir bilgisayar programi secilmis olmalidir. Segilen uygun bilgisayar
programi ile niimerik analizin planlanmast ve verilerin saglikli sonuglara
dontstiiriilmesi miimkiin olacaktir. Niimerik taksonomi, ¢ok sayida fenotipik
karakterlerin ayn1 anda degerlendirilmesine olanak saglayan bir metottur. Williams ve
ark., (1983a) Streptomycetes bakterileri ve iligkili cinslerin niimerik taksonomi
calismasini fenotipik karakterleri kullanarak yapmislardir. Siniflandirma sistemine gore
Streptomyces; major, minor ve tek iiyeli kiimelerden olugmaktadir. Biiyiik (major)
kiimeler 6 veya daha fazla tip susu igeren kiimeler iken kii¢lik (minor) kiimeler 2-5 arasi
tip susu iceren kiimelerdir (Anderson ve Wellington, 2001).

En genis ve alt kiimeleri de iceren kiime 71 sus bulunduran Streptomyces
albidoflavus kiimesidir. Bunlardan en &nemlileri de S. albidoflavus, S. anulatus ve S.
halstedii alt kiimeleridir (Williams ve ark., 1983a, b). Toplam 475 sus, 139 karakteri
test edilmistir. Sonuglar ortalama baglanti allogaritmasi benzerlik coffisiyenti ile analiz
edilmistir. Ayn1 zamanda arastirmacilar tiir kiimeleri i¢erisinde Streptomyces cinsini alt
kiimelere ayirmuslardir. Ug yiiz doksandort Streptomyces tip susu fenotipik testlerin
analizi sonucu ortaya g¢ikan benzerliklerine gore kiimelendirilmistir. % 77.5 Ssm
seviyede 19 major, 40 minor ve 18 tek suslu kiimeler kaydedilmistir. Minor kiimelerin
cogu 5 susdan az tiir icermekteydi. Bunlardan 6rnegin; Streptomyces flavoviridis ISP
5153 ve Streptomyces glaucescens ISP 5155 suslari Streptomyces glaucescens
siiflandirildi. Major kiimeler 6’dan 71 susa kadar degisik sayida tiir icermekteydi. Bazi
kiimeler icerisinde gozlenen yiiksek cesitlilige bagli olarak tiirler tek tir seklinde
kiimelendirildi. En fazla tiir igeren Streptomyces albidoflavus grubu olup 71 tip susu,
gecersiz olarak yaymlanmis 15, isimlendirilmemis 12 ve 44 diger tip susu igermektedir.
Bu kiime ayrica 3 alt kiimeye ayrildi: kiime 1A; Streptomyces albidoflavus subsp.
albidoflavus (20 sus igerir), kiime 1B; Streptomyces albidoflavus subsp. anulatus (38
sus igerir) ve kiime 1C; Streptomyces albidoflavus subsp. halstedii 13 sus igerir
(Williams ve ark., 1983a).
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Sekil 2.1. Nimerik taksonomik analizler i¢in temel basamaklar1 (Goodfellow ve ark.,
1985).

16S rDNA gen dizileri ile yapilan siniflandirma, fenotipik tiplendirmeye dayali
simiflandirmadan ¢ok daha objektif ve giivenilir bir smiflandirmadir (Schloss ve
Handelsman, 2004; Brown-Elliot ve ark., 2006). Streptomycetes bakterilerinin teshisi
icin miimkiin olan veriler niimerik taksonomik verilerde kullanilan bilgilerle

diizenlenmistir. Bu ¢alismada Willcox 0,85 degeri pozitif bir teshis i¢in yeterli olarak
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alinmigtir. Niimerik taksonominin kullanilmasiyla termofilik Streptomyces (55°C’ de
gelisen) bakterilerini siniflandirmak i¢in Goodfellow ve Simpson (1987) yapilan 8
calismada 8 kiime olusturdular. Kampfer ve ark., (1991) bircogu Williams ve ark.,
(1983a)’1n belirledigi tiirleri kapsamayan 821 susu 329 test kullanarak yeniden niimerik
siiflandirma yaptilar.

Niimerik taksonomik metotlarin amaci, taksonomik birimleri morfolojik,
biyokimyasal, degredasyon, antibiyotik direngliligi, antimikrobiyal aktivite ve fizyolojik
Ozellikler gibi ¢ok sayida fenotipik veriyi kullanarak homojen gruplar olusturmaktir.
Niimerik fenotipik veriler genellikle MVSP, NTSYS, TAKSON gibi ozellesmis
programlar kullanilarak kaydedilir ve degerlendirilir (Chun, 1995).

Klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda klasik yontemlerle bakteri tanimlamasi
yapilirken bazi fenotipik testler, Gram boyama ve biyokimyasal testler kiiltiir
kosullarindan ve biiyiime faktorlerinden etkilenmektedir (Woo ve ark., 2008). 16S
rDNA gen bolgesinin dizilenmesi bakteri izolatlarinin tanimlanmasinda, ozellikle
mikrobiyoloji laboratuarlarinda anormal fenotipik profiller gésteren, nadir goriilen, gec
biiyliyen, kiiltiirde iiretilemeyen ya da zor iretilen bakteriler karsilasildiginda oldukca
onemli rol oynamaktadir.

Glinlimiizde 16S rDNA gen sekansina dayanan analizler bakteriyel
taksonominin omurgasini olusturmakta (Ludwig, 2007) ve tiirlerin filogenetik analizleri
16S rDNA gen dizisi temel alinarak olusturulmaktadir (Stackebrandt ve Ebers, 2006).
Labeda ve Lyons (1991) on farkli kiimeye ait Streptomyces susunun DNA homolojisi
belirlemek i¢in ¢alismalar yapmislar ve tek liyeli kiimeye ait suslarin %70’den daha
fazla benzerlik gosterdiklerini ortaya koymuslardir.

IDNA dizilerininin bazi karakteristikleri temel alinarak yapilan filogenetik
agaclarda benzer niikleotidlerin sikligi, farkli bolgelerdeki tekrarli bolgelerin birbirinden
bagimsiz olmayislari, nesiller arasindaki tekrar oranlarindaki varyasyonlar, uzak akraba
taksonlar arasindaki DNA hizalamalarinda bazi anlamsizliklar sebebiyle tiirlerin
gercekte oldugundan daha yakinmis gibi goriinmelerine sebep olabilecektir. Bu durum
filogenetik mutasyon oranmmin diisiik olmasi ve birbiri ile iligkili tiirlerde ayirt
ediciliginin az olmasi nedeniyle filogenetik markir olarak 16S rDNA dizisinin
kullanilmasimin dezavantajlar1 olarak goriilebilecektir (Woese ve ark., 1990; Viale ve

ark., 1994; Boto, 2010).
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Witt ve Stackebrandt (1990), Streptomycetes igerisinde akrabaligin belirlenmesi
icin niikleik asit hibridizasyon teknigini kullanmislardir. Streptomycetes sistematigi i¢in
bu analizlerin 6nemi ¢ok agik olmasa da DNA hibridizasyon verilerinin genetik
pozisyonun belirlenmesi i¢in gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Kemotaksonomik metotlar diger actinomycetler’den Streptomyces bakterilerini
ayirmak i¢in uzun yillardir kullanilmaktadir (Lechavalier ve Lechavalier, 1970).
Streptomyces cinsinin tyeleri, diiz zincirli, 14-18. atomun uzun zincirine bir karbon ile
yag asidi zincirleri baglanmis olarak iso-anti iso yagasitlerine sahiptirler (Hofheinz ve
Grisebach, 1965; Lechevalier, 1977; Saddler ve ark., 1986, 1987).

Sanglier ve ark. (1992) genis tiir ihtiva eden Streptomyces kiimelerinin analizi
icin PyMS metodunu kullanmiglar ve Streptomyces albidoflavus, sinonim tiirlerinin
Streptomyces albidoflavus ve Streptomyces anulatus olarak iki farkli gruba ayrildigin
ortaya koymuslardir.

Streptomyces griseus ve Streptoverticillium flavopersicum’a karsi gelistirilen
antikorlar ile test edilen iki Nocardiopsis dassonvillei susundan biri ¢apraz reaksiyon
aktivitesine sahip oldugunu belirlemislerdir. Wipat ve ark., (1994) Streptomyces
lividans 1326 sporlarina karsi monoklonal antikorlar gelistirerek ve hibridoma
hiicrelerinden elde edilmis antikorlarin Streptomyces lividans 1326 susuna spesifik
oldugunu belirlemislerdir. Belirlenen antikorlar Streptomyces lividans iceren kiimeler
icin spesifik oldugu ve bu durum Williams ve ark (1983a) tarafindan One siiriilen
kiimelendirmeyi de desteklemektedir.

Streptomyces  bakterilerinin  siniflandirilmasinda monoklonal antikorlarin
kullanimini besin ortamlarindaki degisikliklerin sinirlandirdigi ve bu durumun gram
negatif mikroorganizmalar i¢in gegerli oldugu belirtilmistir (Nelson ve ark., 1991).

Taguchi ve ark., (1996) Streptomyces coelicolor suslarinin taksonomik
durumlarimin belirlenmesi i¢in morfolojik ve fizyolojik diizende tanimlanmamis roller
oynayan inhibitor bir proteini (Subtilisin) kullanmislardir (SSI). SSI benzeri proteinler
9-12 kDA kiitleye sahiptir ve SSI'nin tersiyer yapisinin korunmasi igin gerekli olan
korunmus bolgelerdeki aminoasit dizi homolojisinde 6nemini belirtmistir. Streptomyces
lividans 66, Streptomyces coelicolor Miiler ISP 5233T ve Streptomyces coelicolor

A3(2) suslarmin SSI aminoasit dizileme kiyaslanmasi yapilmistir. Buna gore
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Streptomyces coelicolor A(3) tip susu olan Streptomyces coelicolor Miiler ISP
5233T’ye Streptomyces lividans 66’dan daha yakin oldugu goriilmiistiir.

Niikleik asitlerin karsilastirilmasina ve sekanslanmasina imkan veren teknolojik
gelismelerden  Once, organizmalar arasindaki temel genomik benzerliklerin
degerlendirilmesi i¢in olanak saglayan ¢ok sayida dolayli yontem gelistirilmistir. 16S
rDNA molekiiliine sekanslama yapilmadan yararlanmak iizere ¢ok sayida yontem
gelistirilmistir. Bu yontemler, daha hizli ve daha kolay ger¢eklestirilmektedir. Bu
metotlar esas olarak organizmalarin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda kullanilan
karakteristik fragment 6rneklerini iiretmek igin restriksiyon endoniikleaz kesimlerinin
kullanimut ile gergeklesmektedir.

16S rDNA genini kullanan yontemlerin ¢ok sayida olmasina ragmen, bunlar ayni
zamanda yakin iligkili organizmalar arasinda ayrim saglamamaktadir. Bu sekilde, diger
genler ya da gen iirlinlerinin kullanimina izin veren alternatif metotlarin gelisimi tiim
genom akrabalik iligkilerinin ve filogeninin degerlendirmesine imkan saglamaktadir
(Stackebrandt ve ark., 2002; Veyisoglu, 2014).

Cogu Streptomyces tiirii linear ve sirkiiler tipte olan plazmitleri icermektedir.
Linear plazmit 10-600 kb boyutta ve kromozoma benzerdir. Streptomyces rochei tiiriine
ait 17 kb’lik PSLA2 linear plazmitlerinin ¢ogu merkezi olarak yerlesmis bir replikasyon
orjini vasitasiyla cogalir ve 280 baz cifti olan plazmidin sentezi sadece terminal
proteinler tarafindan gergeklestirilir. Cogu arastirmacit plazmit fingerprinting’in
bakterilerin tiplendirilmesinde kullanilabilecegini gdstermislerdir (Chang ve Cohen,
1994; Goodfellow ve ark., 2006; Flemming ve ark., 2007). Streptomyces coelicolor 3
adet verimli plasmide sahiptir; SCP1, SCP2 ve SLP1. SCP1 (350 kb) lineardir, SCP2
(30 kb) sirkiiler ve SLP1 plazmiti de kromozom i¢ine entegre olmustur.

Genel olarak Ilk analizler 16S rDNA geni ile smirliydi. Sekanslama maliyetinin
azalmasiyla birlikte diger genlerde sekanslanmig ve filogenetik analizlerde yer
almiglardir. Sonrasinda tiim genom sekanslama analizleri de filogenide kullanilmaya
baslanmistir (Coenye ve ark., 2005; Ludwig, 2007; Sohier ve ark., 2008; Bolshoy ve
Volkovich, 2009).

Cezayirde asir1 tuzlu topraklardan izole edilen Streptomyces S35T susunun 16 S
rDNA gen bolgesi dikkate alinarak karakterizasyonu yapilmistir (Djaballah ve ark.,
2018).
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Gram pozitif bakterilerin yiiksek bir G+C oranina sahip tiyesi olan Streptomyces
tirleri bazen degisebilmekle birlikte %70-74 oraninda G+C igerigine sahip oldugu
bilinmektedir. Wright ve Bibb, (1992) tarafindan yapilan ¢alismada, 27 farkl tiirde 64
streptomycetes bakterisinin kodlanan bdlgelerinin analizi yapmislar ve G+C oraninin
%61-80 arasinda degisim gosterdigini belirlemislerdir. Bu deger Saccharopolyspora,
Amycolatopsis ve Micromonospora iginde aynidir. Bunun yani sira Streptomyces
bakterilerinin daha kisa segmentli bolgelerinin analizinde daha diistik bir G+C oranida
gozlenmistir. Ornegin  Streptomyces coelicolor tiiriiniin aktinorhodin  geninin
kodlamayan bolgelerinde durum boyledir (Fernandez-Moreno ve ark., 1992).

Mehling ve ark., (1995) yiiksek seviyede actinomycetes spesifitesi olmayan
primerleri kullanarak higbir karakteristik bant elde edememislerdir.

Yapilan ¢alismalarin sonucunda ribozomlardaki énemli rollerinden dolayr DNA
gen grubu son derece korunmus olmasindan dolayr prokaryot taksonomisi rDNA
genlerin analizini iceren tekniklerle tamamen degismistir (Goodfellow ve O’Donnell,
1993). rDNA’larin canlilar arasinda evrensel olarak dagilim gosteren ve c¢evresel
degisikliklerden etkilenmeyen bir molekiil oldugu bilinmektedir. Bu gen bdlgesinin
onemli Olciide genetik bilgi icermesi ve prokaryotlar filogenetik iligkilerinin ortaya
konmasinda temel molekiil olusunun 6nemini agiklamaktadir (Manfio, 1995).

rDNA dizi analizinin kiyaslanmas1 6zellikle Streptomycetes taksonomisinde ¢ok
gliclii bir yontemdir. Ayn1 zamanda rDNA dizi analizi kiyaslamasi cins i¢ersinde yatay
gen transferi ile alakali sorunlarin ¢6ziimii i¢inde faydalidir. Bu genler bakteriler
icerisinde yiiksek oranda korunmustur. 16S rDNA igerisinde li¢ bolge Streptomyces
cinsi igerisindeki tiire spesifik (y bolgesi) ve cinse spesifik (B ve o bolgesi) problar
acisindan faydali olan yeterli dizi varyasyonlarma sahip oldugu go6zlenmistir
(Stackebrandt ve ark., 1991, 1992). Ribozomal proteinlerin dizi analizi ve 23S rRNA,
5S rRNA dizi analizi de Streptomyces cinsi igerisindeki tiirlerin akrabaligini
belirlemekte kullanilan yontemlerdir (Liao ve Dennis, 1994; Ochi, 1995).

16S rDNA dizi analizi mikrobiyal taksonomi de en genis ¢apta kullanilan
standart tekniklerden biridir. Bu teknik tim canlilar1 Archaea, Bacteria ve Eucaria
olarak ii¢ biiyilk domaine ayrrmistir (Woese, 1987). Bu molekiiliin filogenetik sonuglar
icin evrensel standart parametresi olarak kullanilmasindaki énemli bir 6zelligi sekans

dizilemesinin oldukga kolay olmasidir (Embley ve Stanckebardt, 1994).
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16S rDNA dizi analizleri iki organizma arasindaki tiir ve tiir tistii kategorilerde
ortaya koymaktadir. Ancak, ayni tiire ait olan organizmalar arasindaki ayirt ediciligi
ortaya koymasi agisindan yeterli bir teknik degildir (O’Donnell ve ark., 1993). Her ne
kadar 16S rDNA molekiiliiniin korunmus dogas1 olsa da DNA-DNA homolojisi ile
lineer korelasyonu yoktur. Bu nedenle bakteriyal tiir tanimi organizmalarin sadece
rDNA dizi benzerlik derecesi dikkate alinarak yapilamaz. Bununla birlikte bu yaklasim,
kiltlirii yapilamayan prokaryot tiir cesitliliginin ortaya konulmasive kiiltiir bagimli
olmayan mikrobiyal kommiinitelerin belirlenmesi i¢in rRNA hedef problarinin
dizayninda son derece avantajlidir (Rosello-Mora ve ark., 2001).

Niikleik asit dizi analizi ¢aligmalar1 Streptomyces tiirleri icersindeki filogenetik
smiflandirma igin oldukga faydali bilgiler saglamaktadir. Ik 16S tDNA dizi analizi
caligmalar1 Stackebrandt ve ark., (1983) tarafindan Chainia, Elytrosporangium,
Kitasatoa, Microellobosporia, Streptoverticillium Streptomyces cinsleri iiyeleri arasinda
uygulanmistir. Bu cinslerin hepsi su anda Streptomyces cinsinin sinonimi olarak kabul
edilmistir (Goodfellow ve ark., 1986a, b, c; Witt ve Stackebrandt, 1990).

Hain ve ark., (1997) tarafindan yapilan bir ¢alismada 14 sucul Streptomyces
bakterisinin 16S rDNA dizi analizini karsilastirmistir. Bu izolatlarin kismi dizi analizi
kiimelerini aydinlatmak icin yeterli iken, genelde tiim izolatlara uygulamanin yetersiz
oldugu belirtilmistir. Topraktan izole edilen bakteri populasyonlarinin tanimlanmasinda
diinya ¢apinda kullanilan 16S rDNA teknolojisi kullanilmaya baglanmistir (Rheims ve
ark., 1999; Felske, 1999).

Son wyillarda 16S rDNA dizi Kkarsilastirmalari, pek ¢ok yeni cinsin
tanimlanmasina, mevcut cinslerin boliinmesine ve hatta daha oOnce farkli cinslere
yerlestirilen tiirlerin ayn1 cins igerisinde yerlestirilmesini saglamistir. Mevcut cinslere
ait yeni tiirlerin tanimlanmas1 ve yakinlik derecelerinin saptanmasinda DNA-DNA
hibridizasyonunun yanisira DNA-16SrDNA hibridizasyonu ¢alismalari da kullanilmistir
(Gutierrez ve ark., 1989).

rDNA dizi analizleri tiirler aras1 ve tiir i¢i filogenetik akrabaliginin tanimlanmasi
icin glinlimiizde uygulamalarin devam ettigi bilinmektedir (Maidak ve ark., 2000;
Doumbou ve ark., 2001). Mevcut tiirler ve yeni suslarin tanimlanmasindaki problemler
devam etmektedir ve tiir seviyesindeki Streptomyces taksonomisinde filogenetik,

genotipik ve fenotipik testlerin bir kombinasyonu’nun kullanilmasiyla gergeklestirilen
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bir polifazik yaklasima ihtiya¢ duyulmaktadir. Spesifik genlerin dizi analizlerinin
karsilagtirilmas1 ayn1 zamanda antibiyotik iireten streptomycetes bakterilerinin spesifik
kiimelerinin incelenmesinde kullanildig1 gibi genellikle patates scab hastaliina yol acan
patojen Streptomyces kiimelerinin belirlenmesinde de oldukga faydali olmustur
(Takeuchi ve ark., 1996).

Kim ve ark., (1996) yapmis olduklar1 calismada Streptomyces cinsi igersindeki
termofilik tiirlerin 16S rDNA dizi analizi kiyaslamasini yapmislardir. Aragtirmacilar 8
tiiri inceleyerek izole ettikleri DNA’dan 16S rDNA genini ¢ogaltarak dizi analizlerini
belirlemigler ve filogenetik dendogramlarini olusturmuslardir.

Kataoka ve ark., (1997) Streptomyces cinsi igerisinde hizli bir teshis metodu
olarak kullanilabilmesi i¢in 16S rDNA iizerindeki degisken bdlgeleri incelemislerdir.
Genus icerisindeki 89 tiirlin o bolgesini karsilastirarak suslari kiimelendirilmistirler.
Sonugta tiirleri birbirinden ayirirken 16S rDNA iizerindeki bu 120 bp uzunlugundaki
segmentin oldukea faydali oldugunu ortaya koymuslardir.

Rintala ve ark., (2002) nemli ortamlardaki Streptomyces bakterilerinin 16S
rDNA dizi analizlerine bagl ¢esitliligini incelemislerdir. Gharaibeh ve ark., (2003)
streptomycin irettikleri belirlenen Streptomyces tiirlerinden strbl gen boélgesini PCR
yardimiyla gogaltarak bu bolgeleri degerlendirmislerdir. Calismalarinda iki farkli primer
kullanmislardir. izolatlar1 14 giin boyunca oatmeal agar besiyeri iizerinde gelistirerek bu
izolatlar1 kullanarak hazirladiklar1 diskleri duyarli Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphyllococus aureus test mikroorganizmalari ile birlikte ayni1 ortama ekerek olusan
inhibisyon zonlarin1 karsilastirmiglardir. Daha sonra bu izolatlardan streptomisin
biyosentez genini ¢ogaltarak genin dizi analizi ¢alismalarini yapmuslardir.

Park ve ark., (2006) denatiire gradient jel elektroforezi ve 16S-23S rDNA
interspace bolge analizine dayanarak Streptomyces cinsinin hizli bir sekilde teshisine
yonelik ¢alismalar yapmislardir. Bu amag i¢in ¢ogalttiklar1 16S-23S rDNA bolgesinin
dizi analizi yapmis ve DGGE’de ayrilmalarimi saglamislardir. Sonugta c¢evresel
Streptomyces populasyonunun hizli bir sekilde karakterizasyonu i¢in bu iki metodun
uygun oldugunu belirtmislerdir. Bakteriyel cesitliligin 0Olcililebilmesi, bakteriyel
biyocografyanin ve ortak toplulugun sistematik caligmasi i¢in Onceden yapilmasi
zorunlu bir durumdur. Bununla beraber; bakteriyel cesitliligin deneysel tanimi,

bakteriyel topluluklarmin dogal yollarla ortaya ¢ikmasini ve prokaryotik ¢esitliligin
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genis bir sekilde pratik hesaplanmanin 6tesinde tutulmasini garanti altina almaz (Curtis
ve ark., 2002). Cevresel ¢esitliligin temel 6l¢iisii 16S rDNA dizi analizi olsada polifazik
taksonomik yaklasimlar daha onemlidir. Ciinkii bu yaklasim biitiin fenotipik ve
genotipik datalar1 goz Oniinde bulundurup onlari bir ortak smiflandirma g¢esidinde
birlestirir (Vandamme ve ark., 1996). Cad’in Gama bolgesinden alinan toprak
orneginden izole edilen anti-mantar aktivitesine sahip yeni bir aktinomiseti olan NEAU-
Gz11T, i¢in yapilan morfolojik, kemotaksonomik ve 16S rDNA gen dizisi benzerlik
calismalar1 sonucu susun Streptomyces gamaensis sp. ismiyle Streptomyces cinsinden

yeni bir tiirii temsil ettigi sonucuna varilmistir (Zhao, ve ark., 2017).

Bilgisayar Yardimiyla Tan1

Taksonomi, siniflandirma sisteminin igerdigi verinin dogruluguna ve belli bir
taksonun teshisinin dogruluguna baghdir. Mikrobiyologlarin ¢ogunlugu, bilinmeyen
izolatlarin minumum sayida karakteri test ederek teshis etmeyi tercih eder. Bu nedenle
teshis yontemleri hem mikrobiyologlarin amaglarin1 gergeklestirmeli hem de teshisi
yapilmak istenen taksonun dogal yapisini ortaya koymalidir.

Giintimiizde hem bilimsel kaynaklarda hem de ticari kit olarak bilgisayarla teshis
sistemleri gelistirilmistir. Cogunlugu bilinmeyen organizmalarin bilinen taksonlarin
verileri ile kiyaslanarak belli seviyedeki benzerlik oranlarini esas almaktadir. Boylece
teshis, onemli kabul edilen birkag anormal karaktere bagl bir sistem olmaktan ¢ikar. Bu
yiizden bilgisayara dayali teshis sistemleri tabii olarak yeterli ve ¢ok sayida karakterin
verisini kullanir ve bazen rutin yapilan teshislerden farkl: sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir
(Ozdemir 2008). Streptomyces bakterilerinin bilgisayarla teshisi icin ilk kapsamli
calisma Williams ve ark., (1983b) Onceden yapilan niimerik taksonomi c¢alismasini
analiz ederek major Streptomyces taksonlariigin 139 karakterden segilen 50 test teshis

matriksinin olusturuldugu galismadir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Van Goéli'ne dokiilen 8 akarsuyun farkli lokalitelerinden bir kepge yardimiyla
steril kaplara alinan sediment 6rneklerinden Streptomyces cinsine ait bakteriler izole
edildi. Bu bolgelerin cografik konumu Sekil 3.1.’de verilmistir. Alinan numunelerin

koordinatlar1 ve numunelerin alinis tarihi Cizelge 3.1°de verilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sediment 6rneklerinin pH ve nem oranlarmn belirlenmesi

Toplanan sediment o6rneklerinin nem oranlarmin tespiti i¢in 1'er g tartilarak
porselen krozelere konulduktan sonra 105 °C'ye ayarlanmis etiive yerlestirildi. Her 24
saatte bir tartild1 ve bu isleme agirlik sabitlesinceye kadar devam edildi. Bu 6l¢iimler
sonucu kaybolan agirligin ortalama % 'si, numunelerin nem orani olarak hesaplanmistir.
Sediment o6rneklerinin pH'sinin tespiti i¢in numuneler laboratuara getirilerek her
numuneden beherlere 20 g toprak konuldu, toprak yiizeyini kaplayincaya kadar saf su

ekleyip 3 saat karistirildiktan sonra pH ol¢timii yapildi (Reed ve Cummings 1945).

5,000 m ||
4,000 m |
3,000 m |
2,000 m [}

1,000 m e

Sekil 3.1. Van Goli Havzasi’nda sediment alinan akarsularin belirtildigi harita
(Meydan, 2013).
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Cizelge 3.1. Streptomyces izolasyonu i¢in toplanan sediment numunelerinin lokaliteleri
ve alinis tarihleri.

No Istasyon Koordinat Tarih

F1 Karasu 383513 K 19/05/2016
431745D

F2 Karasu 383513 K 19/05/2016
431745 D

F3 Karasu 383513 K 19/05/2016
431745 D

F4 Bendimahi 389375 K 19/05/2016
4366 06 D

F5 Bendimahi 389375 K 19/05/2016
4366 06 D

F6 Bendimahi 3893 75 K 19/05/2016
4366 06 D

F7 Delicay 390050 K 19/05/2016
434709 D

F8 Delicay 390050 K 19/05/2016
434709 D

F9 Delicay 390050 K 19/05/2016
434709 D

F10 Zilan 390065 K 19/05/2016
433183D

F11 Zilan 390065 K 19/05/2016
433183 D

F12 Zilan 390065 K 19/05/2016
433183 D

F13 Muradsu 38 7956 K 19/05/2016
42 7503 D

F14 Muradsu 387956 K 19/05/2016
427503 D

F15 Muradsu 387956 K 19/05/2016
42 7503 D

F16 Karmug 38 7358 K 19/05/2016
42 4404 D

F17 Karmug 38 7358 K 19/05/2016
42 4404 D

F18 Karmug 38 7358 K 19/05/2016
42 4404 D

F19 Kotum 384785 K 19/05/2016
42 3889 D

F20 Kotum 384785 K 19/05/2016
42 3889 D

F21 Kotum 384785 K 19/05/2016
42 3889 D

F22 Engil 383452 K 19/05/2016
434894 D

F23 Engil 383452 K 19/05/2016
434894 D

F24 Engil 383452 K 19/05/2016

434894 D
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3.2.2. Streptomyces tiirlerinin izolasyonu ve saflagtirilmasi

Streptomyces bakterilerinin izolasyonu i¢in klasik diliisyon ve yiizeye yayma
yontemi kullanildi. Her 6rnekten 25 g tartilarak icerisinde 250 mL ringer ¢ozeltisi
bulunan 500 mL'lik steril cam siselere konuldu. Bu sekilde, her bir toprak 6rnegi i¢in
hazirlanmis olan 10 soliisyonlar, toprak kolloidlerine tutunmus olan mikroorganizma
sporlarin1 ve misellerini ayirmak igin 1 saat siire ile calkalandi. Daha sonra bu 107
soliisyonlar, vejetatif formlarin neden olabilecegi kontaminasyonlar1 azaltmak icin, 65
°C 'ye ayarlanmis sicak su banyosunda 10 dakika bekletildi. Her bir toprak 6rnegi
homojen hale getirildi ve otomatik pipet ile aseptik sartlarda 1 mL alinarak igerisinde 9
ml ringer ¢dzeltisi bulunan steril cam tiiplere konuldu. Bu sekilde, 1072 lik toprak
soliisyonu elde edildi ve ayni islemler 103, 10* diliisyonlar1 elde etmek igin de
tekrarland1. Bu sekilde dilisyon serileri 10 seyreltmeye kadar devam edildi. 1073, 10*
diliisyonlarin her birinden otomatik pipet ile 0.1 mL alinan ¢6zeltiler, cycloheximide
(50 ug /mL), nystatin (50 ug /mL) ve novobiosin (0.5 ug/mL) ilaveli M65 agar,
Bennet’s agar ve SM3 agar yiizeyine steril L seklindeki egri cam ¢ubuk kullanilarak
yayma plak yontemiyle ayr1 ayri inokiile edildi (Vickers ve Williams 1987). Her bir
diliisyon i¢in 3 plak hazirlandi ve 27 °C'de 14 giin siireyle inkiibasyona birakildi.
Kullanilan besiyerleri ve bunlarin icerigi Ek 1.’de verilmistir

Cycloheksimid (50 ug/mL), novobiosin (0.5 ug/mL) ve nystatin (50 ug/mL)
antibiyotikleri hazirlanan besiyerlerine istenmeyen bakteri ve mikrofunguslarinin
tiremesini inhibe etmek igin eklenmistir. Ekim yapilan petriler 27 °C 'de 14 giin siire ile
inkiibe edildi ve gelisen koloniler incelendi ve sayimi M65 Agar’da (Rowbotham ve
Cross,1977) 25 °C'de 14 giin inkiibasyona birakilan izolasyon plaklarindaki olas1 farkli
Streptomyces suslari, koloni morfolojileri dikkate alinarak seg¢ildi.

Izole edilen bu koloniler, steril kiirdanlarla cycloheximide (50 ug/ml), nystatin
(50 ug /ml) ve novobiosin (0.5 ug/ml) ilaveli Bennet's Agar besiyeri (DSMZ) yiizeyine
cizgi plak yontemiyle transfer edilerek tek koloni diisiiriilmeye c¢alisildi. Saf izolatlar
icerisinde % 20’lik gliserol bulunan kriyojenik tliplere konularak buzdolabinda

muhafaza edildi.
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3.2.3. Renk gruplandirmasi

Saflastirilan toplam 179 Streptomyces susunun renk gruplandirilmasi igin
Oatmeal Agar (ISP 3; Shirling ve Gottlieb, 1996) besi ortamina ekimi yapildi. Cizgi
ekim metoduyla inokiile edilen izolatlar 14 giin 28 °C'de inkiibe edildikten sonra
havasal miselyum rengi substrat miselyum renkleri renk kataloguna gore tespit edildi ve
gruplandirma yapildi.

izolatlarin melanin pigmenti iiretip iiretmedigini belirlemek igin pepton yeast
extract iron agar (ISP6; Shirling ve Gottlieb, 1966) besi ortamina 6ze yardimiyla ekim
yapild1 ve 28 °C'de 7 giin siire ile inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonunda petri kabi
icerisinde {iiremis olan kolonilerden siyahimsi renk olusumu melanin pigmenti
tiretiminin oldugunu, renk degisimi olmamis koloniler ise melanin iiretmeyen koloniler
olarak degerlendirilmistir.

Sonugta hem havasal ve substrat miselyum renk hem de melanin pigment

tiretimi dikkate alinarak tiim izolatlar gruplandirildi.

3.3. Streptomyces Bakterilerinin Taksonomi ve Tamsi I¢in Uygulanan Testler

Izole edilmis 179 Streptomyces susu niimerik taksonomi ve bilgisayar yardimi
ile teshis i¢cin Williams ve ark. (1983), tarafindan tavsiye edilen karakter agisindan test
edildi. Test organizmalar1 -20 °C 'de gliserol igerisinde muhafaza edildi. Cizelge 3.2 'de

Streptomyces test organizmalarinin teshisi i¢in yapilan testler verilmektedir.
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Cizelge 3.2. Streptomyces suslarinin niimerik taksonomi ve teshisi i¢in uygulanan testler

Havasal Spor Olusumu 25. Oleandomisin 51. L- Asparagin
1. Krem Degredasyon testleri 52. L - Sistin

2. Sari 26. Guanin 53. L - Arjinin

3. Turuncu 27. Ksantin 54.L - Serin

4. Beyaz 28. Kazein 55. L - Metionin
5. Gri 29. Arbutin 56. L - Triptofan
6. Mavi 30. Trozin 57. L —Sistein
Substrat Miselyum Olusumu 31. Ure 58. L — Hidroksiprolin
7. Sari 32. Jelatin 59. L- Fenilalanin
8. Krem 33. Lipolizis Karbon Kaynaklari (1 % w/v)
9. Turuncu 34. Pektin Hidrolizi 60. Laktoz

10. Kirmizi 35. Lesitinaz 61. Maltoz

11. Beyaz 36. Pepton 62. Sukroz

12. Kahverengi Biiyiime ve Gelisme (%w/v) 63. Fruktoz

13. Yesil 37.5°C 64. Galaktoz
Difiiziye Pigment Olusumu 38.27°C 65. Mannoz

14. Kahverengi 39.45°C 66. Arabinoz

15. Turuncu 40.pH 4.2 67. Xylose

16. Krem 41.pH7.15 68. Ksilitol

17. Kirmizi 42. NaCl (5) 69. Mannitol

18. Sari 43. NaCl (10) 70. Ramnoz
Antimikrobiyal aktivite 44. NaCl (15) 71. Arabitol

19. Esherichia coli 45. Sodyum azit (0.01) 72. Inositol

20. Staphylococcus aureus 46. Fenol (0.1) 73. Glikoz

21. Pseudomonas aeruginosa 47. Sodyum asetat (0.001) 74. Dulcitol
Antibiyotik Duyarliligi 48. Sodyum sitrat (0.1) 75. Traheloz

22. Rifamisin Azot Kaynaklari (0.1 % w/v) 76. Eritritol

23. Penisilin 49. L - Sistein 77. Cellebiose

24. Neomisin 50. L - Valin

3.3.1. Morfolojik karakterler

Izole edilmis 179 Streptomyces susu niimerik taksonomi ve bilgisayar yardimi
ile teshis i¢cin Williams ve ark. (1983), tarafindan tavsiye edilen karakter agisindan test
edildi. Test organizmalar1 -20 °C 'de gliserol igerisinde muhafaza edildi. Cizelge 3.2 'de
Streptomyces test organizmalarinin teshisi i¢in yapilan testler verilmektedir. Bennets
Agar besi yeri tizerinde 27 °C’de 21 giinliik inkiibasyon sonrasinda tiim test suslarinin
spor zincir morfolojileri, mikroskop vasitasiyla incelenmis ve sonuglar, Shirling ve

Gottlieb (1966) tarafindan yapilan calisma dikkate alinarak kaydedilmistir.
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3.3.2. Antimikrobiyal aktivite calismalari

Daha onceden saflastirilip -20 °C'de gliserol igerisinde saklanan Streptomyces
izolatlar1 3 adet patojen ya da non-patojen (1—Esherichia coli ATCC 25952,
2—Staphylococcus aureus ATCC 25923, 3—Pseudomonas aeruginosa ATCC 35032)
test organizmasina kars1 antimikrobiyal aktiviteleri incelendi (Williams ve ark., 1983a).
Bennet's agar besi yerine ekilen Streptomyces test izolatlar1 27 °C'de 3 giin siire ile
aktive edildikten sonra calismada kullanildi. Antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 igin
hazirlanan besiyerinin merkezine ¢izgi seklinde her izolat ayr1 olarak ekildi. Plak kaplari
2 giin siire ve 27 °C'de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iiremis olan
Streptomyces bakterilerine dik ¢izgi yontemi ile patojen test organizmalarinin ekimi
yapildi ve 37 °C'de tekrar inkiibasyona birakildi. Sonuglar test organizmalarinin

etrafindaki seffaf zona bakilarak duyarli ya da direngli olarak kaydedilmistir.

3.3.3. Antibiyotik duyarhlik testleri

Bakterilerin antibiyotiklere karsi duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in yapilan
calismada hazirlanan besi ortamina sivi soliisyon olarak hazirlanmis Streptomyces
bakterileri yayma metodu ile ekim yapildi ve hemen akabinde ticari antibiyotikler
(neomisin, oleondamisin, penisilin G, rifamisin) ve laboratuar ortaminda disklere
emdirme metoduyla hazirlanan antibiyotik diskleri petri kaplarma yerlestirilmistir.
Yaklagik 2-3 giin 27 °C'de inkiibasyondan sonra disklerin etrafinda meydana gelen
seffaf inhibisyon zonlarina gore o bakterinin diskte bulunan antibiyotige duyarli oldugu

belirtilmistir.

3.3.4. Degredasyon aktiviteleri

Izolatlar Cizelge 3.2°de belirtilen Ksantin % 0.4, Guanin % 0.05, Arbutin % 1,
Tirozin % 0.05, Kazein % 1, Ure % 1, Jelatin % 1 olmak iizere 7 substrat maddeyi
degrede edebilme Ozelliklerine gore incelenmistir. Streptomyces suslart her bir madde
i¢cin ayr1 ayr1 besi yerine standart olarak 7 pL ekim yapildi. Bu degredasyon testleri i¢in,

bazal ortam olarak Bennett’s Agar (Jones, 1949) kullanildi. Tiim substrat maddeler, 3
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giin boyunca 30 dk. tindalizasyon yontemiyle sterilize edildi. Ortalama 3 giin 27 °C’de
inkiibe edildikten sonra her bir test susunun besiyeri ortaminda olusturdugu koloniler
etrafinda veya petri plaginin alt kismindan bakildiginda seffaf bir zon olusmussa pozitif

(+), olusmamissa negatif (-) olarak degerlendirildi.

3.3.5. Fizyolojik ve kimyasal inhibitor testleri

Streptomyces suslarinin 45 °C’de gelisme yetenekleri gozlendi. Sicaklikta
gelisme testleri icin Bennett’s Agar kullanildi. Test izolatlar1 inokiile edildikten sonra
45 °C sicakliga ayarlanmig etiivde inkiibe edildi. Petrilerde gbzlenen koloniler pozitif
sonug olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol ile esit veya fazla biiylime (+) olarak, aksi
halde (-) olarak degerlendirildi. NaCl (% 5, 10, 15), sodyum asetat (% 0.1), sodyum
sitrat (% 0.01), sodyum azit (% 0.01), fenol (% 0.1) olmak tizere 6 farkli kimyasal
inhibitoriin farkli yogunluklarda gelisme kabiliyetleri iizerine test edildi. Bazal ortam
olarak Bennett’s Agar kullanildi. inhibitér maddeler, 50 ml saf su igerisinde ¢oziildii ve
bazal ortama ilave edilip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. 27 °C’de 7 ve
14 giin inkiibasyondan sonra okundu. Test suslari, kimyasal inhibitorlere direng

gostererek gelismis ise pozitif (+), gelismemis ise negatif (-) olarak degerlendirildi.

3.3.6. Lipolizis testi

Bu testler Nitsch ve Kutzner (1969) metoduna gore hazirlanan egg yolk medium
da belirlenmistir. Test izolatlar1 egg yolk agara ekilerek 25 °C sicaklikta inkiibasyona
birakildi ve 2, 4 ve 6. giinlerde ¢iplak goz ile lipolizis aktivitesi i¢in degerlendirilmistir.
Lipolizis aktivitesi ise yine gelisen koloniler etrafinda meydana gelen 10-15 mm

capindaki parlak zon ile belirlenmistir.

3.3.7. Pektin Hidrolizi

Test izolatlar1 Hankin ve ark., (1971) tarafindan 6ngiiriilen, % 0.5 w/v pektin
ilaveli besiyerine ekilerek, 25 °C sicaklikta 6 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonrasi petriler 1sitilmig hekzadesiltrimetilamonyum bromid (% 1 w/v, CTAB)
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soliisyonu ile muamele edilmistir. Gelisen koloniler etrafinda olusan seffaf zon pozitif

sonug olarak kaydedilmistir

3.3.8. Azot kaynaklan testleri

Test suslari, gelisme ve enerji gereksinimleri i¢in 9 farkli azot kaynagini
(Cizelge 3.2) kullanabilme kabiliyetleri {lizerine test edilmistir. Azot kaynaklarinda
gelisme testi i¢in, bazal ortam olarak Williams ve ark. (1983) tarafindan tanimlanan azot
kaynagi kullanim ortami kullanilmistir. Uygun miktardaki her bir azot kaynagi 50 ml
saf suda ¢oziiliip tindalizasyon teknigi ile steril edilerek aseptik sartlarda steril bazal
ortama ilave edilmistir. Negatif kontrol olarak sadece bazal ortam, pozitif kontrol olarak
da L-asparagine (% 0.1, w/v) ilave edilmis bazal ortamlar kullamlmstir. Inokiilasyon
iki kontrol ortamma da yapilmistir. Inokiilasyon yapildiktan sonra plaklar, 27 °C’de
inkiibasyona birakilmis ve test plaklarinin degerlendirilmesi inkiibasyonun 7 ve 14’{incii
giinlerde pozitif ve negatif kontrol plaklarmin her ikisi ile karsilagtirilarak yapilmistir.
Test suslarinin gelismesi, negatif kontrol plagindaki gelismelerden daha genis veya
pozitif kontrol plagindaki gelismelere esit ya da yakin ise pozitif (+); negatif kontrol
plagindaki gelismelere esit veya gelisme daha az ise negatif (-) olarak kaydedilmistir.

3.3.9. Karbon kaynaklari testleri

Test suslari, gelisme ve enerji gereksinimleri icin 18 farkli karbon kaynagini
(Cizelge 3.2) kullanabilme kabiliyetleri iizerine test edildi. Karbon kaynaklarinda
gelisme testi i¢in, bazal ortam olarak ISP 9 besiyeri kullanildi (ISP 9; Shirling ve
Gottlieb, 1966). Her bir karbon kaynagindan 0.5 g tartildi ve 50 ml saf suda ¢oziiliip
tindalizasyon teknigi ile sterilize edilerek, steril karbon kaynagi aseptik sartlarda bazal
ortama ilave edildi. Negatif kontrol olarak sadece bazal ortam, pozitif kontrol olarak da
glikoz (% 1.0, w/v) ilave edilmis bazal ortamlar kullamldi. Inokiilasyon yapildiktan
sonra, 25 °C’de inkiibasyona birakildi ve degerlendirme, inkiibasyonun 7. ve 14.
giinlerinde pozitif ve negatif kontrol plaklarmin her ikisi ile karsilastirilarak yapildi.

Test suslarinin geligsmesi, negatif kontrol plagindaki gelismelerden daha genis veya
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pozitif kontrol plagindaki gelismelere esit ya da yakin ise pozitif (+); negatif kontrol
plagindaki gelismelere esit veya gelisme daha az ise negatif (-) olarak kaydedildi.

3.4. Niimerik Taksonomik Analiz

179 test susuna (test sayisi) birim karakterin uygulanmasi sonucu, biitlin test
sonugclari ikili formata uygun olarak pozitif sonuglar i¢in “+” ve negatif sonuglar igin “-”
kullanilarak kodlanmistir. Temel karbon ve enerji kaynagi kullanim testi ile temel azot
ve enerji kaynag kullanim testi, Sneath ve Sokal (1973) tarafindan tanimlanan metoda
uygun sekilde, pozitif ve negatif kontrol plagindaki gelismeler ile karsilagtirilarak
degerlendirilmistir. Test plagindaki gelisme, pozitif kontrol plagindaki gelismeye esit
veya daha yakin ise pozitif (+), negatif kontrol plagindaki gelismeye esit veya daha

zay1f ise negatif (-) olarak kaydedilmistir.

3.5. Spor Zincir Morfolojisinin Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile

Belirlenmeleri

Daha onceden saflagtirthp -20 °C’de gliserol igerisinde saklanan olasi
Streptomyces izolatlarindan segilen 7 sus Bennets Agar besi ortaminda 7 giin 27 °C’de
gelistirilerek hizmet alimi  karsihifinda Ankara Universitesi Niikleer Bilimler

Enstitiisiine SEM c¢ekimleri yaptirilmistir.

Cizelge 3.3. Elektron Mikroskobunda Spor Zincir Morfolojisinin belirlenmesi i¢in
kullanilan suslar.

Laboratuar No Numune No Alindig1 Bolge
HS002 F2 Karasu
HS012 F14 Muradsu
HS025 F7 Delicay
HS056 F5 Bendimahi
HS069 F7 Delicay
HS112 F6 Bendimahi

HS152 F4 Bendimahi
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3.6. Bilgisayar Yardimi ile Tam1 Calismasi

Toplam 179 Streptomyces bakterisine uygulanan tiim fenotipik testlerin
sonuglar1 IDENTAX Bacterial Identifier 1.2 programu ile analiz edilerek bilgisayar
yardimi ile teshis edildi (Ek. 4). Test organizmalar1 Williams ve ark., (1983b) ve
Bergey’s Manual 4. Ciltte Streptomyces tiirleri i¢in tavsiye ettikleri frekans matriksine
gore dizayn edilmis major ve mindr Streptomyces taksonlari icin belirlenen test
kullanilarak teshis edildi. Teshisler i¢in bu teshis matriksi sonucu elde edilen en yiiksek

deger dikkate alinmistir. Sonuglar her bir takson i¢in ayr1 olarak verildi.

3.7. Molekiiler Taksonomik Calisma

Calismada renk gruplandirmasi ve niimerik analiz sonucuna gore toplam 11 test

organizmasi se¢ildi. Kismi 16S rDNA analizi ve filogenetik analizleri yapildi.

Cizelge 3.4. DNA calismalari i¢in segilen test organizmalari.

Laboratuar No Numune No Alindig1 Bolge
HS007 F15 Muradsu
HS008 F15 Muradsu
HS027 F4 Bendimahi
HS029 F14 Muradsu
HS031 F21 Kotum
HS040 F6 Bendimahi
HS050 F7 Deligay
HS052 F9 Delicay
HS092 F9 Deligay
HS099 F21 Kotum
HS129 F19 Kotum

3.7.1. Test Suslarimin Kaynag ve Biiyiitiilmeleri

Molekiiler caligmalar icin segilen 11 test mikroorganizmasinin izolasyon
kaynag1 Cizelge 3.4 de belirtildi. Izole edilen bu suslar bennet’s agar besi yerinde 4 giin
27 °C’ de gelistirildi. Test suslarinin gliserol stoklarindan Bennett’s agar besiyerlerine

ekim yapilarak 27 °C’de 64 saat inkiibasyona birakildi. Burada besiyerinin yiizeyde
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meydana gelen koloni iiremelerinden 6ze yardimiyla koloniler toplanarak genomik

DNA izolasyonu igin kullanildi.

3.7.2. Genomik DNA izolasyonu

Bakterilerden genomik DNA izolasyonu i¢in Ausubel ve ark. (1994), metodu
modifiye edilerek kullanilmistir. Izolasyon igin kullanilan tampon ve diger ¢dzeltilerin
icerikleri Ek 2’de verilmistir.

Metodun uygulanist asagidaki gibidir.

1. Steril, agz1 kapakli ependorflara 800 uL. STE tamponu konularak icerisine 4-5 6ze
dolusu daha onceden Bennet’s agar besiyerinde gelistirilmis bakteri biomas: ilave
edilmistir.

2. Tiipler 2700 rpm’de vortekslenerek homojenizasyon saglanmaistir.

3. Vortekslenen tiipler 10000 rpm’de 10 dk. santrifiijjlendikten sonra iist faz
mikropipetle alinmis ve pellet {izerine tekrar 800 uL. STE tamponu eklenerek 10 dk.
10000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

4. Santrifiij sonrasi olusan iist faz atilip pellet tizerine 400 pL. STE tamponu ilave
edilmistir. Tamponun pelletle tamamen karismasi saglanmistir.

5. Tipler 75 °C’ye ayarli su banyosunda 30 dk. inkiibe edilmistir.

6. Su banyosundan ¢ikartilarak 50 uL % 10’luk SDS ve 2 uL proteinaz K eklenen tiipler
40 °C’ye ayarli su banyosunda 1 saat bekletilmistir.

7. Inkiibasyon sonrasi tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0.75 - 0.8 olacak sekilde
5M NaCl ve 0.1 hacim % 10 CTAB / 0.7 M NaCl eklenmistir.

8. Tipler 65 °C’ye ayarli su banyosunda 10 dk. inkiibe edilmistir.

9. Esit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol ilave edilen tiipler 10 dk. oda sicakliginda
hematoloji ¢alkalayicisinda karistirilmigtir.

10. Tipler 16000 rpm’de 15 dk. santrifiijlendikten sonra iist faz yeni steril ependorf
tiiplere aktarilmistir. Her bir tiipe 0.1 hacim % 10 CTAB /0.7 M NacCl ilave edilmistir.
11. 65 °C’ye ayarli su banyosunda tiipler 10 dk. bekletilmistir.

12. Tiiplere esit hacimde 25:24:1 fenol:kloroform:izoamilalkol eklenmis ve tiipler 10 —

20 dk. oda sicakliginda, hematoloji ¢alkalayicisinda ¢alkalanmuistir.
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13. Tiipler 16000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Olusan iist faz yeni steril bir ependorfa
alinmus ve lizerine esit hacimde 24:1 kloroform: izoamilalkol eklenmistir.

14. Hafif sekilde tiipler 10 dk. karigtirilmistir.

15. Ust faz tekrar yeni steril bir ependorf tiipiine aktarilmis ve iizerine 0.8 hacim
isopropanol (-20 °C) ilave edilerek tiipler -20 °C’de bir gece bekletilmistir.

16. Daha sonra tiipler 16000 rpm de 15 dk. santrifiij edilmis ve supernatant atilmistir.
17. Her bir sus igin steril ependorf tiiplerine % 70°lik etil alkolden 100 pL konulmustur.
Pipetin yardimiyla DNA bu tiiplerde yikanmistir.

18. Tekrar 16000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmis ve supernatant atilmistir.

19. Kalan etil alkoliin ugmast ve DNA“nin kurumasi i¢in DNA’lar seffaf bir goriiniim
alana kadar oda sicakliginda bekletilmistir.

20. Elde edilen DNA miktarina gore steril ependorf tiiplerine 30 -100 pL TE c¢ozeltisi
konulmustur.

21. DNA iyice ¢ozlindiikten sonra tiiplere 2 uL. RNAz ilave edilmistir.

22. 2-3 sn. santrifiij edilen tiipler 37 °C’de 30 dk. bekletilmistir.

23. Sonra tiipler etiketlenerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

DNA numuneleri, izolasyon isleminin sonunda agaroz jel elektroforeze
kosturularak kontrol edilmistir. Izole edilen DNA numunelerinin agaroz jelde goriiniir
hale gelmesi i¢in jel igerisine floresans 6zellik gdsteren etidyum bromid boyasi ilave
edilmistir. Etidyum bromid ¢ift zincirli DNA nin baz ciftlerine baglanarak 254 veya 312
nm dalga boyunda UV transilliiminatérde kirmizi floresans yayma 6zelligi gosterir. Bu
ozellik DNA izole edilmis ise UV translilliiminator iizerinde agaroz jelde bantlarin
goriinmesini saglar. Bunun i¢in 0.4 g (% 1) agaroz 40 ml 1X TBE tamponu bulunan 100
ml’lik erlene ilave edilmistir. Karigtirildiktan sonra mikro dalga firin yardimiyla
tamamen agarozun erimesi saglanmis ve ortalama 60 °C’ye soguyunca igerisine 6 pL
etidyum bromid (10 mg/ml) ilave edilmistir. Erlen hava kabarcigi olusmayacak sekilde
hafifce karistirilmistir. Elektroforez tablasi diiz bir zemine yerlestirildikten sonra jel
sollisyonu hava kabarcigi olusturulmadan dokiilmiistiir. Taraklar dikkatli bir sekilde
yerlestirilmistir. Agarozun donmasindan sonra tarak ¢ikarilmis (15-20 dk) ve i¢inde 1X
TBE pH 8 tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir. Taragin olusturdugu

bosluklara her bir DNA numunesinden 10 pL ve 8 pL yiikleme boyasi (Brom Fenol
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Mavisi) ile birlikte toplam 18 pL olarak yiiklenmistir. Agaroz jel 100 voltta ortalama 20

dk elektroforez edilmis ve UV transilliiminator’de goriintiilenmistir.

3.7.3. 16S rDNA geninin PCR ile ¢ogaltilmasi ve saflastirilmasi

Bakterilerin biitiin hiicre DNA’s1 izole edildikten sonra 1492R ve 27F primerleri
kullanilarak PCR ile 16S rDNA ‘s1 kismi amplifiye edildi. PCR karigimi i¢in primerler,
hedef DNA, tag polimeraz, Taq polimeraz enzim tamponu ve MgCl. PCR tiiplerine
konuldu ve akabinde PCR cihazina yerlestirildi. Test organizmalar1 arasindaki benzerlik
ve farkliligi ortaya koymak 16S rDNA boélgeleri PCR ile ¢ogaltildi. Toplam 4 test
organizmasi non-sporolasyon besi ortaminda 3 giin siire ile 25 °C’de inkiibe edildi.
Biitiin tamponlar hazirlanarak, gerekli maddeler ve enzimler ticari sirketlerden satin
alindi. Elde edilen izolatlarin ve kontrol olarak kullanilan Streptomyces suslarinin izole
edilen DNA'larin konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak, 260 nm dalga boyunda
olgiildii. 16S rDNA’y1 ¢ogaltmak igin 1492R (5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT3)
ve 27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3') spesifik primerleri kullanildi. PCR
amplifikasyonu Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480 ile 0.5 mL PCR tiipleri
kullanilarak yapildi. Taq DNA polimeraz, MgCl2 soliisyonu ve Taq tamponu,
deoksiriboniikleotidler (ANTPs) ticari sirketlerden satin alindi (Fermentas). Tim PCR
karisimi  (Cizelge 3.5) mikrofiij tiiplerinde hazirlandiktan sonra diisiik seviyede
vortekslendi ve PCR cihazina yerlestirinceye kadar buzda tutuldu. PCR programi
baslangi¢ 95 °C’de 5 dk, 35 dongii, denatiirasyon i¢in 95 °C’de 1 dk, anneling 55 °C’de
1 dk, uzama i¢in 72 °C’de 1 dk ve son olarak 72 °C’de 10 dk olarak ayarlandi. PCR’da
cogaltilmis16S rDNA’lar1 % 1°lik 0.5 pg/ml ethidium bromide igeren agaroj jelde (0.5
X TBE tampon) Kosturuldu. Yaklagik 5 uL PCR iiriinii jel yiikleme boyasi (mavi renkli)
ile birlikte karistirilarak jele yiiklendi ve 100V, 1 saat boyunca kosturuldu.

Cogaltilan 16S rDNA segmenti molekiiler marker ile (Gene RulerTM 100 bp
DNA Ladder Plus, MBI Fermentas) kiyaslanarak 1200 bp uzunlugundaki band tespit
edildi (Kim ve ark, 1996; Rintala ve ark, 2001; Lanoot ve ark, 2005).
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Cizelge 3.5. PCR cihazinda her bir 6rnek icin gerekli olan madde miktarlar

Kullanilan Madde Miktar
DNA ornegi 5ulL
Deionize su 33.25 uL
MgCl; 3ulL
Primer Forward 1 uL
Primer Reverse 1 uL
ddntp 1 uL
Taq Tamponu 5 ulL
Taqg polimeraz 0.25 uL
Toplam 50 uL

16S rDNA’nin tesbit edilen 1200 bp uzunlugundaki PCR iiriinii daha sonra dizi
analizi i¢in saflastirildi. Saflagtirma islemi asagidaki gibi uygulandi;
1. PCR iiriiniin jel elektroforezde yiiriitiilmesi i¢in 2 pL (stok solilisyon 10 mg/mL)
etidyum bromid ilaveli % 1°lik agaroz jel (40 ml IXTBE, 0.4 g agaroz) hazirlandi.
2. Her bir organizmanin PCR firiinii, yiikleme tamponu (brom fenol mavisi) ile
homojenize edilerek jelin cukurlarina yiiklendi.
3. Yiikleme yapildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde 80 voltta 1 saat elektroforez edildi.
4. Sonuglar UV trasilliminator’de kontrol edildikten sonra, hedef {iriiniin bulundugu jel
bolgesi kesilerek eppendorf tiipe transfer edildi.
5.-18 °C’de en az 1 saat (gece boyunca) veya -70 °C’de 30 dk bekletildi.
6. Buzdan alinan 6rnekler sicak su banyosunda 55 °C’de jel tamamen eriyinceye kadar
(1saat) bekletildi.
7. 1/10 veya % 10 hacim 8 M LiCl: ilave edildi ve hafifge pipet ile homojenize edilerek
10 dk. buz igerisinde sogutuldu.
8. Eppendorf tiipteki miktara esit olacak sekilde (v/v) fenol-kloroform ilave edildi. Tip
el ile alt iist edilerek homojenizasyon saglandu.
9. 13 000 rpm de 10 dk santrifiij edildikten sonra iist faz dikkatlice yeni steril eppendorf
tiipe alindu.
10. Ust fazin 2.5 kat1 % 96’Iik etil alkol ilave edildi. Tiip hafifce alt iist edilerek
DNA’nin ¢okmesi saglandi.
11. -18 °C’de 1 saat veya -70 °C’de yarim saat bekletildi.
12. 13 000 rpm de 20 dk santrifiij edildikten sonra sivifaz uzaklastirildi.
13. 13 000 rpm de 5 dk % 70’lik etanol ile pellet 2 defa yikandi.
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14. Pellet oda sicakliginda 30 dk bekletilerek kurutuldu.

15. 20-40 pL ddH20 ilave edilerek siispanse edildi.

16. PCR firiinii -18 °C’de tutuldu.

17. 3-5 pL PCR fiiriinii, PCR DNA marker ile birlikte % 1’lik agaroz jelde 100 voltta 15
dakika yiiriitiildii. Sonuglar UV-transilliminator’de (Vilber Lourmat, UV) gozlendi.

3.7.4. 16S rDNA geninin baz dizilerinin saptanmasi

Test organizmalarinin 16S rDNA’nin 1200 bp uzunluktaki kismini kodlayan gen
bolgeleri 1492R ve 27F primerleri kullanilarak Elmer DNA Thermal Cycler 480
yardimi ile ¢ogaltildi. Amplifikasyon triinleri % 1.5’luk agaroz jelde DNA Marker: ile
100 wvoltta 45 dk yiritilerek UV-Translimiinatér {izerinde kontrol edildi.
Amplifikasyon iriinleri otomatik sekanslama islemi i¢in hazir hale getirildi. Temsilci
test organizmalarimin 16S rRNA amplifikasyon iriinleri saflagtirildiktan sonra hedef
bolgenin baz dizilimi ABI PRISMTM Genetic Analyzer otomatik sekanslama cihazi
kullanilarak elde edildi. 16S rDNA molekiiliiniin yaklasik 1200 baz ¢ifti uzunlugunun
sekanslanmasi i¢in yine 1492R ve 27F primerleri kullanildi.

16S rDNA sekans baz dizilerinin elde edilmesi asagida belirtilen uygulamalar
sonucunda ger¢eklestirilmistir:

1. Sekanslama dongiisii, ABI PRISMR BigDye™ FS, AmpliTagR DNA Polimeraz
iceren Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit kullanilarak PE Applied
Biosystems tarafindan onerilen protokole gore yapildi.

2. Sekanslama dongiisii karisimi, sekanslama sartlar1 uygulanarak Thermal Cycler (ABI
9700, PE Applied Biosystems) da sekanslandi. Uzama {iriinleri DyeEx 2.0 Spin Kit ile
saflastirildi.

3. Saflagtirilan uzama iriinleri, Genetic Analyzer (ABI PRISM™ 310 Genetic
Analyzer, PE Applied Biosystems) cihazina yerlestirildi ve Lazer Detektor ile otomatik

olarak sekans okumasi bilgisayara kaydedildi.
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3.7.5. 16S rDNA baz dizilerinin analizi

NCBI/GenBank (Benson ve ark., 2004), EMBL (European Molecular Biology
Lab., Kanz ve ark., 2005) gibi data banklar araciligiyla Streptomyces 16S rDNA
niikleotid baz dizileri Mega7 programi kullanilarak hem veri tabanindaki yakin tiirlerle
hem de kendi aralarinda analiz edildi. Zayif nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani ‘N’
kodlu birka¢ baz) genellikle sekans baslar1 ve sonlarindaki bolgelerinde kesilerek
uzaklastirildi. Tim izolatlarin 16S rDNA niikleotid baz dizileri filogenetik
dendogramlarin olusturulmasi i¢in kullanildi. Mega7 programi i¢in uygun algoritmay1
hesaplamak igin jModel test programi kullanildi. Izolatlarin baz dizileri NCBI gen
bankasina kaydedildi ve giris numaralari (accession number) alindi. Mega7 programi ile
neighbour-joining metodu kullanilarak tiirlerin sekans yapilan gen bolgelerine gore
filogenetik pozisyonlar1 ve benzerlik oranlari belirlendi (Saitou ve Nei, 1987). Son

olarak tiirlerin akrabalik durumlarinin sematize edildigi dendogramlar olusturuldu.



4. BULGULAR

4.1. Sediment Orneklerinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Van goliine dokiilen 8 ana akarsudan toplamda 24 farkli sedimant Grnegi
almmistir. Her akarsudan ve akarsu yatagina ait bolgelerden yaklasik 10 metre
araliklarla {i¢ 6rnek olmak iizere toplamda 24 numune toplanmistir. Orneklerin alindig1
lokalitelerden bazi goriintiiler Sekil 4.1°de gosterilmistir. Alinan 6rneklerin izolasyonu
yapilmadan 6nce pH dereceleri Olciildii ve bu islem yapildiktan sonra nem olglimii

yapildi. pH ve nem oranlarini belirten oranlar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. Orneklerin alindig lokalitelerden bazi goriintiiler
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Cizelge 4.1. Numunelerin alindig1 bolgelerin pH ve nem oranlari

Lab. No Lokalite Nem (%) pH

F1 Karasu 65.0 7.12
F2 Karasu 67.6 7.17
F3 Karasu 71.2 7.30
F4 Bendimahi 57.1 6.59
F5 Bendimahi 59.3 6.67
F6 Bendimahi 64.8 7.00
F7 Delicay 65.9 6.86
F8 Deligay 66.1 6.92
F9 Delicay 68.7 6.95
F10 Zilan 61.5 7.15
F11 Zilan 62.6 7.52
F12 Zilan 64.2 7.65
F13 Muradsu 57.4 6.98
F14 Muradsu 61.0 7.36
F15 Muradsu 63.2 7.41
F16 Karmug 68.6 7.48
F17 Karmug 70.1 7.70
F18 Karmug 72.6 7.95
F19 Kotum 66.4 7.52
F20 Kotum 67.9 7.65
F21 Kotum 69.0 7.79
F22 Engil 51.9 7.17
F23 Engil 55.3 7.40
F24 Engil 57.8 7.55

4.2.Numunelerden izolasyon Calismasi Sonuclari

Bolge olarak 24 farkli noktadan alinan sediment Orneklerinden Streptomyces
bakterilerinin izolasyonu yapilmistir. Antibakteriyal bir antibiyotik olan Cycloheximid
(50 pg/ml) ve Antifungal bir antibiyotik olan nystatin (50 pg/ml) ilave edilmis Bennet’s
Agar, SM3 Agar ve Medium 65 besi ortamlarinda koloni olusturan Streptomyces
bakterileri havasal miselyum ve renk pigmentasyonuna gore izole edilmistir.
Streptomyces bakterileri dahil diger mikroorganizmalarinda ¢ogaldigi besiyeri
goriintiileri Sekil 4.2°de ve Streptomyces bakterilerinin saflastirma goriintiileri Sekil
4.3°de verilmistir. Izolasyon caligmalari sonucunda besiyerlerinde meydana gelen
toplam kolonilerin Streptomyces bakterilerine oranlari Bennet’s Agar igin sekil 4.3’te,
SM3 Agar i¢in sekil 4.4’te ve Medium 65 igin sekil 4.5’te verilmistir. izolasyon sonucu

farkli besiyerlerindeki mikroorganizma sayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir
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Streptomyces Streptomyces

Sekil 4.2. Streptomyces bakterileri dahil diger mikroorganizmalarinda ¢ogaldig1 besiyeri
gorintiileri
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Sekil 4.3 Streptomyces bakterilerinin saflagtirma goriintiileri
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Cizelge 4.2. Izolasyon sonucu farkl1 besiyerlerinde ¢ogalan mikroorganizma sayilar

Bennet’s Agar SM3 M65

Lab No  Actinobacteria Streptomyces Actinobacteria Streptomyce Actinobacteria Streptomyces

F1 13 3 3 0 6 0
F2 11 6 1 0 1 0
F3 19 12 9 0 9 0
F4 13 10 3 0 3 0
F5 15 8 5 0 1 0
F6 47 25 7 1 7 5
F7 31 12 9 3 7 2
F8 16 7 6 0 6 0
F9 29 6 8 2 9 8
F10 8 3 8 0 8 0
F11 9 1 0 0 9 1
F12 6 0 6 0 6 0
F13 12 2 2 0 0 0
F14 27 11 7 1 7 2
F15 17 5 1 1 7 2
F16 21 7 5 0 2 1
F17 16 5 6 0 1 0
F18 6 4 6 0 6 1
F19 7 3 2 0 7 0
F20 9 5 9 0 9 0
F21 19 6 1 0 9 2
F22 12 1 2 0 2 2
F23 3 1 3 0 3 0
F24 14 2 4 0 4 0
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Sekil 4.4. Bennet’s Agar’da meydana gelen toplam kolonilerin Streptomyces
bakterilerine oranlar1
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Sekil 4.5. SM3 Agar’da meydana gelen toplam kolonilerin Streptomyces bakterilerine
oranlari
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Sekil 4.6 Medium 65’te meydana gelen toplam kolonilerin Streptomyces bakterilerine
oranlari
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4.3. Renk Gruplandirmasi

Izolasyon sonucu elde edilen kiiltiirlerden saf kiiltiir meydana getirmek igin
Bennets Agar besiyerine ekim yapildi. Bu metot kullanilarak 179 Streptomyces kolonisi
saf bir sekilde elde edildi. Renk gruplandirmas: yapmak igin outmeal agar besiyeri
hazirlandi. Streptomyces bakterileri oatmeal besiyerine ekildi ve inkiibasyon igin etiivde
uygun sicakhiga birakildi. Inkiibasyon siiresinden sonra sonuglar degerlendirildi ve
izolatlar renk c¢esidine gore farkli gruplara ayrildi. Oatmeal Agar Besiyerine ekilen
izolatlardan elde edilen bazi goriintiiler Sekil 4.6.’da verilmistir. Renk gruplandirmasi
yapilirken havasal miselyum rengi, substrat misel rengi ve diffiiziye renk pigmenti
dikkate alindi. Gruplandirma sonucu havasal miselyum rengine gére 6, substrat misel
rengine gore 7 ve diffiiziye renk pigmentine gére 5 renk grubu olusmustur. Izolatlarm

renk grubu dagilimi ile ilgili istatistikler Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Oatmeal Agar besiyerine ekim yapilan Streptomyces izolatlarinin 27°C’de
14 giin gelisimi sonucu olusan renk gruplari

Renk Grubu ~ Numune No Havasal Miselyum Substrat Miselyum Difliziye Renk
Rengi Rengi Pigmenti
1. Grup HS001 Beyaz Sar1 Negatif
HS004 Beyaz Krem Negatif
HS005 Beyaz Sari Negatif
HS006 Beyaz Sari Negatif
HS007 Beyaz Krem Negatif

HS018 Beyaz Kahverengi Kahverengi
HS021 Beyaz Beyaz Negatif
HS025 Beyaz Kahverengi Negatif
HS028 Beyaz Sar1 Negatif
HS043 Beyaz Sar1 Negatif
HS044 Beyaz Sari Negatif

HS045 Beyaz Kahverengi Kahverengi
HS047 Beyaz Sari Negatif
HS048 Beyaz Beyaz Negatif
HS049 Beyaz Krem Negatif
HS057 Beyaz Sar1 Negatif
HS062 Beyaz Sar1 Negatif
HS065 Beyaz Beyaz Negatif
HS072 Beyaz Krem Negatif
HS073 Beyaz Beyaz Negatif
HS074 Beyaz Turuncu Turuncu
HS075 Beyaz Sar1 Negatif
HS076 Beyaz Sar1 Negatif
HS078 Beyaz Krem Negatif
HS079 Beyaz Krem Negatif
HS080 Beyaz Sar1 Negatif

HS084 Beyaz Beyaz Negatif
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Cizelge 4.3. Oatmeal Agar besiyerine ekim yapilan Streptomyces izolatlarinin 27°C’de
14 giin gelisimi sonucu olusan renk gruplar1 (Devami)

Renk Grubu ~ Numune No Havasal Miselyum Substrat Miselyum Difiiziye Renk
Rengi Rengi Pigmenti
1. Grup HS091 Beyaz Kahverengi Kahverengi
HS094 Beyaz Beyaz Negatif
HS096 Beyaz Beyaz Negatif
HS098 Beyaz Beyaz Negatif
HS099 Beyaz Krem Krem
HS114 Beyaz Beyaz Negatif
HS115 Beyaz Sar1 Negatif
HS119 Beyaz Beyaz Negatif
HS124 Beyaz Beyaz Negatif
HS125 Beyaz Sari Negatif
HS126 Beyaz Sari Negatif
HS127 Beyaz Sari Negatif
HS128 Beyaz Beyaz Negatif
HS130 Beyaz Krem Negatif
HS131 Beyaz Beyaz Negatif
HS134 Beyaz Beyaz Negatif
HS135 Beyaz Yesil Negatif
HS146 Beyaz Beyaz Negatif
HS148 Beyaz Krem Negatif
HS150 Beyaz Sar1 Negatif
HS151 Beyaz Sari Negatif
HS155 Beyaz Beyaz Negatif
HS159 Beyaz Beyaz Negatif
HS163 Beyaz Sar1 Negatif
HS164 Beyaz Sari Negatif
HS167 Beyaz Beyaz Negatif
HS171 Beyaz Beyaz Negatif
HS172 Beyaz Beyaz Negatif
HS179 Beyaz Beyaz Negatif
2.Grup HS002 Sar1 Sari Negatif
HS003 Sar1 Sari Negatif
HS017 Sar1 Sari Negatif
HS035 Sar1 Sari Negatif
HS037 Sar1 Sar1 Negatif
HS040 Sar1 Sar1 Negatif
HS042 Sari Sari Negatif
HS058 Sar1 Kahverengi Kahverengi
HS083 Sar1 Sar1 Negatif
HS088 Sar1 Sar1 Negatif
HS089 Sar1 Beyaz Negatif
HS108 Sar1 Sar1 Negatif
HS113 Sar1 Sar1 Negatif
HS132 Sar1 Sar1 Negatif
HS133 Sar1 Sar1 Negatif
HS156 Sar1 Sar1 Negatif
3.Grup HS129 Turuncu Turuncu Negatif
HS162 Turuncu Turuncu Negatif
4.Grup HS008 Gri Kahverengi Kahverengi
HS009 Gri Kahverengi Kahverengi
HS012 Gri Kirmizi Kirmizi

HS014 Gri Yesil Negatif
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Cizelge 4.3. Oatmeal Agar besiyerine ekim yapilan Streptomyces izolatlarinin 27°C’de
14 giin gelisimi sonucu olusan renk gruplar1 (Devami)

Renk Grubu ~ Numune No Havasal Miselyum Substrat Miselyum Difiiziye Renk
Rengi Rengi Pigmenti
4. Grup HS015 Gri Sar1 Krem rengi
HS019 Gri Krem rengi Negatif
HS020 Gri Kahverengi Kahverengi
HS023 Gri Krem rengi Negatif
HS024 Gri Beyaz Negatif
HS026 Gri Sar1 Negatif
HS027 Gri Krem rengi Negatif
HS029 Gri Kirmizi Kirmizi
HS030 Gri Kirmizi Kirmizi
HS033 Gri Yesil Negatif
HS036 Gri Beyaz Negatif
HS038 Gri Kahverengi Negatif
HS039 Gri Yesil Negatif
HS050 Gri Beyaz Negatif
HS053 Gri Yesil Negatif
HS054 Gri Yesil Negatif
HS055 Gri Yesil Negatif
HS056 Gri Yesil Negatif
HS059 Gri Kirmizi Negatif
HS060 Gri Kahverengi Kahverengi
HS061 Gri Kahverengi Kahverengi
HS063 Gri Sar1 Sar1
HS064 Gri Yesil Negatif
HS069 Gri Sari Negatif
HS071 Gri Kahverengi Kahverengi
HS077 Gri Yesil Negatif
HS087 Gri Krem rengi Negatif
HS093 Gri Beyaz Negatif
HS097 Gri Sari Negatif
HS102 Gri Yesil Negatif
HS103 Gri Krem rengi Negatif
HS105 Gri Krem rengi Negatif
HS106 Gri Krem rengi Negatif
HS138 Gri Kahverengi Kahverengi
HS139 Gri Kirmizi Kirmizi
HS141 Gri Kahverengi Kahverengi
HS144 Gri Kahverengi Kahverengi
HS147 Gri Yesil Negatif
HS154 Gri Kirmizi Kirmizi
HS160 Gri Krem rengi Negatif
HS166 Gri Krem rengi Negatif
HS168 Gri Beyaz Negatif
HS170 Gri Krem rengi Negatif
5. Grup HS010 Krem rengi Sar1 Negatif
HS011 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS013 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS016 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS022 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS031 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS032 Krem rengi Krem rengi Negatif

HS034 Krem rengi Krem rengi Negatif
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Cizelge 4.3. Oatmeal Agar besiyerine ekim yapilan Streptomyces izolatlarinin 27°C’de
14 giin gelisimi sonucu olusan renk gruplar1 (Devami)

Renk Grubu ~ Numune No Havasal Miselyum Substrat Miselyum Difiiziye Renk
Rengi Rengi Pigmenti
5. Grup HS041 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS046 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS052 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS066 Krem rengi Kahverengi Kahverengi
HS067 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS068 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS070 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS081 Krem rengi Sar1 Negatif
HS082 Krem rengi Sar1 Negatif
HS085 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS086 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS090 Krem rengi Kahverengi Kahverengi
HS092 Krem rengi Kahverengi Kahverengi
HS095 Krem rengi Sar1 Negatif
HS100 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS101 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS104 Krem rengi Beyaz Negatif
HS107 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS109 Krem rengi Sar1 Negatif
HS110 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS111 Krem rengi Sari Negatif
HS112 Krem rengi Beyaz Negatif
HS116 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS117 Krem rengi Kahverengi Kahverengi
HS118 Krem rengi Sari Negatif
HS120 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS121 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS122 Krem rengi Krem rengi Kahverengi
HS123 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS136 Krem rengi Kahverengi Kahverengi
HS137 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS140 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS142 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS143 Krem rengi Kahverengi Kahverengi
HS145 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS149 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS152 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS153 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS157 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS158 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS161 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS165 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS169 Krem rengi Sar1 Negatif
HS173 Krem rengi Beyaz Negatif
HS174 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS175 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS176 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS177 Krem rengi Krem rengi Negatif
HS178 Krem rengi Krem rengi Negatif

6.Grup HS051 Mavi Beyaz Negatif
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Sekil 4.7. Oatmeal Agar Besiyerine ekilen izolatlardan elde edilen bazi goriintiiler
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4.4, Niimerik Taksonomi

Uygun steril sartlar saglandiktan sonra Streptomyces suslar1 her bir bakteri i¢in
iki izolat olacak sekilde 9%20’lik gliserolde muhafaza edilmistir. Hazirlanan izolatlardan
birincisi test calismalar1 i¢in kullanilirken, ikincisi derin dondurucuda muhafaza
edilmistir. Yiizyetmisdokuz Streptomyces susu i¢in nlimerik taksonomi yapilmadan

once renk gruplandirilmasi yapilmstir.

4.4.1. Antimikrobiyal aktivite

Yiizyetmisdokuz Streptomyces izolati iizerine 3 tane patojen (1—Esherichia
coli, 2—Staphylococcus aureus, 3—Pseudomonas aeruginosa) test mikroorganizmasi
denenmis ve bu mikroorganizmalarin saflastirilmis Streptomyces tiirleri ile etkilesimi
incelenmistir. Izolatlar Bennet’s Agar besiyerine ekildikten sonra yaklasik 27°C’de 7
giin etiiv’de bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra her streptomyces bulunan petri
kutusuna patojenler mesafeli olacak sekilde ekildi. Inkiibasyon icin etiive birakilan
petriler 24 saat sonra incelendi ve antimikrobiyal faaliyetler tespit edildi. Sekil 4.7.’de
antimikrobiyal aktivite sonrasi elde edilen bazi goriintiiler verilmistir. Yapilan
gozlemler sonucunda streptomyces izolatlarinin % 28.49’u Esherichia coli’ye, %
48.04’1 Staphylococcus aureus’a ve % 6.70°i Pseudomonas aeruginosa’ya karsi
antagonistik etkide bulunmusgtur. HS087, HS107, HS117, HS149, ve HS179 kullanilan

patojenlerin tamamina kars1 antagonistik etki gostermistir.

Sekil 4.8. Antimikrobiyal aktivite sonrasi elde edilen bazi goriintiiler (1—Esherichia
coli, 2—Staphylococcus aureus, 3—Pseudomonas aeruginosa)
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Sekil 4.8. Antimikrobiyal aktivite sonrasi elde edilen baz1 goriintiiler (1—Esherichia coli,
2—Staphylococcus aureus, 3—Pseudomonas aeruginosa)



54

4.4.2. Antibiyotik duyarhhg:

179 Streptomyces izolatinin dort farkli antibiyotige olan direng ve
duyarhiliklarinin tespit edilmesi i¢in Bennet’s Agar besiyeri hazirlandiktan sonra elde
edilen suslart i¢in hazirlanmis sivi ortamdan besi ortamlarma 5 plL ekim yapildi
Bakterilerin homojen bir sekilde dagilmasi i¢in petri kutusunda yayma iglemi yapildi ve
Rifamisin (50 pg/ml), Penisilin G (50 ug/ml) Neomisin (100 pg/ml) ve Oleoandomisin
(100 pg/ml), antibiyotikleri ile hazirlanmis diskler petrilere yerlestirildi ve 27 °C’de bir
hafta bekletildi. Antibiyotigin etrafinda seffaf bir zon meydana gelmis ise bakterinin
antibiyotige duyarli oldugunu gosterir. Eger antibiyotik disk etrafinda herhangi bir zon
meydana gelmemis ise bakterinin antibiyotige karsi direngli oldugunu gosterir.
Streptomyces izolatlarinin % 87.70’1 Rifamisin’e, % 55.86’s1 Penisilin’e, % 97.76’s1
Neomisin’e ve % 41.89’unun ise Oleandomisin antibiyotigine karsi duyarli oldugu
tespit edildi. HS003, HS004, HS007, HS013, HS015, HS029, HS030, HS034, HS036,
HS041, HS043, HS047, HS051, HS052, HS054, HS056, HS067, HS070, HS073,
HS082, HS086, HS087, HS089, HS101, HS104, HS105, HS106, HS108, HS112,
HS119, HS121, HS129, HS130, HS134, HS145, HS148, HS149, HS152, HS157,
HS161, HS162, HS167, HS171, HS172, HS174, HS175, HS176 ve HS177 suslarinin
kullanilan antibiyotiklerin tamamina karst duyarli oldugu tespit edildi. Antibiyotik

duyarlilig testleri sonucu elde edilen bazi goriintiiler Sekil 4.9’de verilmistir.

Sekil 4.9. Antibiyotik duyarliligi testleri sonucu elde edilen bazi goriintiiler (1—
Rifamisin, 2— Penisilin, 3— Neomisin, 4— Oleoandomisin)
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Sekil 4.9. Antibiyotik duyarlilig1 testleri sonucu elde edilen bazi goriintiler (1—
Rifamisin, 2— Penisilin, 3— Neomisin, 4— Oleoandomisin)
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4.4.3. Degradasyon aktivite testleri

Saf bir sekilde elde edilmig 179 Streptomyces susu i¢in degredasyonda
kullanilacak maddelerin bulundugu besiyerleri hazirlanmistir. Besiyerlerine eklenen
maddeler ve oranlar1 Cizelge 4.4.‘te verimistir. Hazirlanan Bennet’s agar besiyerlerine
her bakteri susundan 5 pL ekim yapilmistir. Besiyerleri inkiibasyon igin 27 °C’de Etiive
birakilir. Yaklagik 4 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda bakteri suslarinin etrafinda
seffaf bir zon meydana gelmis ise bakterilerin bu maddeleri degrede ettigi anlasilir ve
sonug pozitiftir. Elde edilen sonuglara gore Streptomyces bakterilerinin % 97.20’si
Ksantin’i, % 96.08’i Guanin’i, % 49.72’si Kazein’i, % 96.08’i Arbutin’i, % 54.74 0
Ure’yi, % 96.64ii Jelatin’i ve % 26.81°i Pepton’u degrede etmistir.

Cizelge 4.4. Degredasyon aktivitesi igin besiyerlerine eklenen maddeler ve oranlari

Eklenen degredasyon Besiyerindeki Miktar (%)
maddesi
Ksantin % 0.4
Kazein %1
Guanin % 0.05
Arbutin %1
Ure % 0.1
Jelatin %0.1
Pepton % 1.5

4.4.4. Bilyiime testleri

Ik olarak Streptomyces suslari’nin farkli pH, sicaklik ve tuz oranlarinda gelisme
durumlart test edilmistir. 27 °C Streptomyces izolatlari’nin iiremesi ig¢in optimum
sicaklik olarak belirlenmistir. Bakteriler i¢in ekstrem olabilecek 5 °C ve 45 °C de
yapilan testlerde herhangi bir ¢ogalma meydana gelmemistir. Streptomyces suslari’nin
ortalama pH 7.15’te gelisme gosterdikleri tespit edilmistir. Farkli bir pH (4.2) araliginda
yapilan gelisme testinde izolatlarin tiremedikleri gozlenmistir. Farkli tuz yogunlugunda
bakterilerin gelisme durumlarmi incelemek igin, % 5, % 10, % 15 NaCl igeren
besiyerleri hazirlandi ve ekim yapildi. Inkiibasyon siiresinden sonra besiyerlerinde

kolonilerin gelismedigi gortilmistiir. Streptomyces suslari’nin % 26.81°i Sodyum azit
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(0.01), % 51.95’1 Fenol (0.1), % 98.88’1 Sodyum asetat (0.001) ve % 95.53"1i Sodyum

sitrat (0.1) igeren besiyerinde gelismistir.

4.4.5. Lipolizis Testi

Streptomyces suslart egg yolk agara ekilerek iki giin araliklarla gdzlem
yapilmustir. Lipolizis faaliyeti gosteren koloni etrafinda 10-15 mm c¢apinda meydana
gelen parlak zon pozitif olarak degerlendirilmistir. Izolatlarm % 14.52’si parlak zon

olusturmustur.

4.4.6. Pektin Hidrolizi

Streptomyces suslar1 pektin ilaveli besiyerine ekildikten sonra 6 giin etiive birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinden sonra 1sitilmis % 1’lik hekzadesiltrimetilamonyum bromid
eklenmistir. Kolonilerin etrafinda meydana gelen zonlar pozitif olarak kabul edilmistir.

Streptomyces suslari’nin % 40.78’1 zon olusturmustur.

4.4.7. Azot kaynaklarimin kullanim

Azot kaynaklarinin kullanimi tesleri i¢in 12 azot kaynag filtrasyon isleminden
gecirilerek steril edilmistir. Besiyerlerine % 0.1 oraninda (Williams ve ark., 1983) azot
kaynaklar1 eklendikten sonra Streptomyces izolatlarinin ekimi yapilmistir. Inkiibasyon
icin 27 °C’de 7 giin beklendikten sonra L-asparagin aminoasiti kriter alinarak diger azot
kaynaklarmin tireme sonuglari kaydedilmistir. Streptomyces izolatlarinin % 100°# L-
Asparagin’i, % 99.44°1 L — Sistein’i, % 93.85’1 L — Valin’i, % 97.76°s1 L — Sistin’i, %
97.76’s1 L — Arjinin’i, % 97.20°si L — Serin’i, % 92.17’si L — Metionin’i, % 97.76’s1 L
— Triptofan’1, % 98.32°si L — Hidroksiprolin’i ve % 89.38’i L- Fenilalanin’i azot

kaynagi olarak kullanmistir.
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4.4.8. Karbon kaynaklarmmin kullanimi

Karbon kaynaklarinin kullanimi tesleri i¢in 18 karbon kaynagi besiyeri (ISP 9)
hazirland1 ve her bir karbon kaynagi i¢in filtrasyon islemi yapilarak sterilize edildi ve
besiyerlerine eklendi. Saf bir sekilde elde edilen Streptomyces suslar1 i¢in hazirlanmis
stvi ortamdan besi ortamlarma 5 pl ekim yapildi. Inkiibasyon igin 27 °C’de 7 giin
beklendikten sonra glikoz igeren besiyeleri kriter alinarak diger karbon kaynaklari,
iireme durumlar1 ve koloni biiyiikliiklerine gore degerlendirilmistir. Yapilan testler
sonucunda Streptomyces izolatlarmin % 91.62°si Laktoz’u, % 92.17’si Maltoz’u, %
97.20’si Sukroz’u, % 66.48’i Fruktoz’u, % 91.06’°s1 Galaktoz’u, % 93.29’u Mannoz’u,
% 64.24’40 Arabinoz’u, % 48.04’4 Xylose’u, % 77.65’1 Ksilitol’ii, % 95.53’i
Mannitol’u, % 93.85’i Ramnoz’u, % 96.08°1 Arabitol’i, % 97.76’s1 Inositol’u, % 100G
Glikoz’u, % 92.73’t Dulcitol’tt % 95.53’4 Trehaloz’u, % 95.53’1 Eritritol’i ve %
89.38’1 Cellebiose’u karbon kaynagi olarak kullanmustir.

4.4.9. Niimerik analiz sonuglari

Izolasyon sonucu elde edilen 179 sterptomyces susu icerisinde renk grubuna
gore segilen 101 bakteri izolat1 i¢in uygulanan 77 testin verileri MVSP 3.22 programina
girilerek SSM matrikslerine gore UPGMA dendogram analizleri yapilmistir. Simple
Matching Coefficient analiz sonuglarina gore Sterptomyces bakterilerinin olusturdugu
dendogram Sekil 4.11° de verilmistir. Bakteri suslarmin tamami % 70 oraninda
benzerlik gostermistir. Elde edilen dendogramda % 87 benzerlik orani dikkate
alindiginda toplamda 11 kiime olusmustur. Bu 11 kiime igerisinde 4 majoér ve 7 mindr
grup meydana gelmistir. UPGMA dendograminda % 87 benzerlik oranina gére olusan

kiime sayis1 Ve izolatlarin dagilimi Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.10. Biyokimyasal testler sonucu elde edilen bazi goriintiiler (1-Pektin hidrolizi,
2-Azot kaynaklari, 3-Karbon kaynaklari, 4-Degredasyon testi, 5-Biiyiime
testi, 6-Lipolizis testi)



60

—

|
0 ] 07t

Sekil 4.11. UPGMA dendogram

_—
<>
—
—
x>
<>

N -

——
w

©O© oo

|
|

|
o



61

Cizelge 4.5. UPGMA dendograminda % 87 benzerlik oranina gore olusan kiime sayist

ve izolatlarin dagilimi

Kiime 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
No
HS050 HS032 HS022 HS092 HS090 HS053 HS030 HS081L HS095 HS006 HS042
HS049 HS031 HS100 HS091 HS066 HS019 HS029 HS079 HS010 HS097 HS037
HS051 HS078 HS058 HS039 HS059 HS016 HS043 HS098 HS003
HS070 HS129 HS014 HS012 HS093 HS040 HS028 HS002
HS068 HS023 HS027 HS061 HS080 HS001
HS067 HS074 HS060 HS075
HS052 HS045 HS071 HS005
HS086 HS018 HS009
HS085 HS069 HS020
HS034 HS063 HS008
HS013 HS026 HS025
HS011 HS056 HS021
HS024 HS007
HS015 HS004
HS036 HS094
HS064 HS084
HS054 HS072
HS033 HS062
HSO077 HS057
HS055 HS076
HS048

4.5. Bilgisayar yardimiyla yapilan tani sonuclari

179 Streptomyces susu i¢in 77 major ve mindr test uygulandi. Test sonuglari

Williams ve ark. (1983) tarafindan olusturalan matriksler kullanilarak bakterilerin

teshisi yapildi. Teshis igin IDENTAX 1.2 programi kullanildi. Teshis sonuglar1 Cizelge

4.7.”de verilmistir.

Elde edilen verilere gore IDENTAX programina gore 179 bakteri izolatindan

elde edilen verilere gore suslarin benzerlik gosterdigi tiirlerin isimleri ve oranlari major

ve mindr testler igin ¢izelge 4.6.’da verilmistir.



Cizelge 4.6. Suslarin Major ve Minor testler sonucu benzerlik gosterdigi tiirler ve
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oranlari
Major testler sonucu Sus  Mindr testler sonucu Sus sayisi
suslarin benzerlik gosterdigi sayis1  suslarin benzerlik gosterdigi
tiirler tiirler
Streptomyces cyaneus 48 Streptomyces flaveolus 58
Streptomyces phaeochromogenes 25 Streptomyces aureofaciens 44
Streptomyces violaceus 25 Streptomyces xanthochromogenes 32
Streptomyces diastaticus 19 Streptomyces alboflavus 18
Streptomyces lydicus 18 Streptomyces nogalater 8
Streptomyces microflavus 17 Streptomyces glaucescens 6
Streptomyces fulvissimus 10 Streptomyces graminofaciens 5
Streptomyces antibioticus 4 Streptomyces prasinosporus 4
Streptomyces exfoliatus 4 Streptomyces tubercidicus 1
Streptomyces filipinensis 4 Streptomyces luridus 1
Streptomyces atroolivaceus 1 Streptomyces rochei 1
Streptomyces anulatus 1 Streptomyces roseus 1
Streptomyces chromofuscus 1
Streptomyces chromogenus 1
Streptomyces rochei 1

Cizelge 4.7. Streptomyces suslarinin IDENTAX 1.2 programi yardimiyla elde edilen

teshis sonuglari

Izolatlar Major Minor

HS001 % 79.42 Streptomyces cyaneus % 99.39 Streptomyces xanthochromogenes
HS002 % 96.01 Streptomyces violaceus % 96.60 Streptomyces xanthochromogenes
HS003 % 83.36 Streptomyces phaeochromogenes % 99.71 Streptomyces aureofaciens
HS004 % 99.57 Streptomyces violaceus % 85.98 Streptomyces aureofaciens
HS005 % 76.53 Streptomyces microflavus % 99.51 Streptomyces aureofaciens
HS006 % 70.90 Streptomyces diastaticus % 86.67 Streptomyces roseus

HS007 % 99.57 Streptomyces violaceus % 86.88 Streptomyces aureofaciens
HS008 % 76.47 Streptomyces microflavus % 86.89 Streptomyces flaveolus
HS009 % 89.13 Streptomyces cyaneus % 77.32 Streptomyces flaveolus
HS010 % 97.95 Streptomyces violaceus % 63.10 Streptomyces aureofaciens
HS011 % 97.76 Streptomyces violaceus % 99.27 Streptomyces flaveolus
HS012 % 92.70 Streptomyces microflavus % 88.33 Streptomyces nogalater
HS013 % 83.02 Streptomyces anulatus % 68.93 Streptomyces flaveolus
HS014 % 77.86 Streptomyces antibioticus % 85.92 Streptomyces graminofaciens
HS015 % 75.69 Streptomyces diastaticus 9% 73.12 Streptomyces nogalater
HS016 % 70.90 Streptomyces diastaticus % 86.55 Streptomyces alboflavus
HS017 % 94.12 Streptomyces diastaticus % 100 Streptomyces prasinosporus
HS018 % 98.85 Streptomyces cyaneus % 62.34 Streptomyces nogalater
HS019 % 89.99 Streptomyces violaceus % 78.24 Streptomyces flaveolus
HS020 % 98.74 Streptomyces exfoliatus % 83.96 Streptomyces flaveolus
HS021 % 94.63 Streptomyces phaeochromogenes % 86.88 Streptomyces aureofaciens
HS022 % 98.30 Streptomyces violaceus % 81.62 Streptomyces aureofaciens
HS023 % 96.81 Streptomyces lydicus % 99.39 Streptomyces xanthochromogenes
HS024 % 70.83 Streptomyces lydicus % 78.43 Streptomyces nogalater
HS025 % 91.64 Streptomyces phaeochromogenes % 66.07 Streptomyces alboflavus
HS026 % 70.19 Streptomyces cyaneus % 66.79 Streptomyces flaveolus
HS027 % 97.69 Streptomyces microflavus % 99.53 Streptomyces aureofaciens
HS028 % 94.22 Streptomyces phaeochromogenes % 99.50 Streptomyces aureofaciens
HS029 % 82.72 Streptomyces exfoliatus 9% 93.18 Streptomyces flaveolus
HS030 % 88.80 Streptomyces filipinensis % 92.57 Streptomyces flaveolus
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Cizelge 4.7. Streptomyces suslarinin IDENTAX 1.2 programi yardimiyla elde edilen

teshis sonuglar1 (Devami)

Izolatlar Major Minor

HS031 % 94.94 Streptomyces violaceus 9% 99.53 Streptomyces aureofaciens
HS032 % 85.58 Streptomyces cyaneus 9% 84.80 Streptomyces aureofaciens
HS033 % 83.65 Streptomyces lydicus 9% 69.18 Streptomyces flaveolus

HS034 % 85.05 Streptomyces fulvissimus % 70.30 Streptomyces flaveolus

HS035 % 93.16 Streptomyces diastaticus % 78.73 Streptomyces prasinosporus
HS036 % 67.99 Streptomyces fulvissimus % 99.63 Streptomyces flaveolus

HS037 % 86.83 Streptomyces phaeochromogenes % 99.51 Streptomyces aureofaciens
HS038 % 63.86 Streptomyces filipinensis % 97.53 Streptomyces xanthochromogenes
HS039 % 92.18 Streptomyces diastaticus % 82.41 Streptomyces flaveolus

HS040 % 74.80 Streptomyces phaeochromogenes % 86.55 Streptomyces alboflavus

HS041 % 85.41 Streptomyces violaceus % 82.44 Streptomyces xanthochromogenes
HS042 % 87.10 Streptomyces microflavus % 99.51 Streptomyces aureofaciens
HS043 % 63.75 Streptomyces violaceus % 84.97 Streptomyces flaveolus

HS044 % 61.54 Streptomyces phaeochromogenes % 60.21 Streptomyces alboflavus

HS045 % 96.20 Streptomyces cyaneus % 95.62 Streptomyces xanthochromogenes
HS046 % 79.09 Streptomyces diastaticus % 78.47 Streptomyces xanthochromogenes
HS047 % 98.13 Streptomyces lydicus % 99.42 Streptomyces xanthochromogenes
HS048 % 73.60 Streptomyces lydicus % 85.07 Streptomyces flaveolus

HS049 % 88.79 Streptomyces cyaneus % 68.61 Streptomyces prasinosporus
HS050 % 95.90 Streptomyces filipinensis % 97.35 Streptomyces flaveolus

HS051 % 82.95 Streptomyces cyaneus % 97.48 Streptomyces xanthochromogenes
HS052 % 74.17 Streptomyces fulvissimus % 99.64 Streptomyces flaveolus

HS053 % 91.01 Streptomyces lydicus % 86.28 Streptomyces alboflavus

HS054 % 70.46 Streptomyces violaceus % 78.24 Streptomyces flaveolus

HS055 % 91.01 Streptomyces lydicus % 86.28 Streptomyces alboflavus

HS056 % 66.21 Streptomyces diastaticus % 85.35 Streptomyces graminofaciens
HS057 % 90.23 Streptomyces violaceus % 86.55 Streptomyces alboflavus

HS058 % 94.72 Streptomyces chromogenus % 68.64 Streptomyces xanthochromogenes
HS059 % 74.72 Streptomyces diastaticus % 67.73 Streptomyces aureofaciens
HS060 % 70.18 Streptomyces phaeochromogenes % 70.90 Streptomyces flaveolus

HS061 % 70.18 Streptomyces phaeochromogenes % 70.90 Streptomyces flaveolus

HS062 % 85.22 Streptomyces violaceus % 86.55 Streptomyces alboflavus

HS063 % 82.75 Streptomyces cyaneus % 99.98 Streptomyces flaveolus

HS064 % 61.76 Streptomyces diastaticus % 67.73 Streptomyces aureofaciens
HS065 % 72.48 Streptomyces chromofuscus % 73.68 Streptomyces tubercidicus

HS066 % 94.53 Streptomyces cyaneus % 99.99 Streptomyces flaveolus

HS067 % 94.87 Streptomyces cyaneus % 68.93 Streptomyces flaveolus

HS068 % 81.63 Streptomyces cyaneus % 94.26 Streptomyces glaucescens

HS069 % 85.41 Streptomyces cyaneus % 78.43 Streptomyces nogalater

HS070 % 94.87 Streptomyces cyaneus % 78.27 Streptomyces flaveolus

HS071 % 60.75 Streptomyces phaeochromogenes 9% 77.84 Streptomyces aureofaciens
HS072 % 90.23 Streptomyces violaceus % 86.55 Streptomyces alboflavus

HS073 % 69.43 Streptomyces cyaneus 9% 99.46 Streptomyces xanthochromogenes
HS074 % 99.14 Streptomyces cyaneus % 98.82 Streptomyces nogalater

HS075 % 76.53 Streptomyces microflavus % 99.51 Streptomyces aureofaciens
HS076 % 62.72 Streptomyces lydicus % 99.71 Streptomyces flaveolus

HS077 % 96.81 Streptomyces lydicus % 62.93 Streptomyces flaveolus

HS078 % 96.79 Streptomyces cyaneus % 85.40 Streptomyces flaveolus

HS079 % 72.31 Streptomyces phaeochromogenes 9% 86.55 Streptomyces alboflavus

HS080 % 94.63 Streptomyces phaeochromogenes 9% 81.63 Streptomyces aureofaciens
HS081 % 68.33 Streptomyces diastaticus % 86.55 Streptomyces alboflavus

HS082 % 90.00 Streptomyces violaceus % 84.97 Streptomyces flaveolus

HS083 % 69.37 Streptomyces diastaticus 9% 93.36 Streptomyces alboflavus
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Cizelge 4.7. Streptomyces suslarmin IDENTAX
teshis sonuglar1 (Devami)

1.2 programi yardimiyla elde edilen

Izolatlar Major Minor

HS084 % 87.86 Streptomyces lydicus 9% 99.97 Streptomyces xanthochromogenes
HS085 % 96.39 Streptomyces cyaneus 9% 99.48 Streptomyces flaveolus

HS086 % 74.17 Streptomyces fulvissimus 9% 99.27 Streptomyces flaveolus

HS087 % 72.35 Streptomyces cyaneus % 69.10 Streptomyces aureofaciens
HS088 % 94.63 Streptomyces phaeochromogenes % 81.63 Streptomyces aureofaciens
HS089 % 72.00 Streptomyces diastaticus % 99.97 Streptomyces xanthochromogenes
HS090 % 76.14 Streptomyces phaeochromogenes % 95.46 Streptomyces flaveolus

HS091 % 99.85 Streptomyces phaeochromogenes % 87.53 Streptomyces aureofaciens
HS092 % 99.78 Streptomyces phaeochromogenes 9% 92.14 Streptomyces flaveolus

HS093 % 96.02 Streptomyces antibioticus % 67.73 Streptomyces aureofaciens
HS094 % 98.60 Streptomyces microflavus % 98.33 Streptomyces xanthochromogenes
HS095 % 90.23 Streptomyces violaceus % 86.55 Streptomyces alboflavus

HS096 % 73.58 Streptomyces cyaneus % 70.40 Streptomyces aureofaciens
HS097 % 84.48 Streptomyces antibioticus % 96.22 Streptomyces aureofaciens
HS098 % 77.58 Streptomyces microflavus % 99.51 Streptomyces aureofaciens
HS099 % 67.26 Streptomyces atroolivaceus % 85.15 Streptomyces nogalater

HS100 % 80.38 Streptomyces exfoliatus % 100 Streptomyces xanthochromogenes
HS101 % 73.23 Streptomyces fulvissimus % 99.39 Streptomyces xanthochromogenes
HS102 % 74.91 Streptomyces diastaticus % 85.74 Streptomyces graminofaciens
HS103 % 92.06 Streptomyces cyaneus % 87.52 Streptomyces flaveolus

HS104 % 64.31 Streptomyces diastaticus % 92.78 Streptomyces aureofaciens
HS105 % 72.90 Streptomyces rochei % 67.07 Streptomyces aureofaciens
HS106 % 89.50 Streptomyces lydicus % 75.21 Streptomyces xanthochromogenes
HS107 % 99.50 Streptomyces lydicus % 99.97 Streptomyces xanthochromogenes
HS108 % 91.00 Streptomyces violaceus % 75.68 Streptomyces flaveolus

HS109 % 95.14 Streptomyces violaceus % 84.97 Streptomyces flaveolus

HS110 % 65.92 Streptomyces cyaneus % 99.27 Streptomyces flaveolus

HS111 % 61.17 Streptomyces microflavus % 86.88 Streptomyces luridus

HS112 % 94.87 Streptomyces cyaneus % 78.27 Streptomyces flaveolus

HS113 % 94.63 Streptomyces phaeochromogenes % 81.63 Streptomyces aureofaciens
HS114 % 73.68 Streptomyces diastaticus % 74.28 Streptomyces aureofaciens
HS115 % 76.53 Streptomyces microflavus % 99.50 Streptomyces aureofaciens
HS116 % 98.70 Streptomyces cyaneus % 99.97 Streptomyces xanthochromogenes
HS117 % 99.46 Streptomyces cyaneus % 97.78 Streptomyces nogalater

HS118 % 91.30 Streptomyces diastaticus % 99.66 Streptomyces alboflavus

HS119 % 83.36 Streptomyces phaeochromogenes % 99.71 Streptomyces aureofaciens
HS120 % 71.36 Streptomyces cyaneus % 68.93 Streptomyces flaveolus

HS121 % 94.87 Streptomyces cyaneus % 94.26 Streptomyces glaucescens

HS122 % 99.15 Streptomyces phaeochromogenes 9% 87.33 Streptomyces aureofaciens
HS123 % 93.00 Streptomyces cyaneus % 94.26 Streptomyces glaucescens

HS124 % 90.46 Streptomyces violaceus % 81.63 Streptomyces aureofaciens
HS125 % 90.46 Streptomyces violaceus % 66.49 Streptomyces aureofaciens
HS126 % 90.46 Streptomyces violaceus % 81.63 Streptomyces aureofaciens
HS127 % 90.46 Streptomyces violaceus % 79.96 Streptomyces flaveolus

HS128 % 82.79 Streptomyces microflavus % 89.47 Streptomyces prasinosporus
HS129 % 98.38 Streptomyces fulvissimus % 99.97 Streptomyces xanthochromogenes
HS130 % 79.34 Streptomyces fulvissimus % 72.88 Streptomyces xanthochromogenes
HS131 % 98.47 Streptomyces phaeochromogenes % 81.63 Streptomyces aureofaciens
HS132 % 81.38 Streptomyces phaeochromogenes 9% 99.85 Streptomyces aureofaciens
HS133 % 84.48 Streptomyces violaceus % 95.65 Streptomyces alboflavus

HS134 % 85.05 Streptomyces fulvissimus % 71.82 Streptomyces flaveolus

HS135 % 68.72 Streptomyces lydicus % 99.92 Streptomyces xanthochromogenes

HS136 % 90.46 Streptomyces phaeochromogenes

% 64.70 Streptomyces alboflavus
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Cizelge 4.7. Streptomyces suslarinin IDENTAX 1.2 programi yardimiyla elde edilen

teshis sonuglar1 (Devami)

Izolatlar Major Minor

HS137 % 65.92 Streptomyces cyaneus 9% 99.27 Streptomyces flaveolus

HS138 % 71.95 Streptomyces cyaneus % 77.23 Streptomyces flaveolus

HS139 % 84.81 Streptomyces filipinensis 9% 95.39 Streptomyces flaveolus

HS140 % 65.92 Streptomyces cyaneus % 99.27 Streptomyces flaveolus

HS141 % 71.95 Streptomyces cyaneus % 95.39 Streptomyces flaveolus

HS142 % 65.92 Streptomyces cyaneus % 70.30 Streptomyces flaveolus

HS143 % 87.77 Streptomyces phaeochromogenes % 68.55 Streptomyces alboflavus

HS144 % 71.95 Streptomyces cyaneus % 95.39 Streptomyces flaveolus

HS145 % 97.56 Streptomyces cyaneus 9% 94.26 Streptomyces glaucescens

HS146 % 62.57 Streptomyces cyaneus % 76.64 Streptomyces flaveolus

HS147 % 89.99 Streptomyces antibioticus % 62.34 Streptomyces xanthochromogenes
HS148 % 68.18 Streptomyces lydicus % 90.21 Streptomyces flaveolus

HS149 % 80.17 Streptomyces diastaticus % 99.97 Streptomyces xanthochromogenes
HS150 % 61.92 Streptomyces cyaneus % 97.23 Streptomyces aureofaciens
HS151 % 76.53 Streptomyces microflavus % 99.51 Streptomyces aureofaciens
HS152 % 80.83 Streptomyces cyaneus % 88.07 Streptomyces xanthochromogenes
HS153 % 91.91 Streptomyces cyaneus % 94.26 Streptomyces glaucescens

HS154 % 85.13 Streptomyces exfoliatus % 75.25 Streptomyces cellulosae

HS155 % 61.54 Streptomyces phaeochromogenes % 84.60 Streptomyces alboflavus

HS156 % 71.36 Streptomyces cyaneus % 89.88 Streptomyces xanthochromogenes
HS157 % 91.00 Streptomyces violaceus % 72.88 Streptomyces xanthochromogenes
HS158 % 95.72 Streptomyces violaceus % 72.88 Streptomyces xanthochromogenes
HS159 % 87.86 Streptomyces lydicus % 94.84 Streptomyces xanthochromogenes
HS160 % 87.52 Streptomyces diastaticus % 98.85 Streptomyces graminofaciens
HS161 % 68.18 Streptomyces lydicus % 90.21 Streptomyces flaveolus

HS162 % 98.18 Streptomyces fulvissimus % 99.27 Streptomyces flaveolus

HS163 % 94.63 Streptomyces phaeochromogenes 9% 81.63 Streptomyces aureofaciens
HS164 % 76.53 Streptomyces microflavus % 87.54 Streptomyces aureofaciens
HS165 % 93.00 Streptomyces cyaneus % 97.27 Streptomyces xanthochromogenes
HS166 % 98.19 Streptomyces microflavus % 99.83 Streptomyces aureofaciens
HS167 % 85.05 Streptomyces fulvissimus % 99.59 Streptomyces flaveolus

HS168 % 86.91 Streptomyces microflavus % 72.57 Streptomyces aureofaciens
HS169 % 93.00 Streptomyces cyaneus % 94.26 Streptomyces glaucescens

HS170 % 64.20 Streptomyces microflavus % 99.92 Streptomyces graminofaciens
HS171 % 94.87 Streptomyces cyaneus % 68.93 Streptomyces flaveolus

HS172 % 68.18 Streptomyces lydicus % 99.27 Streptomyces flaveolus

HS173 % 93.00 Streptomyces cyaneus % 68.93 Streptomyces flaveolus

HS174 % 68.18 Streptomyces lydicus % 99.64 Streptomyces flaveolus

HS175 % 94.80 Streptomyces cyaneus % 97.27 Streptomyces xanthochromogenes
HS176 % 94.87 Streptomyces cyaneus % 68.93 Streptomyces flaveolus

HS177 % 94.87 Streptomyces cyaneus % 97.27 Streptomyces xanthochromogenes
HS178 % 93.00 Streptomyces cyaneus % 68.93 Streptomyces flaveolus

HS179 % 98.28 Streptomyces microflavus % 99.56 Streptomyces aureofaciens

4.6. Spor Zincir Morfolojisinin Elektron Mikroskobu (SEM) ile Belirlenmeleri

Renk grubuna gore tespit edilmis bazi Streptomyces izolatlarinin Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) ile spor zincir morfolojilerine bakilmistir. HS025 koloni
goriintiisiit disinda HS002, HS012, HS056, HS069, HS112 izolatlarinin knobby



66

(budakli) goriintiisii olusturdugu goriilmiistiir. Streptomyces izolatlarinin Taramali
Elektron Mikroskobu goriintiisii Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16
ve Sekil 4.17°de verilmistir.

-

;-"'/ 4 f_/;/ ) P

EHT = 10.00 kV Mag= 500K X

WD = 8.0 mm EHT = 10.00 kV Mag= 7.00 K X

Sekil 4.13. HS012 nolu izolatin Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiisii.
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EHT = 10.00 kV Mag= 860X

Sekil 4.15. HS112 nolu izolatin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiisii.
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2 pm WD =10.0 mm EHT = 10.00 kV Mag= 5.00 K X

—

Sekil 4.16. HS056 nolu izolatin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) gériintiisii.

2 um WD = 95 mm EHT = 10.00 kv Mag= 4.00 K X

| —)

Sekil 4.17. HS069 nolu izolatin Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiisii.
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4.7. Genomik DNA izolasyonu

Ausubel ve ark. (1994) tarafindan gelistirilen yontem yardimiyla 11 bakteri

susundan elde edilen genomik DNA’lar, % 1’lik agaroz jelde yiiriitiildii

4.8.16S rDNA’min PCR Amplifikasyonu

11 Streptomyces susundan DNA izolasyonu yapildiktan sonra PCR ve
Elektroforez isleminin gergeklestirilmesi i¢in gerekli olan maddeler hazirlandi. PCR
islemi icin genellikle Streptomyces bakterilerinin 16S rDNA bdlgeleri i¢in dizayn
edilen 27 Forward ve 1492 Revers primerleri kullanildi. Uygun steril sartlar
saglandiktan sonra 1200 bp biiyiikliigiindeki DNA bolgesi PCR yapilarak ¢ogaltildi.
Islem sonucu elde edilen iiriinler % 1.5 lik agaroz iceren jelde yiiriitiildii. Yiiriitme

islemi tamamlandiktan sonra goriintiileme islemi yapildi.

4.9. 16S rDNA Gen Bolgesinin Analizi

11 Streptomyces susundan elde edilen PCR {iriinlerinin 16S rDNA gen
bolgesinin dizi analizi i¢cin BM Laboratuar Sistemleri firmasina hizmet alim1 yapilarak
sekanslama iglemi yaptirildi. Elde edilen diziler sirasiyala NCBI-GENBANK-Nukleotit
asamalarndan sonra tespit edilen yakin tiirler ile birlikte MEGA-7 programina aktarildi.
MEGA-7 programinda dizilerin uzunluklar1 dengelendikten sonra akrabalik derecesinin
tespit edilmesi i¢in filogenetik aga¢ olusturulmugtur.

Olusturulan Maksimum Likelihood filogenetik agacina gore iki ana klad
meydana gelmistir. Bunlardan birincisi Streptomyces tiirleri i¢in olusurken ikincisi
micromonospora tiirleri icin meydana gelmistir. Streptomyces tiirleri kendi arasinda iki
klad’a ayrilmistir.

Ust tarafta meydana gelen klad’da kendi arasinda kiimelenmeler meydana
getirmistir. Ust taraftaki kiimelenmede Streptomyces violascens KX775308, HS029,
HS092, Streptomyces coelicolor FR856603, Streptomyces violascens KY630734,
Streptomyces  purpurascens AB184851, Streptomyces coelicolor FR856603,
Streptomyces albidoflavus MF114298, HS129, HS007, Streptomyces flaveolus
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NR112267, HS052, Streptomyces collinus JN187857, Streptomyces flaveolus
KU647253, HS008, Streptomyces violaceolatus KT363060, Streptomyces flaveolus
AB184764, Streptomyces graminearus MF278648 Streptomyces flaveolus AB184131
tiirleri kendi arasinda alt gruplar meydana getirmistir.

Alt taraftaki kiimelenmede ise Streptomyces phaeochromogenes AB184726,
Streptomyces sanglieri AB249945, Streptomyces atratus FN646668, Streptomyces
drozdowiczii KY964408, HSO050, Streptomyces griseus KF849477, HS027,
Streptomyces microflavus JQ422121, HS031, Streptomyces cyaneofuscatus KX507059,
HS040, HS099, Streptomyces parvus KY213676, Streptomyces lavendulae X53173,
Streptomyces parvus AB184756, Streptomyces drozdowiczii AM921646 tiirleri kendi

arasinda alt gruplar olusturmustur.
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HS§092
Streptomyces albidoflavus MF14298
HS129

% ¥ I Streptomyces vlolascens KY630734

HS029
Streptomyces vlolascens KX775308

Streptomyces purpurascens AB184851
Streptomyces coellcolor FR85660
Streptomyces colnus KU647253

HS052

Streptomyces flaveolus KUS47253

HS007
Streptomyces flaveolus NR112267

Streptomyces flaveolus AB184764
Streptomyces flaveolus AB184131
Streptomyces graminearus MF278648

Streptomyces vlolaoeolatus KT363060
'|Streptomycesv lolaoeolatus KJ571032

- HS008

Streptomyces phaeochromogenes AB184726
— Streptomyces lavendulae X53173

55 HS031

HS040

Streptomyces griseus  KF849477

Streptomyces cyaneofuscavus KX507059

HS027

s}! Streptomyces microflavus  JQ422121

a2l HS099
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Sekil 4.18. 16S rDNA analizi sonucunda MEGA 7 programu ile olusturulan Maksimum
Likelihood (ML) filogenetik agaci (Bootstrap degerleri % 50’nin {izerinde
olanlar verilmistir).






5. TARTISMA SONUC

Bu ¢alisma 2016 yili igerisinde Van Golii’ne dokiilen 8 ana akarsudan sediment
orneklerinin alinmasi ile basglamistir. Alinan numunelerden izole edilen Streptomyces
bakterilerinin niimerik ve molekiiler teknikler kullanilarak teshisi yapilmustir. izolsyon
islemi yapildiktan sonra saf kiiltiirler elde edilmistir. Elde edilen 179 Streptomyces
bakterisine gelisim, biyokimyasal ve morfolojik olmak iizere toplamda 77 test
uygulanmistir. Yapilan testlerin sonuglart kullanilarak, niimerik analiz sonucu tiirlerin
benzerlik dendogrami olusturulmustur. Yiizyetmisdokuz izolattan, renk gruplarini
temsilen 7 tiirlin spor zincir morfolojisi elektron mikroskobu yardimiyla tespit
edilmistir. 11 izolatin 16S rDNA gen bolgesinin dizi analizi yapilarak tiirlerin niimerik

ve filogenetik pozisyonlar belirlenerek teshisleri yapilmistir.

5.1 izolasyon

Streptomyces bakterilerini sucul ve karasal ortamlardan izole etmek miimkiindiir
(Korn-Wendish ve Kutzner, 1992). Streptomyces tiirleri bulunduklar1 ortamda, yasam
alanmin O6zellikleri olan bitki Ortiisii, topragin organik madde igerigi ve tiirii, iklim,
sicaklik, topragin nem orani, pH gibi biyotik ve abiyotik birgok faktoérden etkilenir
(Kieser ve ark., 2000). Toprak, Streptomyces bakterilerinin iiremesi ve hayatta kalmasi
icin en iyi yagam ortamidir (Yousif ve ark., 2015). Bizim c¢alismamizda tatli sulardan
alinan sediment 6rneklerinden Streptomyces bakterileri izole edilmistir.

Ozdemir (2008) yaptig1 galismada bazi bitki tiirlerinin koklerinden alinan toprak
numunelerinden 230 Streptomyces bakterisi izole etmistir. Yaptigimiz ¢calismada akarsu
ortamindan alinan sedimentlerden elde ettigimiz izolat sayist1 179 olarak tespit
edilmistir. Bu noktada Van Golii havzasinda, Streptomyces bakteri sayisi dikkate
alindiginda toprak florasinin akarsu ortamina gore daha yogun oldugu belirlenmistir.
Sonug¢ olarak sucul ortamda Streptomyces izolat sayisinin az olmasinin sebebi bu
bakterilerin ana habitatinin toprak olmasindan kaynaklanmaktadir. Buna karsin

Veyisoglu'nun (2014) vyaptigt calismada Karadeniz dip sedimentinden aldigi



74

orneklerden bir¢ok yeni tiir tespit etmesi bu ¢alismada 1srarct olmamizin sebeplerinden
biri olmustur.

Yapmis oldugumuz ¢alismada Van Goli’ne dokiilen 8 akarsudan toplamda 24
sediment Ornegi alimmustir. Numuneler alinirken bolgelerin koordinatlar1 ve alinis
tarihleri kayit altina alinmistir. Nem oranlart % 51.9 ile % 72.6 arasinda degiskenlik
gostermistir. pH oranlarmin ise 6.86 ile 8.00 arasinda degiskenlik gosterdigi tespit
edilmistir. Streptomyces bakterilerinin ¢ogaldigi Bennet’s Agar (Wakisaka ve ark.,
1982), Medium65 (Rowbotham ve Cross, 1977) ve SM3 (Tan ve ark., 2006)
besiyerlerine ekim yapilmistir. Besiyerleri hazirlanirken 6zellikle kiif olusumuna sebep
olan funguslar izolasyon siirecinde kontaminasyona sebep olmustur. Bu sikintinin
giderilmesi i¢in Sikloheksimid (Goodfellov ve Haynes, 1984) antibiyotigi belirli
oranlarda kullanilmistir. Ayn1 sekilde gram (-) bakterilerin ¢ogalmasini engellemek
amaciyla Nystatin (Falconer, 1988) ve Novobiocin (Torikata ve ark.,, 1983)
antibiyotikleri belirli oranlarda kullanilmistir. Ekim yapilan besiyerleri inkiibasyon i¢in
Inkiibasyon siiresinden sonra morfolojik duruma gére yapilan sayim islemi sonucunda
Bennet’s Agar besiyerinde 145, SM3 besiyerinde 8, Medium65 besiyerinde ise 26
olmak {izere toplamda 179 Streptomyces bakterisi izole edilmistir. Yapilan son
caligmalar sucul ortamlardan alinan sediment drneklerinden Streptomyces bakterilerinin
cogalmasi icin Bennet’s Agar besiyerinin uygun oldugunu gostermistir (Veyisoglu,
2014). lIzolasyon ¢alismasinda, F6 (Bendimahi) istasyonunda 31, F7 (Deligay)
istasyonunda 17 ve F9 (Deligay) istasyonunda 16 tiir tespit edilmistir. Hafif alkali ve
n6tr pH’ya sahip topraklarda gok sayida Streptomyces bakterisi gozlemlendi (Watkins,
2013). Streptomyces bakterilerinin ¢ogalma oranlarinin yiiksek oldugu istasyonlarda
nem oraninin % 64.8 ile % 68.7 arasinda ve pH 6.86 ile 7.00 arasinda oldugu
goriilmiistiir. Veyisoglu (2014) yaptig1 calismada Karadeniz dip sedimentinden aldig1
orneklerin fizikokimyasal analizleri sonucu pH oranlarin1 7.51 ve 7.59 olarak tespit
etmistir. Streptomyces bakteri oraninin yiiksek olmasi, pH ve nem oranlariin paralellik
gostermesi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Molekiiler karakterizasyonun analiz sonuglarina goére habitatlar dikkate
alindiginda HS007 HSO052, Streptomyces phaeochromogenes (EU841549),
Streptomyces collinus (KY558686), Streptomyces flaveolus (KU647253)’iin yer aldigi
kiimedeki bakterilerin tamamu ile habitat benzerligi géze ¢arpmaktadir. HS092, HS129
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ve Streptomyces coelicolor (KY305481) bakterilerinin tamami sucul ortamdan izole
edildigi icin habitat uyumunun yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yine ayni sekilde
HS008, Streptomyces violaceolatus KT363060 ve Streptomyces graminearus
MF278648’in yiiksek oranda habitat uyumu gosterdigi goriilmiistiir.

Genel anlamda habitat olarak Streptomyces bakterilerinin toprak ortaminda oran
olarak yiiksek oldugu bilinmektedir. Fakat toprak ve su gecislerinin oldugu ekoton
bolgelerde bu oranin goz ardi edilmemesi gerektigini gostermektedir. Sonugta karasal,
gecis bolgeleri ve sucul bolgelerde cografik izolasyon gibi faktérlerden kaynakli genetik
stiriklenmeler sonucunda farkli tiir olusumlar ortaya ¢ikabilecegi gibi, farkli bolgelerde
ayni tlir adaptasyonlarinda olusabilecegi s6z konusu olabilir.

Renk grubu c¢alismasinda havasal miselyum rengine gore 6, substrat misel
rengine gore 7 ve diffliziye pigment iretimine dayali 5 renk grubu olusmustur.
Streptomyces bakteri ¢esitliliginin sucul ortamlarda, toprakta bulunma oranlarina gore

daha az olmasi1 renk grubu sayisinin daha az olmasina neden oldugu diistiniilmektedir.

5.2. Niimerik Taksonomi ve Bilgisayar Yardimi ile Tam

Niimerik taksonomi; niimerik olarak kodlanan ve bir karakter olarak kabul
edilen veriler i¢in ¢esitli yontemlerin kullanilmasi ve organizmalarin biitiinsel olarak
benzerligine dayanarak kiimelere yerlestirilmesi sonucu, dendogramlar olusturulup
iligkilerin ortaya konmasidir (Manfio, 1995). Streptomyces bakterilerinin sistematigi
tizerine yapilmis olan ilk ¢alismalar, genellikle morfoloji ve pigment olusumuna dayali
oldugu i¢in Streptomyces bakteri sayisinda artisa neden olmustur. Boylece yeni tiirlerin
simiflandirilmasi ve teshisi icin kabul edilen yoOntemlerin eksikligi, Streptomyces
bakterilerinin morfolojik ve ¢ogalma kiiltlirii karakterlerindeki farkliliklar ¢ergevesinde
adlandirilmasina neden olmustur. Bu sekilde Streptomyces bakterilerinin sayisi
1970’lerde 3000°e kadar ulasmistir. Bu suslarin ¢ogunun birbirlerinin benzeri oldugu
diistinilmektedir (Anderson ve Wellington, 2001). Streptomyces bakterilerinin
sistematigindeki sorunlarin ¢oziilmesindeki en Onemli katkiyr ¢ok sayida fenotipik
ozelligin kullanilmas1 sonucu meydana gelen niimerik taksonomi saglamistir. Niimerik
taksonomi sistemlerinden elde edilen bilgiler 1s18inda, Streptomycetes bakterilerinin

tanimlamas1 i¢in  veritabanlar1  olusturulmustur (Williams ve ark., 1983).
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Actinomycetesler arasindaki akrabaligin tespit edilmesinde species ve subspecies
seviyesine uygun bir yontem olan niimerik taksonomi, bakteriyel sistematikte birinci
temel basamagi olusturmaktadir (Kim ve ark., 1999). Niimerik taksonomi ¢alismalar1 ve
bilgisayar yardimiyla teshisi ger¢eklestirmek igin 179 Streptomyces bakterisine, havasal
spor olusumu, substrat miselyum olusumu, difiiziye pigment olusumu, antimikrobiyal
aktivite, degredasyon testleri, biiylime ve gelisme, azot kaynaklari, karbon kaynaklar
antibiyotik duyarliligi olmak iizere 9 test grubu olmak lizere 77 test uygulanmistir.
Yapilan test sayisinin yiiksek olmasi teshis asamasinda daha giivenilir sonuclar elde
edilmesini saglamistir.

Niimerik taksonomi sonuglari, sec¢ilmis olan test ve organizma, testlerde ortaya
cikan hatalar ve analiz edilen organizmalarin genetik kararsizliklari gibi unsurlar
olumsuz etkiler. Bu ylizden niimerik taksonomik sonuglar, polifazik taksonomi ile
desteklenmelidir (Ozdemir, 2008). Niimerik taksonomi ile beraber molekiiler
karakterizasyonun da yapilmasi ile daha saglikli sonucglarin elde edilecegi
diisiiniilmektedir. Yilzyetmisdokuz Streptomyces bakterisi i¢cin uygulanan testlerin
sonuglart IDENTAX 1.2 programina aktarilarak bakterilerin benzerlik oranlar tespit
edilmistir. Major testlerden elde edilen verilere gore bakterilerin % 18.43’# (33) teshis
edilen tiirlere % 95 ve {izerinde benzerlik gostermistir. Testlerden elde edilen sonuglarin
yiiksek oranlara sahip olmasi, kullanilan teshis matrik sayisinin fazla olmasindan
kaynaklandig1 ve dolaysiyla uygulanan test sayisinin artmast daha giivenilir sonuglarin
ortaya ¢ikmasinin kagiilmaz oldugunu gostermektedir. HS004 HS007 suslar1 % 99.57
Streptomyces violaceus olarak teshis edilmistir. Minor testlerden elde edilen verilere
gore bakterilerin % 35.75°1 (64) teshis edilen tiirlere % 95 ve lizerinde benzerlik
gostermistir. HS001, HS023 ve HS101 suslart % 99.39 HS084, HS107, HS116 ve
HS149 suslar1t % 99.97 Streptomyces xanthochromogenes olarak teshis edilmistir.
HS005, HS037, HS042, HS075, HS098 ve HS151 % 99.51 Streptomyces aureofaciens
olarak teshis edilmistir. HS011, HS086, HS110, HS137, HS140, HS162 ve HS172 %
99.27 Streptomyces flaveolus olarak teshis edilmistir. HS005, HS037, HS042, HS075,
HS098 ve HS151 % 99.51 Streptomyces aureofaciens olarak teshis edilmistir. HS017 %
100 Streptomyces prasinosporus ve HS100 %100 Streptomyces xanthochromogenes
olarak teshis edilmistir. Mevcut ¢alismamizda izolatlar arasindaki benzerlikler Ssm

benzerlik katsayilarina gore hesaplanirken, kiime olusturma durumlart UPGMA
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analizine goére yapilmistir. Ssm-UPGMA analizleri sonucu olusan kiimelenmelerin,
izolatlar arasindaki iliskiyi daha iyi yansittig1 i¢in, Ssm koeffisiyenti tercih edilmistir.
Oztiirk (2000) yaptig1 ¢alisma ile Ssm analizi sonucu % 82.5 oraninda benzerlik
gdsteren 7 major, 9 mindr ve 10 tek iiyeli kiime tespit etmistir. Yine Ozdemir (2008)
izole ettigi 230 Streptomyces bakterisine 105 farkli test uygulamis ve Ssm analizi
sonucu % 80 benzerlik oranini esas alarak 5 major, 4 mindr ve 10 tekli {iye tespit
etmistir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismadaki analiz songlarina gore olusan
dendogramki kiimelesme durumu dikkate alindiginda % 87 benzerlik oranina gore 7
mindr, 4 major ve 16 tekli liye olusmustur. Tespit edilen 4 major kiime, izolatlarin %
59.40’1n1 olusturmaktadir. Tekli iiyelerden HS065 ve HS087’nin Bendimahi c¢ayi,
HS046 ve HS051’in ise Deligay’dan izole edildigi tespit edilmistir. Yine minor ikili
kiimeden HS049 ve HS050’nin Delicay’dan izole edilmistir. Ssu-UPGMA’da yapilan
analizler sonucu kullanilan izolatlar arasinda %81 oraninda benzerlik oldugu
goriilmustiir. Duplike suslardan HS053-HS055, HS060-HS061 ve HS005-HS075
arsinda % 100 oldugu tespit edilmistir. Genel olarak benzerlik oranlarinin yiiksek
oldugu kiimelerde izolasyon bolgelerinin fizikokimyasal 6zellikleri ve cografik

konumlar paralellik gostermistir.

5.3. Tam

Mikrobiyoloji, biyoinformatik ve molekiiler tekniklerin bilimsel anlamda
gelismesi, bu alanlarin paralelinde yer alan Molekiiler Biyoloji ve Genetik biliminin
yeni teknikler cercevesinde bilim diinyasina daha fazla katki saglayacagi anlamina
gelmektedir. Siiphesiz ge¢misten giiniimiize Molekiiler ve Genetik alaninda pek ¢ok
aydinlatict calisma ve yenilik, bilim diinyasinin hizmetine sunulmustur. Mendel’in
bezelye karakterizasyonu, Watson-Crick DNA modeli, Insiilin geninin transformasyonu
gibi bircok kazanim elde edilmistir. Ozellikle PCR ’nin kesfi bu alanlarda yapilacak olan
pek ¢ok calismaya Onciiliik etmistir. Bu agidan canlilarin siniflandirilmasi gittikge artan
bir ivme kazanmaktadir. Bakteriyal sistematikte mikrobiyolojik ve biyokimyasal
calismalarin belirleyici rollerinin yaninda molekiiler tekniklerinde katkisiyla daha iyi
sonuglarin elde edilebilecegi miimkiindiir. 16S rDNA gen bolgesinin teshis noktasinda

kullanilmast biiyiik 6neme sahiptir.
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Glniimiizde 16S rDNA gen sekansina dayanan analizler bakteriyel
taksonominin omurgasini olusturmakta (Ludwig, 2007) ve tiirlerin filogenetik analizleri
16S rDNA gen dizisi temel alinarak olusturulmaktadir (Stackebrandt ve Ebers, 2006).
DNA sekanslama teknolojilerinin gelismesi ve yayginlasmasiyla birgok ¢alismada 16S
rRNA’y1 iireten gen bolgesinin tamami ¢alisilmaya baslanmistir (Kim ve ark., 2011).
Klinik laboratuarlarinda kiiltiir gelistirmeden hizli ve kesin sonug¢ aliabilmesi
nedeniyle, 16S rDNA gen boélgelerinin kullanimi ¢ok yaygindir (Ramasamy ve ark.,
2014). Ozdemir (2008) yaptig1 calismada Lens orientalis (Boiss.) Hand & Mazz. ve
Cicer anatolicum Alef. bitki tiirlerinin koklerinden alinan toprak numunelerinden
Streptomyces bakterilerilerinin izolasyonunu yaptiktan sonra 105 farkl: fenotipik ve
biyokimyasal test sonucu olusan gruplardan 15 susun molekiiler teshisini yapmustir.

Yapilan ¢alismada 179 Streptomyces bakteri susu igerisinden renk grubuna gore
secilen HS007, HS008, HS027, HS029, HS031, HS040, HS050, HS052, HS092, HS099
ve HS129 olmak iizere 11 tiirlin universal primerler olan 1492R ve 27F kullanilarak 16S
rDNA gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. Sekans analizi sonucu elde edilen veriler Codon
Code Aligner V.6.0.2 programina aktarilarak burada elektroferogramlar1 kontrol
edilmistir. Daha sonra bu dizilere benzerlik gosteren Streptomyces bakterileri NCBI-
GENBANK-Niikleotit-BLAST siralamastyla elde edilmistir. NCBI’dan alinan diziler ve
16S rDNA gen bolgelerinin birebir eslestirmesi yapilmistir. Diziler filogenetik
analizlere uygun hale getirildikten sonra MEGA7 programi kullanilarak tiirler
arasindaki genetik mesafeyi tespit etmek i¢in 16S rDNA bolgeleri Maksimum
Likelihood sistemine tabi tutularak filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenetik agacta
yer alan Streptomyces tiirleri ve izole ettigimiz tiirlerin habitatlar1 GENBANK
yardimiyla olusturulmustur.

Toplamda 1200-1350 niikleotit araligina sahip olan 16S rDNA gen bdlgelerinin
benzerlik oranlarmin tespiti igin GENBANK’tan elde edilen analiz sonuglarina gore
HS007 izolati 1254 niikleotit’lik gen bolgesi, 5 niikleotit’lik farkliligt ve % 99.60
oraniyla Streptomyces flaveolus’a (NR112267), HS008 izolati 1280 niikleotit’lik gen
bolgesi, 21 niikleotit’lik farkliligt ve % 98.38 oraniyla Streptomyce violaceolatus a
(KT363060 ), HS027 izolat1 1235 niikleotit’lik gen bolgesi, 2 niikleotit’lik farkliligi ve
% 99.83 oramiyla Streptomyces microflavus’a (JQ422121), HS029 izolat1 1302
niikleotit’lik gen bolgesi, 10 niikleotit’lik farkliligi ve % 99.23 oraniyla Streptomyces
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violascens e (KX775308), HS031 izolat1 1212 niikleotit’lik gen bdlgesi, 14 niikleotit’lik
farkliligt ve % 98.85 oraniyla Streptomyces cyaneofuscatus’a (KX507059), HS040
izolat1 1321 niikleotit’lik gen bolgesi, 11 niikleotit’lik farkliligr ve % 99.17 oraniyla
Streptomyces griseus’a (KF849477), HS050 izolat1 1278 niikleotit’lik gen bolgesi, 2
niikleotit’lik farkliligi ve % 99.81 oraniyla Streptomyces drozdowiczii 'ye (KY964408),
HS052 izolatt 1331 niikleotit’lik gen bolgesi, 16 niikleotit’lik farkliligi ve % 98.81
oraniyla Streptomyces flaveolus’a (KU647253), HS092 izolat1 1305 niikleotit’lik gen
bolgesi, 29 niikleotit’lik farkliligi ve % 97.82 oramiyla Streptomyces albidoflavus’a
(MF114298), HS099 izolat1 1239 niikleotit’lik gen bolgesi ve % 100 oraniyla
Streptomyces parvus‘a (KY213676) ve HS129 izolat1 1258 niikleotit’lik gen bolgesi ve
% 100 oraniyla Streptomyces violascens e (KX775308) benzerlik gostermistir. Suslar ve
benzerlik gosterdikleri tiirler arasinda ¢cok yakin bir homoloji ile kiimelenme oldugu
goriilmustir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda 11 susun 16S rDNA gen bolgesi
benzerlik oranlar1 dikkate alindiginda izolatlar ve benzerlik gosterdikleri tiirler arasinda
% 97.82 ile % 100 arasinda degisen yiiksek bir oranin ortaya ¢iktigi goriilmiistiir.
Mevcut sonuglar degerlendirildiginde o6zellikle HS027 izolatinin IDENTAX major
tetlerin sonucuna gore %97.69 ve 16S rDNA dizi analizleri sonuglarina gére % 99.83
oraniyla Streptomyces microflavus olarak teshis edilmistir. Yine aymi sekilde HS052
izolat1 IDENTAX mindr tetlerin sonucuna gore % 99.64 ve 16S rDNA dizi analizleri
sonuglarina gore % 99.81 orantyla Streptomyces flaveolus olarak teshis edilmistir. Bu
durum klasik taksonomi ¢alismalariin polifazik taksonomi c¢aligmalar1 ile
desteklendiginde daha giivenilir sonuglarin ortaya ¢ikacagini gostermistir. Streptomyces
suglari i¢in uygulanan IDENTAX 1.2, MVSP 3.2 (Multi-Variate Statistical Package),
NCBI-BLAST-MEGA?7 teshis programlari ile tespit edilen sonuglarin karsilastirilmasi

Cizelge 5.1°de verilmistir.



Cizelge 5.1. Streptomyces suslari i¢in uygulanan teshis programlar ve tespit edilen sonuglarin karsilastirilmasi

Test No  Renk Grubu MVSP 3.2 IDENTAX(Major) IDENTAX(Minor) Maksimum Likelihood
HS007 1 IX Streptomyces violaceus (% 99.57) Streptomyces aureofaciens (% 86.88) Streptomyces flaveolus (% 99.60)
HS008 4 VIl Streptomyces microflavus (% 76.47) Streptomyces flaveolus (% 86.89) Streptomyce violaceolatus (% 98.38)
HS027 4 VIl Streptomyces microflavus (% 97.69) Streptomyces aureofaciens (% 99.53) Streptomyces microflavus (% 99.83)
HS029 4 VIl Streptomyces exfoliatus (% 82.72) Streptomyces flaveolus (% 93.18) Streptomyces violascens (% 99.23)
HS031 5 v Streptomyces cyaneus (% 94.94) Streptomyces aureofaciens (% 99.53) Streptomyces cyaneofuscatus (% 98.85)
HS040 2 X Streptomyces phaeochromogenes (% 74.80) Streptomyces alboflavus (% 86.55) Streptomyces griseus (% 99.17)
HS050 4 11 Streptomyces filipinensis (% 95.90) Streptomyces flaveolus (% 97.35) Streptomyces drozdowiczii (% 99.81)
HS052 5 v Streptomyces fulvissimus (% 74.17) Streptomyces flaveolus (% 99.64) Streptomyces flaveolus (% 99.81)
HS092 5 \Y Streptomyces phaeochromogenes (% 99.78) Streptomyces flaveolus (% 92.14) Streptomyces albidoflavus (% 97.82)
HS099 1 | Streptomyces atroolivaceus (% 67.26) Streptomyces nogalater (% 85.15) Streptomyces parvus (% 100)

HS129 3 VI Streptomyces fulvissimus (% 98.38) Streptomyces xanthochromogenes (% 99.97)  Streptomyces violascens (% 100)

80
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Sonug olarak;

Streptomyces bakterilerinin piyasadaki antibiyotiklerin yaklasik %80’ nini
iiretiyor olmasi bu bakterilerin bilim diinyas: i¢in 6nemli bir yere sahip oldugunu
gostermektedir.

Yapilan calisgma ile Ozellikle sulak alanlarda yeni antibiyotik {ireticisi
bakterilerin tespitine ve yeni sekonder metabolitlerin belirlelenmesine temel tegskil
edecek bir karakterizasyon ve teshis ¢alismasi yapilmaistir.

Toplamda 179 Streptomyces bakterisi izole edilerek saflagtirtlmistir. Tirlerin
karakterizasyonu ve teshisi i¢in 77 fenotipik ve biyokimyasal test yapilarak 7 minor, 4
major ve 16 tekli iiye tespit edilmistir.

Bilgisayar yardimi ile yapilan teshis ¢alismalarinin, tiirlerin belirlenmesi ve
kiyaslanmasinda olduk¢a anlamli veriler ortaya koydugu gdzlenmistir. Bu verilerin
molekiiler karakterizasyon calismalar1 ile desteklenmesi, teshis ve karakterizasyon
noktasinda daha saglikli sonuglarin ortaya ¢ikmasini saglamistir.

Tiir teshislerinin molekiiler testlerle desteklenmesi agisindan 16S rDNA gen
bolgesi ¢ogaltilarak sekans analizi yapilarak, olusturulan filogenetik dendograma gore
tiirler biyokimyasal ve fenotipik testlerle olusturulan dendogram sonuglar1 kiyaslanarak
klasik taksonomi sonuglarinin genel itibariyla molekiiler taksonomik degerlerle
desteklendigi sonucuna varilmistir.

Yeni tiir olma potansiyeline sahip izolatlarin teshisi noktasinda ¢aligmalarimiz,

farkli gen bolgelerinin sekens analizi yapilarak devam edecektir.
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EKLER

Ek 1. Besiyerleri

Bennett’s Agar (Modified after Jones, 1949)

Yeast Ekstrakt 109
Lab Lemco 08¢
Bacto Casitone 209
Gliserol 10.0¢g
Agar 18.0¢g
Distile su 1 litre

Medium 65 (DSM2Z)

Glukoz 40¢g
Yeast extract 409
Malt extract 10.0¢g
CaCO3 209
Agar 120g¢
Distile su 1 litre

SM3 (Tan et al., 2006)

Glukoz 10.0¢g
Pepton 50¢9
Tryptone 309
NaCl 509
Agar 1509

Oatmeal Agar (ISP 3; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Oatmeal 20.0¢
Trace Tuz Solusyonu 1ml
Bacto-agar 18.0¢g

Distile su 1 litre
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Azot Kaynaklarinin Kullanimi (Willams ve ark., 1983a)

Glukoz 10.0g
MgSO47H20 059
FeSO47H20 0.01g
K2HPO4 1.0g
NaCl 059
Bacto-agar 6.0g
Distile su 1 litre

ISP 9 (Karbon Kaynaklarmin Kullanimi; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Amonyum Siilfat 2.649
KH2PO4 2.38¢
K2HPO4 5.65¢
MgSO4 1049

Trace Tuz Solusyonu 1.0 mi
Bacto-agar 18.0¢g
Distile su 1 litre

ISP 4 (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Nisasta 1009
K2HPO4 5.65¢
MgSO4 1049
NaCl 109
(NH4)H2SO4 2049
Trace Tuz Solusyonu 1.0ml
Bacto-agar 2009

Distile su 1 litre
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Egg Yolk Agar (Lectinaz ve Lipolizis Reaksiyonu; Nitsch ve Kutzner, 1969)

Bakteriolojik pepton 1009
Glukoz 10¢g
NaCl 10.0¢g
Yeast Ekstrakt 509
Bacto-agar 1509
Egg-Yolk emiilsyon 5% (v/v)

Nitrat Agar (Skerman, 1967)

KNO3 10.0¢
MgSO47H20 05¢
FeSO47H20 0.01g
K2HPO4 109
NaCl 059
Bacto-agar 6.09
Distile su 1 litre

Pepton Yeast Ekstrakt Demir Agar (ISP 6; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Bacto Pepton 15.0¢
Proteaz Pepton 50¢9
Yeast Ekstrakt 109
Ferik Amonyum Sitrat 059
K2HPO4 109
Sodyum tiosulfat 0.08 g
Bacto-agar 1509

Distile su 1 litre
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Nisasta Kazein Agar (Kiister ve Williams, 1964)

Nisasta 10.0g
Vitaminsiz Kazein 039
KNO3 2.0¢
K2HPO4 2049
MgSO47H20 0.05¢g
FeSO47H20 0.01g
CaCOs3 0.02g
Agar 18.0¢g
Distile Su 1 litre

Arbutin Hidrolizi (Kutzner, 1976)

Arbutin 109
Yeast Ektrakt 309
Ferik Amonyum Sitrat 059
Agar 7549
Distile su 1 litre

Tirozin Agar (ISP 7; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Gliserol 150¢g
L-Tirozin 059
L-Aspargin 1049
K2HPO4 05¢
MgSO47H20 059
FeSO47H20 0.01g
NaCl 059
Tuz Solusyonu 1ml
Bacto Agar 20.0g

Distile Su 1 litre
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Ek 2. Cozeltiler

Ringer Cozeltisi

Ringer cozeltisi, izolasyon caligmasina baslamadan 6nce toprak slispansiyonu
elde edilmesi ve testlerin uygulama asamasindan Once spor siispansiyonunun
hazirlanmasi i¢in kullanilmisgtir. Ringer ¢ozeltisi (Oxoid) 1 tablet Saf su 500 ml 1 tane
Ringer tableti 500 ml saf su igerisinde ¢oziildii ve agz1 kapakli veya pamukla kapali cam

tiiplere uygun miktarlarda konularak, 121°C’de 15 dakika otoklav edildi.

Gliserol Stok Cozeltisi (Wellington ve Williams, 1978)

Gliserol stogu, Streptomyces sporlarinin ve misellerinin uzun siire -20°C’de
saklanmasi i¢in hazirlanmistir. Gliserol 20 ml Saf su 80 ml % 20’lik gliserol ¢ozeltisi,
yaklagik 1.5 ml miktarinda vidali kapakli kiigiik tiiplere konularak 121°C’de 15 dakika

otoklav edilerek steril edildi.

50 uwg/ml Konsantrasyonunda Cycloheximide Stok Soliisyonu

Cycloheximide (50 pg/ml), izolasyon ortamina, istenmeyen bazi
mikroorganizmalarinin iliremesini engellemek icin katilmistir. Cycloheximide (50
pg/ml), antimikrobiyal aktivite, antibiyotik ve kimyasal inhibitor testleri hari¢ diger
kiiltir ortamlarinda da ayni amagla kullanilmistir. Oncelikle 100 ml’lik otoklava
dayanikli bos bir sise, 121°C’de 15 dakika otoklav edilerek steril edildi. Daha sonra ayri
olarak 100 ml metanol icerisinde 2 g cycloheximide ¢oziildii. Cycloheximide ¢dzeltisi,
steril bir enjektore cekildi ve dnceden otoklav edilmis bos bir siseye aseptik kosullarda
membran filtreden gegcirilerek aktarildi. sisenin kapagi sikica kapatilip ve gerekirse
parafilmlenip +40C’de saklandi. Besiyeri hazirlanirken, aseptik kosullarda bu stok
solisyonundan 1 ml ¢ekilerek steril edilmis ve besiyerine katildi. Ancak besiyerinin
sicakligi ortalama 45-50°C olmalidir. Daha sonra, besiyerinin petrilere dokiim iglemi

yapild1 (Cycloheximide etanol, metanol ve kloroform iginde ¢oziiniir).

50 ne/ml Konsantrasyonunda Nystatin Stok Soliisyonu

Nystatin (50 pg/ml), izolasyon ortamina istenmeyen bazi mikroorganizmalarinin
{iremesini engellemek i¢in katilmistir. Oncelikle 100 ml’lik otoklava dayanikli bos bir

sise, 121°C’de 15 dakika otoklav edilerek steril edildi. Daha sonra ayri olarak 100 ml
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saf su igerisinde 2 g nystatin ¢oziildii. Nystatin ¢ozeltisi, steril bir enjektore ¢ekildi ve
onceden otoklav edilmis bos bir siseye aseptik kosullarda membran filtreden gegirilerek
aktarildi. Sisenin kapagi sikica kapatilip ve gerekirse parafilmlenip +4°C’de saklandi.
Besiyeri hazirlanirken, aseptik kosullarda bu stok soliisyonundan 1 ml ¢ekilerek steril

edilmis besiyerine katildi. Daha sonra, besiyeri petrilere dokiildii.

Trace Salt Solution (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Bu ¢ozelti, Inorganik Salts-Starch Agar (ISP 4) ve Oatmeal Agar (ISP 3)

ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilmistir.
FeSO4. 7H20 0.1 g

MnCI2.4H20 0.1 g

ZnS0O4. 7H20 0.1 g

Saf su 100 ml

Ortam igerikleri 100 ml saf su igerisinde ¢6ziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklav

edilerek steril edildi. Otoklav sonras1 +4°C’de saklandi.

0.5M EDTA, pH 8

EDTA (Merck) 186.1¢

ddH20 1000 ml
1M Tris, pH 8

Tris 121.1¢

ddH-0 1000 ml

TE tamponu, pH 8

0.5M EDTA, pH 8 2 ml
1M Tris, pH 8 10 ml
ddH20 1000 ml
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% 10’luk SDS

SDS (Merck) 1009
ddH,0 100 ml

Proteinaz K (2 mg/ml)

Proteinaz K 2 mg
TE tamponu 10 ml

Kloroform-izo-amil alkol (24:1 v/v)

Kloroform 24 ml
Izo-amil alkol 1 ml

%70’1ik etanol

% 100’1k alkol 70 ml
DDH20 (steril) 30 ml

RNAaz (10 mg/ml)

RNAaz 10 mg
TE tamponu 10 ml

Fenol-kloroform-izo-amil alkol (25:24:1v/v)

Fenol 25 ml
Kloroform 24 ml
I1zo-amil alkol 1ml

Etidyum Bromid (10 mg/ml stok)

Etidyum bromide 100 mg
ddH20 10 ml




102

TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)

Tris 121.10¢g
Borik asit 61.83 g
EDTA 5.84¢g
ddH20 1000 ml

Brom fenol mavisi (Yiikleme Tamponu)

Brom fenol mavisi 40 mg
Gliserol 5ml
0.5 M EDTA 1.5ml
ddH20 3.5ml
STE Tamponu

5 M NaCl 10 ml
1 M Tris pH:8.0 25ml
0,5MEDTA 100 ml

ddH0 365ml
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Ek 3. IDENTAX Bacterial Identifier 1.2

Identax bilinen suslarin teshis matrikslerine karsi bilinmeyen bakteriyal
izolatlarin teshisini yapabilmek i¢in gelistirilmis bir programdir. Programin ii¢ ana

fonksiyonu vardir
1. Bilinmeyen izolatlarin teshisini yapabilme

2. Sayet teshis basarisiz olursa izolata en yakin benzerlik gosteren tiirlerin se¢imini

yapabilme
3. Sonuglar1 depolama ve yeniden g¢agirabilme

Yeni bir dosya yaratmak:

Oncelikle analiz yapilacak teshis matriksi belirlenmelidir. Streptomyces
bakterileri i¢in ili¢ temel teshis matriksi bulunmaktadir. Bunlar Major, Mindr ve Tek
tiyeli gruplardan olusmaktadir. Daha sonra uygulanan testlerin sonuglart uygun

pencerelere art1 ve eksi bi¢iminde girilmelidir.

Uygulanan testler girildikten sonra program otomatik olarak teshis sonucunu var
olan matriks ile karsilastirip vermektedir. Bu sonuca gore tam teshis edilen tiirler
belirlenerek eger teshis degeri yeterli bulunmazsa en yakin akraba tiirler

siralanmaktadir.



Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari

Testler

HS001

HS002

HS003

HS004

HS005

HS006

HS007

HS008

HS009

HS010

HS011

HS012

HS013

HS014

HS015

HS016

HS017

HS018

HS019

HS020

HS021

HS022

HS023

HS024

HS025

HS026

Morfoloji

Havasal Spor Uretimi
1. Krem

2.Sar1

3.Turuncu

4. Beyaz

5. Gri

6. Mavi

Substrat Misel Olusumu
7. Sar1

8. Krem

9. Turuncu

10. Kirmizi

11. Beyaz

12. Kahverengi

13. Yesil

Difliziye Pigment Olusumu

14. Kahverengi
15. Turuncu
16. Krem

17. Kirmizi

18. Sar1

+

+

+

+

+
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Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler
— N ™ < Te) [{e] ~ [o6] (2] o - [9V] o <t n [{e] M~ [o0] (o] o - N [s2] < n ©
s e S4VW: i CChE 2 2 5 82 8 8 8 B 8 8 8 3 B B 8
T I I I = I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
Antimikrobiyal aktivite
19. Esherichia coli - + + o+ - + o+ - 3 + - - - + o+ - + o+ - - - + o+ o+ - +
20. Staphylococcus aureus - - + o+ - + + o+ o+ - - + - - + o+ - + + + o+ - + o+
21. Pseudomonas aeruginosa - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - + -
Degredasyon testleri
22. Guanin N e S e . T T T T T S S S S S S S A T
23. Ksantin O T T S S S e S SR S S S S S T T T T T S
24. Kazein e T e T S T T S S S S S S
25. Arbutin . T T T T S S S T T T T T T S
26. Ure T e T s T T S S S SRS SR
27. Jelatin + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 105
28. Lipolizis - - - - - - - - - - - + 4+ - - - - - - - - - - - - -
29. Pektin Hidrolizi + + 4+ + - - - - + - + o+ - + - + 4+ - - - - - + - -
30. Lesitinaz - - - - - - - - + + o+ - - - - - - - + 4+ - + + - - -
31. Pepton - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - +
Geligsme (%w/v)
32.5°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
33.27°C + + + + + + + + o+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ O+ O+ O+ O+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
34.45°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
35. pH 4.2 Ll L
36. pH 7.15 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
37. NaCl (5) L s
38. NaCl (10) Lo L L s

39. NaCl (15)




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devamr)

Testler

9¢0SH

GZ0SH

7¢0SH

€C0SH

¢C0SH

TCO0SH

0¢0SH

6TOSH

8TOSH

LTOSH

9TOSH

STOSH

¥T0SH

€T0SH

¢TOSH

TTOSH

0TOSH

600SH

800SH

LOOSH

900SH

S00SH

¥00SH

€00SH

¢00SH

TOOSH

Gelisme (%w/v)

+

40. Sodyum azit (0.01)
41. Fenol (0.1)

+
+

42. Sodyum asetat (0.001)
43. Sodyum sitrat (0.1)
Azot Kaynaklari

44. L- Asparagin

45. L - Sistein

46. L - Valin

47. L -Trozin

48. L - Sistin

49. L - Arjinin

50. L - Serin

106

51. L - Metionin
52. L - Triptofan

54. L — Hidroksiprolin
55. L- Fenilalanin

Karbon Kaynaklari

56. Laktoz
57. Maltoz

58. Sukroz
59. Fruktoz

60. Galaktoz
61. Mannoz




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

9¢0SH

G¢OSH

¥20SH

€COSH

¢COSH

TCOSH

0¢0SH

6T0SH

8TOSH

LTOSH

9TOSH

GTOSH

¥TOSH

€T0SH

¢TO0SH

TTOSH

0TOSH

600SH

800SH

L00SH

900SH

S00SH

¥00SH

€00SH

¢00SH

TOOSH

Karbon Kaynaklari
62. Arabinoz

63. Xylose

64. Ksilitol

65. Mannitol
66. Ramnoz
67. Arabitol
68. Inositol

69. Glikoz

70. Dulcitol

107

71. Traheloz
72. Eritritol

73. Cellebiose

Antibiyotik Duyarlilig1

74. Rifamisin
75. Penisilin

76. Neomisin

77. Oleandomisin




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

HS027

HS028

HS029

HS030

HS031

HS032

HS033

HS034

HS035

HS036

HS037

HS038

HS039

HS040

HS041

HS042

HS043

HS044

HS045

HS046

HS047

HS048

HS049

HS050

HS051

HS052

Morfoloji

Havasal Spor Uretimi
1. Krem

2.Sar1

3.Turuncu

4. Beyaz

5. Gri

6. Mavi

Substrat Misel Olusumu
7. Sar1

8. Krem

9. Turuncu

10. Kirmizi

11. Beyaz

12. Kahverengi

13. Yesil

Difiiziye Pigment Olusumu

14. Kahverengi
15. Turuncu
16. Krem

17. Kirmizi

18. Sar

108



Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler
~ [oe] (<] o — (9] (8] < n O ~ (o] (2] o — N (32 < [To) O N~ 0] (2] o b o
N N N [32) ™ [a2) [a0] ™ [30) [92] [a2] [s2] ™ < < < < < < < < < < [Te) Yo Yol
o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
w0 2] (2] w [%2) [%2) [%2) (2] w (2] w n (2] w w (2] (2] (2] w0 wn (2] (2] wn w0 w0 (2]
T T I T I T T I T I T I I T T I I I T T T T T T T T
Antimikrobiyal aktivite
19. Esherichia coli - - - - - - - - - - - - - + 4+ - + - + - - + - - + -
20. Staphylococcus aureus + + o+ - F L + - - + 4+ - - + o+ - - - + - + - - - +
21. Pseudomonas aeruginosa  + - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - -

Degredasyon testleri

22. Guanin e T S S S e S S S S S T T S TR S S
23. Ksantin T T T T S S S S S S S S S T T T T T T S S

24. Kazein e e e L e e e e e

25. Arbutin + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - -+

26. Ure + + o+ 4+ o+ o+ 4+ -+ 4+ o+ -+ o+ o+ A+ - - - -+ -+ 4+

27. Jelatin T T T S S S i S S S S S T T T T T S S S

28. Lipolizis - - - - - - + + - + 4+ - - + - - + - - - - - - - - + 109
29. Pektin Hidrolizi + o+ - - + o+ - - - - + - - - - + - - - - - - - - - -

30. Lesitinaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -+ o+ o+ o+ -

31. Pepton s T T

Gelisme (%w/v)

32.5°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

33.27°C + 0+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

34.45°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

35.pH 4.2 L L s

36.pH 7.15 + 0+ 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ o+

37. NaCl (5) Ll L s

38. NaCl (10) Ll L s

39. NaCl (15)




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

¢S0SH

TSOSH

0S0SH

6V0SH

870SH

Ly0SH

9Y0SH

Gy0SH

v¥0SH

E€V0SH

¢v0SH

TYOSH

0vOSH

6E0SH

8E0SH

LEOSH

9E0SH

GEOSH

7E0SH

€E0SH

¢E0SH

TEOSH

0€0SH

6¢0SH

8¢0SH

L20SH

Gelisme (%ow/v)

+

40. Sodyum azit (0.01)
41. Fenol (0.1)

+

42. Sodyum asetat (0.001)
43. Sodyum sitrat (0.1)

Azot Kaynaklar1

+

44. L- Asparagin
45. L - Sistein
46. L - Valin

47. L -Trozin
48. L - Sistin

49. L - Arjinin

50. L - Serin

110

51. L - Metionin
52. L - Triptofan

54. L — Hidroksiprolin
55. L- Fenilalanin

Karbon Kaynaklari

56. Laktoz
57. Maltoz

58. Sukroz
59. Fruktoz

60. Galaktoz
61. Mannoz




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

¢SO0SH

TSOSH

0S0SH

6V0SH

870SH

Ly0SH

9v0SH

Gy0SH

v¥0SH

E€V0SH

¢y0SH

TvOSH

0vOSH

6E0SH

8E0SH

LEOSH

9€0SH

GEOSH

7E0SH

€E0SH

¢E0SH

TEOSH

0€0SH

6¢0SH

8¢0SH

LZ0SH

Karbon Kaynaklar1
62. Arabinoz

63. Xylose

64. Ksilitol

65. Mannitol
66. Ramnoz
67. Arabitol
68. Inositol

69. Glikoz

70. Dulcitol

71. Traheloz
72. Eritritol

111

73. Cellebiose

Antibiyotik Duyarlilig

74. Rifamisin
75. Penisilin

76. Neomisin

77. Oleandomisin




Ek 4. Izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

HS053

HS054

HS055

HS056

HS057

HS058

HS059

HS060

HS061

HS062

HS063

HS064

HS065

HS066

HS067

HS068

HS069

HS070

HS071

HS072

HS073

HS074

HS075

HS076

HS077

HS078

Morfoloji

Havasal Spor Uretimi
1. Krem

2.Sar1

3.Turuncu

4. Beyaz

5. Gri

6. Mavi

Substrat Misel Olusumu
7. Sar1

8. Krem

9. Turuncu

10. Kirmizi

11. Beyaz

12. Kahverengi

13. Yesil

Difiiziye Pigment Olusumu

14. Kahverengi
15. Turuncu
16. Krem

17. Kirmizi

18. Sar

112



Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

™ <t L o N~ 0] (2] o — o [32] < Te) [{] N~ [o] (2] o - N [22] < n [{] ~ 0]

2 e Z4W: M VR 2 2 5 2 &2 3 2 B 8 2 8 3 B 8 8

T I I I = I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
Antimikrobiyal aktivite
19. Esherichia coli - - E i - + - - 3 3 + - + o+ - - - - - - + o+ - + - -
20. Staphylococcus aureus + + + o+ - + + o+ o+ - + + o+ o+ - - - - + - - + - -
21. Pseudomonas aeruginosa - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Degredasyon testleri
22. Guanin S S S S S S S S T T T S S S S SR SO SO SO S S S
23. Ksantin + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ -+ o+ o+ o+ o+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
24. Kazein e e e e
25. Arbutin e e e e e e e e e o
26. Ure e S o S S T U S T T S S S
27. Jelatin + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 113
28. Lipolizis - + - - - - - + 4+ - - + - - - - - - - - - - - - - -
29. Pektin Hidrolizi - - + - + + o+ o+ - - + - - + + + o+ o+ - + o+ o+ - - +
30. Lesitinaz e e e e T T o S
31. Pepton e T S ST
Geligsme (%w/v)
32.5°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
33.27°C + + + + + + + + o+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ O+ O+ O+ O+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
34.45°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
35. pH 4.2 Ll L s
36. pH 7.15 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
37. NaCl (5) L s
38. NaCl (10) Ll L s

39. NaCl (15)




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

8/0SH

L/0SH

9/0SH

G/0SH

vL0SH

€L0SH

¢/0SH

TLOSH

0L0SH

690SH

890SH

L90SH

990SH

G90SH

790SH

€90SH

¢90SH

T90SH

090SH

6S0SH

8G0SH

LS0SH

950SH

GS0SH

¥S0SH

€G0SH

Gelisme (%w/v)

40. Sodyum azit (0.01)
41. Fenol (0.1)

+
+

42. Sodyum asetat (0.001)
43. Sodyum sitrat (0.1)

Azot Kaynaklar1

44. L- Asparagin
45. L - Sistein
46. L - Valin

47. L -Trozin
48. L - Sistin

49. L - Arjinin

50. L - Serin

114

51. L - Metionin
52. L - Triptofan

54. L — Hidroksiprolin
55. L- Fenilalanin

Karbon Kaynaklari
56. Laktoz
57. Maltoz

58. Sukroz
59. Fruktoz

60. Galaktoz
61. Mannoz




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

8.0SH

LLOSH

9/0SH

G/0SH

¥.0SH

€L0SH

¢LOSH

TLOSH

0L0SH

690SH

890SH

L90SH

990SH

G90SH

¥90SH

€90SH

¢90SH

T90SH

090SH

6S0SH

8S0SH

LSOSH

9S0SH

GSO0SH

¥S0SH

€50SH

Karbon Kaynaklari
62. Arabinoz

63. Xylose

64. Ksilitol

65. Mannitol
66. Ramnoz
67. Arabitol
68. Inositol

69. Glikoz

70. Dulcitol

115

71. Traheloz
72. Eritritol

73. Cellebiose

Antibiyotik Duyarlilig1

74. Rifamisin
75. Penisilin

76. Neomisin

77. Oleandomisin




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devamr)

Testler

HS079

HS080

HS081

HS082

HS083

HS084

HS085

HS086

HS087

HS088

HS089

HS090

HS091

HS092

HS093

HS094

HS095

HS096

HS097

HS098

HS099

HS100

HS101

HS102

HS103

HS104

Morfoloji

Havasal Spor Uretimi
1. Krem

2.Sar1

3.Turuncu

4. Beyaz

5. Gri

6. Mavi

Substrat Misel Olusumu
7. Sar1

8. Krem

9. Turuncu

10. Kirmizi

11. Beyaz

12. Kahverengi

13. Yesil

Difiliziye Pigment Olusumu

14. Kahverengi
15. Turuncu
16. Krem

17. Kirmizi

18. Sar

116



Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglar1 (Devamr)

Testler

(2] o — o ™ < n ©O ~ [o0] [22] o - [aN] [a2] < Te) © N~ [o0] (2] o — N ™ <

2 M 24VP: M 2Ch: 2 2 3 2 8 3 2 2 388 3 3 8 @8 &

T I I I = I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
Antimikrobiyal aktivite
19. Esherichia coli - - E i - - - - + - - - + o+ o+ - + - + o+ - - - - - -
20. Staphylococcus aureus + - w4 JE - - + 4+ - - + + - - - - - - + o+ - + - -
21. Pseudomonas aeruginosa - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - +
Degredasyon testleri
22. Guanin N e S e T T T T e T S S S S S S A S
23. Ksantin + L T T S e e S S S T T S S S S S S S S
24. Kazein - - - - - - - - - - - + - - - - - + - - - - - + + o+
25. Arbutin + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
26. Ure + + + + o+ - - -+ 4+ 4+ -+ o+ o+ -+ -+ 4+ - -+ -+ 4+
27. Jelatin + o+ + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 117
28. Lipolizis - - - - - - + + - - - - + + - - - - - - - - - - - -
29. Pektin Hidrolizi - - - - + - - - + - - - + - + - - + - + O+ o+ - + - +
30. Lesitinaz - - - - - + - - - - - + - - + + o+ - - - - - - - - -
31. Pepton - - - - - - + + o+ - - - - - - - - + - - - + - - + -
Geligsme (%ow/v)
32.5°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
33.27°C + + + + + + + + o+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ O+ O+ O+ O+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
34.45°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
35. pH 4.2 Ll L s
36. pH 7.15 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
37. NaCl (5) L s
38. NaCl (10) Lo L L s

39. NaCl (15)




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

Y0TSH

€0TSH

¢0TSH

TOTSH

00TSH

660SH

860SH

L60SH

960SH

S60SH

760SH

€60SH

¢60SH

T60SH

060SH

680SH

880SH

L80SH

980SH

G80SH

780SH

€80SH

¢80SH

T80SH

080SH

6.0SH

Geligsme (%w/v)

40. Sodyum azit (0.01)
41. Fenol (0.1)

+
+

42. Sodyum asetat (0.001)
43. Sodyum sitrat (0.1)

Azot Kaynaklar1

44. L- Asparagin
45. L - Sistein
46. L - Valin

47. L -Trozin
48. L - Sistin

49. L - Arjinin

50. L - Serin

118

51. L - Metionin
52. L - Triptofan

54. L — Hidroksiprolin
55. L- Fenilalanin

Karbon Kaynaklari
56. Laktoz
57. Maltoz

58. Sukroz
59. Fruktoz

60. Galaktoz
61. Mannoz




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

¥0TSH

€0TSH

¢0TSH

TOTSH

00TSH

660SH

860SH

L60SH

960SH

S60SH

¥60SH

€60SH

¢60SH

T60SH

060SH

680SH

880SH

L80SH

980SH

G80SH

¥80SH

€80SH

¢80SH

T80SH

080SH

6.0SH

Karbon Kaynaklari
62. Arabinoz

63. Xylose

64. Ksilitol

65. Mannitol
66. Ramnoz
67. Arabitol
68. Inositol

69. Glikoz

70. Dulcitol

119

71. Traheloz
72. Eritritol

73. Cellebiose

Antibiyotik Duyarlilig1

74. Rifamisin
75. Penisilin

76. Neomisin

77. Oleandomisin




Ek 4. Izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

HS105

HS106

HS107

HS108

HS109

HS110

HS111

HS112

HS113

HS114

HS115

HS116

HS117

HS118

HS119

HS120

HS121

HS122

HS123

HS124

HS125

HS126

HS127

HS128

HS129

HS130

Morfoloji

Havasal Spor Uretimi
1. Krem

2.Sar1

3.Turuncu

4. Beyaz

5. Gri

6. Mavi

Substrat Misel Olusumu
7. Sar1

8. Krem

9. Turuncu

10. Kirmizi

11. Beyaz

12. Kahverengi

13. Yesil

Difiiziye Pigment Olusumu

14. Kahverengi
15. Turuncu
16. Krem

17. Kirmizi

18. Sar

120



Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

& 8 5 8 8 g2 4 ¥ 8 I 8 9 5 3 32 8 ¥ 8 & 3 & &8 ¥ & 2 8

» » » B ® B © B B B B B B B B B B B B » b b 6 b B0

T I I I = I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
Antimikrobiyal aktivite
19. Esherichia coli + - + - - - + - 3 . - - + - - - + - + - - - - - - -
20. Staphylococcus aureus + + o+ - - - + - - - - + 4+ - - + 4+ - - - - + - - - -
21. Pseudomonas aeruginosa - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - -
Degredasyon testleri
22. Guanin N e S e T T T T e T S S S S S S A S
23. Ksantin + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ 4+ -+ o+ o+ o+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
24. Kazein e e e S A
25. Arbutin + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
26. Ure e T e e e T T S
27. Jelatin . T T S S S S S T T T T S S S S SO S S S 121
28. Lipolizis - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - +
29. Pektin Hidrolizi - - - - - - + + - + + o+ o+ - + + + o+ o+ - - - - + - -
30. Lesitinaz e e S T S S S S A S S S
31. Pepton T e T T S
Geligsme (%w/v)
32.5°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
33.27°C + + + + + + + + o+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ O+ O+ O+ O+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
34.45°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
35. pH 4.2 Ll L
36. pH 7.15 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
37. NaCl (5) L s
38. NaCl (10) Lo L L s

39. NaCl (15)




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

0E€TSH

6¢TSH

8¢TSH

LZTSH

9¢TSH

GCTSH

VZTSH

€CTSH

¢CTSH

TCTSH

0CTSH

6TTSH

8TTSH

LTTSH

9TTSH

STTSH

YTTSH

E€TTSH

¢TTSH

TTTSH

OTTSH

60TSH

80TSH

LOTSH

90TSH

SOTSH

Geligsme (%w/v)

40. Sodyum azit (0.01)
41. Fenol (0.1)

+

42. Sodyum asetat (0.001)
43. Sodyum sitrat (0.1)

Azot Kaynaklar1

44. L- Asparagin
45. L - Sistein
46. L - Valin

47. L -Trozin
48. L - Sistin

49. L - Arjinin

50. L - Serin
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51. L - Metionin
52. L - Triptofan

54. L — Hidroksiprolin
55. L- Fenilalanin

Karbon Kaynaklari
56. Laktoz
57. Maltoz

58. Sukroz
59. Fruktoz

60. Galaktoz
61. Mannoz




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

0CTSH

6¢TSH

8¢TSH

LCTSH

9¢TSH

GCTSH

¥ZTSH

€CTSH

¢CTSH

TCTSH

0¢TSH

6TTSH

8TTSH

LTTSH

9TTSH

STTSH

YTTSH

ETTSH

¢TTSH

TTTSH

OTTSH

60TSH

80TSH

LOTSH

90TSH

SOTSH

Karbon Kaynaklari
62. Arabinoz

63. Xylose

64. Ksilitol

65. Mannitol
66. Ramnoz
67. Arabitol
68. Inositol

69. Glikoz

70. Dulcitol

123

71. Traheloz
72. Eritritol

73. Cellebiose

Antibiyotik Duyarlilig1

74. Rifamisin
75. Penisilin

76. Neomisin

77. Oleandomisin




Ek 4. 1zole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

HS131

HS132

HS133

HS134

HS135

HS136

HS137

HS138

HS139

HS140

HS141

HS142

HS143

HS144

HS145

HS146

HS147

HS148

HS149

HS150

HS151

HS152

HS153

HS154

HS155

HS156

Morfoloji

Havasal Spor Uretimi
1. Krem

2.Sar1

3.Turuncu

4. Beyaz

5. Gri

6. Mavi

Substrat Misel Olusumu
7. Sar1

8. Krem

9. Turuncu

10. Kirmizi

11. Beyaz

12. Kahverengi

13. Yesil

Difiiziye Pigment Olusumu

14. Kahverengi
15. Turuncu
16. Krem

17. Kirmizi

18. Sar
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Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler
— o ™ < Lo (=] ~ @ (2] o — o (a2 < [Te) ©o N~ © (2] o - o (32 < (Yo (=)
™ (32] ™ (321 ™ ™ ™ ™ ™ < < < < < < < < < < n n n (Yo} n n n
— — i i — i i i i — i — — i i — — — Ll Ll — — Ll Ll Ll —
wn [%2] [92) [%2] wn [%2] [%2) wn [%2] [%2) [%2) [%2) [92) [%2] [%2] [92) [%2) [92) wn wn [%2] [%2] wn wn wn [%2]
I a5 I I g I a5 ag I I an I I I I I I I I I I I I I I I
Antimikrobiyal aktivite
19. Esherichia coli - - E i - - - - 3 3 - - - - + - - - + o+ - - - - - -
20. Staphylococcus aureus - - - + o+ - - + o+ - + - + + o+ - - - + o+ - - - + o+ -
21. Pseudomonas aeruginosa - - - - + - - - - - - - - - - - - - + - - - - + - -

Degredasyon testleri

22. Guanin + O+ o+ o+
23. Ksantin

24. Kazein

25. Arbutin

26. Ure

27. Jelatin

28. Lipolizis

29. Pektin Hidrolizi
30. Lesitinaz

31. Pepton e T e T T T
Geligsme (%w/v)

32.5°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
33.27°C + + + + + + + + o+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ O+ O+ O+ O+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+
34.45°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
35.pH 4.2
36. pH 7.15 + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
37. NaCl (5)
38. NaCl (10)
39. NaCl (15)

o+
1
S
o+
+ + + +
1
1
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +

+ + +
1
1
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+ + + +
+ + + + +
+ +
+ +
+
+
+
+

.
'
'
'
'
+
+
+
+
+
+
+
+
'
'
+
+
'
'
'
'
+ + +
'
'
'




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

9G9TSH

SGTSH

¥STSH

€GTSH

¢STSH

TSTSH

0STSH

6vTSH

87TSH

LYTSH

9YTSH

SYTSH

v1SH

EVTISH

C¢YTSH

TYTSH

OvTSH

6ETSH

8ETSH

LETSH

9€TSH

GETSH

YETSH

€ETSH

¢ETSH

TETSH

Geligsme (%w/v)

40. Sodyum azit (0.01)
41. Fenol (0.1)

+
+

42. Sodyum asetat (0.001)
43. Sodyum sitrat (0.1)

Azot Kaynaklar1

44. L- Asparagin
45. L - Sistein
46. L - Valin

47. L -Trozin
48. L - Sistin

49. L - Arjinin

50. L - Serin
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51. L - Metionin
52. L - Triptofan

54. L — Hidroksiprolin
55. L- Fenilalanin

Karbon Kaynaklari
56. Laktoz
57. Maltoz

58. Sukroz
59. Fruktoz

60. Galaktoz
61. Mannoz




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

9GTSH

GSTSH

YSTSH

€GTSH

¢STSH

TSTSH

0STSH

6vTSH

8YTSH

LYTSH

9vTSH

SYTSH

Y¥TSH

EVISH

¢vTSH

TrTSH

OvTSH

6ETSH

8CTSH

LETSH

9€TSH

GETSH

YETSH

EETSH

CETSH

TETSH

Karbon Kaynaklari
62. Arabinoz

63. Xylose

64. Ksilitol

65. Mannitol
66. Ramnoz
67. Arabitol
68. Inositol

69. Glikoz

70. Dulcitol
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71. Traheloz
72. Eritritol

73. Cellebiose

Antibiyotik Duyarlilig1

74. Rifamisin
75. Penisilin

76. Neomisin

77. Oleandomisin




Ek 4. 1zole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

HS157

HS158

HS159

HS160

HS161

HS162

HS163

HS164

HS165

HS166

HS167

HS168

HS169

HS170

HS171

HS172

HS173

HS174

HS175

HS176

HS177

HS178

HS179

Morfoloji

Havasal Spor Uretimi
1. Krem

2.Sar1

3.Turuncu

4. Beyaz

5. Gri

6. Mavi

Substrat Misel Olusumu
7. Sar1

8. Krem

9. Turuncu

10. Kirmizi

11. Beyaz

12. Kahverengi

13. Yesil

Difiiziye Pigment Olusumu

14. Kahverengi
15. Turuncu
16. Krem

17. Kirmizi

18. Sar
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Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

L 8 8 g 8 ¢ 8§ & & 8 & & 8 £ F § §E E E 5§ 5 E B

£ £ 2 £ 2 2 2 2 2 2 2 22 ZTLTLTZLTZLTZLT TR
Antimikrobiyal aktivite
19. Esherichia coli - - E i - + - - 3 3 + - + o+ - - - - - - + o+ -
20. Staphylococcus aureus + + + o+ - + + o+ o+ - + + o+ o+ - - - - + - -
21. Pseudomonas aeruginosa - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Degredasyon testleri
22. Guanin T T T S S e S T A T T T T
23. Ksantin + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
24. Kazein e e e e e e
25. Arbutin e e e e e e e T &
26. Ure + o+ o+ -+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ - -+ o+ o+ - -
27. Jelatin + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 129
28. Lipolizis - + - - - - - + + - - + - - - - - - - - - - -
29. Pektin Hidrolizi - - + - + + + o+ - - + - - + + o+ o+ o+ - + O+ o+
30. Lesitinaz e T T e o e T T S S
31. Pepton - - - - - - - - - - - - - - + + + o+ - - + + -
Geligsme (%w/v)
32.5°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
33.27°C + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
34.45°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
35.pH 4.2 L L Ll
36. pH 7.15 o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
37. NaCl (5) Ll L
38. NaCl (10) Ll L s

39. NaCl (15)




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

6.TSH

8LTSH

LLTSH

9/TSH

SLTSH

vLTSH

€LTSH

¢LTSH

TLTSH

0LTSH

69TSH

89TSH

L9TSH

99TSH

G9TSH

79TSH

€9TSH

¢9TSH

T9TSH

09TSH

6STSH

8GTSH

LSTSH

Geligsme (%w/v)

40. Sodyum azit (0.01)
41. Fenol (0.1)

+
+

42. Sodyum asetat (0.001)
43. Sodyum sitrat (0.1)

Azot Kaynaklar1

44. L- Asparagin
45. L - Sistein
46. L - Valin

47. L -Trozin
48. L - Sistin

49. L - Arjinin

50. L - Serin

130

51. L - Metionin
52. L - Triptofan

54. L — Hidroksiprolin
55. L- Fenilalanin

Karbon Kaynaklari

56. Laktoz
57. Maltoz

58. Sukroz
59. Fruktoz

60. Galaktoz
61. Mannoz




Ek 4. izole edilen Streptomyces tiirlerine uygulanan test sonuglari (Devami)

Testler

6.TSH

8.TSH

LLTSH

9LTSH

GLTSH

VLTSH

€LTSH

¢LTSH

TLTSH

0LTSH

69TSH

89TSH

L9TSH

99TSH

G9TSH

¥9TSH

€9TSH

¢9TSH

T9TSH

09TSH

65TSH

8GTSH

LSTSH

Karbon Kaynaklari
62. Arabinoz

63. Xylose

64. Ksilitol

65. Mannitol
66. Ramnoz
67. Arabitol
68. Inositol

69. Glikoz

70. Dulcitol

131

71. Traheloz
72. Eritritol

73. Cellebiose

Antibiyotik Duyarlilig1

74. Rifamisin
75. Penisilin

76. Neomisin

77. Oleandomisin
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Ek 5. 16S rDNA Gen Dizleri

HS007

TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATAC-TGACCGGCCTGGGCATCC-AGGCGGGTCGAAAG——CTCCGGCGG
TGAA——GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGAC
GGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATG
ACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAAAGT GAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCG
GGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGC
CGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAA
GTGCC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACC
GG-AAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAG
GCCCTT-GTGGTGCTGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCT
GCGATGCCGAAAGGCGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACT
CGACCCCATGAAGT

HS008

TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATAA-AGACTGTCGCAGGCATGT-GAGAGGGTTAAAAG——CTCCGGCGG
TGAA——GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCACCAGTGGGGAATATTGCACAATCGGCAAAAGCCTGCTGCAGCAACACCGCATGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAAAGT GACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGG
GGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCG
ATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
GCC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
—AAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAAGCC
CTTCGGGGTGTTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCG
ATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGT
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HS027

TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATAA—CACTCTGTCCTGCATGG-GACGGGGTTAAAAG——CTCCGGCGGT
GAA——GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAAAGT GACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGGTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGG
GGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCA
TTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
TCC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
—AAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCC
CTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGG-CTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGA
TGCCGCGAGGCGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGGTCTGCAACTCGAC
CCCATGAAGT

HS029

TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATA—TGACTATCCGCCGCATGG-TGGATGGTGTAAAG——CTCCGGCGGT
GCA——GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAAAGT GACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGATCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGTAAGCCCGG
GGCTTAGCCCCTTGTCTGCGGCCCCTACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCG
ATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
GCC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
—AAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCC
CTT-GTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCG
ATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGT
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HS031

TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATAA—CACTCTGTCCCGCATGG-GACGGGGTTAAAAG——CTCCGGCGGT
GTA——GGATGAGCCCGTGGCCGACCAGTTTGTTGGTGAGGTTATGGCATATCAAGG-GATAAGGG
GTAGGCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCCGCGACGCCGCGTGAGGGATGAC
GGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAAAGT GACGG
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCG
TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGG
GCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTG
GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCAT
TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTT
CC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
AGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGG-
AAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCC
CTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCG
ATGCCGCGAGGCGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGT

HS040

TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACCCGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATAA—CACTCTGTCCCGCATGG-GACGGGGTTAAAAG——CTCCGGCGGT
GAA——GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCATATCAAGACGACAAGG
GGTAGCAGGACTGAGAGGTCGATCGGCCACCCTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAGAGT GACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGG
GGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCA
TTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
TCC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGG
—AAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCC
CTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCG
ATGCCGCGAGGGGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGT
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HS050

TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATAA—TACTTTCTCTCTCCTGG-GAGAAGGTTGAAAG——GTCCGGCGGT
GTA——GGATGAGCCCGTGGCCTATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACCATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAAAGT GACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGG
GGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCA
TTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGACCAGGGTTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
TCC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
—AAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCC
CTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCG
ATGCCGCGAGGCGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGT

HS052

TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATAC-TGACCGGCCTGGGCATCC-AGGCGGGTCGAAAG——ATTCGGCGG
TAAA——CAGTGAGTCCGCGGCCGATCAGTTTGTTAGTGACGTAATGGCACCCCAAGGCCATGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAACAGGGAAGAA—GCGAAAGT GACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGC
ATTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGG
GGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGACGGATCTCTGGGCCG
ATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
GCC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
—AAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCC
CTT-GTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCG
ATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGT
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TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATA—TGACTGTCCATCGCATGG-TGGATGGTGTACAG——CTTCGGCGGT
ACA——GGATGTGCCCGCGCCCTATCAGCTTGTTAGTGACGTAGTGGCAGACCAAGGCGACAACGG
GTAGCCTGCCTGAGAGGGCCGCCTGCCACATTGGGACTGAGTCTCGGCCCAGACTCCTACGGCAGG
CAGCCGTGGGGAATATTGCAGAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCGGGGTGAGGGATGACG
GCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAAAGT GACGGT
AGCTACAGAAGACGCGTCCGCTAACTACATGCGAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGG
CTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGG
TGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGAT
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGC
C-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG-A
AACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCC
TT-GTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTC
AAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGA
TACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACTCGAC
CCCATGAAGT

HS099

TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATAA—CACTCTGTCCCGCATGG-GACGGGGTTGAAAG——CTCCGGCGGT
GAA——GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACGCTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAAAGT GACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGG
GGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCA
TTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTTGATACCCTGGTAGTCCACGCC
CTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
TCC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGG
—AAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCC
CTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCG
ATGCCGCGAGGCGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGT
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TAGT—GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATA—TGACCGTCTGCCGCATGG-TGGATGGTGTAAAG——CTCCGGCGGT
GCA——GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA—GCGAAAGT GACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGG
GGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCG
ATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
GCC-CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC-GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
—AAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTA-CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCC
CTT-GTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCG
ATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAA-AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG-TCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGT







0Z GECMIS

1979 yilinda Diyarbakir’da dogdu. Ilkogrenimini Diyarbakir Birlik ilkdgretim
Okulu’nda tamamladi. Lise 6grenimini ise Diyarbakir Namik Kemal Lisesi’nde 1996 yilinda
tamamladi. 1998 yilinda Van Yiiziincii Yil Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji
Ogretmenligi Boliimii’ne kaydoldu. 2003 yilinda mezun oldu. 2007 yilinda Van Yiiziincii Y1l
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisansa basladi.

2014 yilinda doktoraya basladi.



T.C
VAN YUZUNCU YIL UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
LISANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 21/05/2018
Tez Bashgi:

VAN GOLUNE DOKULEN AKARSULARDAN STREPTOMYCES TURLERININ iZOLASYONU
TESHISI VE MOLEKULER TANISI

Yukanda bashifrkonusu belirlenen tez ¢ahsmamn Kapak sayfasi, Giris, Ana bolimler ve Sonug
boliimlerinden olusan toplam 43 sayfalik kismina iligkin, 21/05/2018 tarihinde sahsim tarafindan Turnitin
intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmus olan orijinallik raporuna gore,
tezimin benzerlik oram % 6 (Yiizde alt1) dur.

Uygulanan filtreler agagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir harig,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakea haric,

- Almmtilar harig,

- Tezden ¢ikan yaynlar harig,

- 7 kelimeden daha az 6rtiisme igeren metin kisimlari harig (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasina Miskin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir
intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim. 21/05/2018

Tarih ve Imza

Adi Soyadi: Hamdullah SECKIN
Ogrenci No: 139102090
Anabilim Dali: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Statiisii: Y. Lisans I Doktora &
DANISMAN ONAYI _- ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR - UYGUNDUR
Dr. Ogr\‘U si KeremrOZDEMIR

(Unvan, Ad Soyad, Imza) (Unvan, Ad Soyad, Imza)






