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OZET
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BAZALTIK ANA MATERYAL VE UZERINDE OLUSMUS TOPRAKLARDAN
AKTINOMISET IZOLASYONLARI VE POLIFAZIK TAKSONOMISi

Salih Saricaoglu

Ondokuz Mayis Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Kamil ISIK

Bu tez calismasinda Samsun ili Ondokuzmayis ilgesinde yer alan bazaltik ana
materyal ve ana materyal Gizerinde olusmus ylzey toprak érneklerinin Actinobacteria
biyogesitliliginin belirlenmesi, olasi yeni turlerin tim genom analizlerinin yapilmasi ve
bu tdrlerin polifazik yontemlerle karakterizasyonu amaclanmistir. Bu amagla 6
lokaliteden 16 toprak 6rnegdi toplanmigtir. Toprak orneklerinin pH, organik madde ve
kil miktarlari farkh yoéntemlerle belirlenmistir. Actinobacteria Uyelerinin segici
izolasyonunda kullanilan besi ortamlarindan 570 aktinobakteri susu izole edilmis ve
bu izolatlarin 159'unun 16S rRNA gen boélgesi dizi analizi yapilmigtir. Dizi analizi
yapilan suslarin Actinomadura, Actinopolymorpha, Micromonospora, Nocardia,
Nonomurae, Plantactinospora, Rhodococcus, Saccharopolyspora, Streptomyces ve
Verrucosispora cinslerine ait oldugu belirlenmistir. Yeni tir olma potansiyeline sahip
Actinomadura, Micromonospora, Nonomurae, Rhodococcus ve Streptomyces
izolatlari iki farklh mikroorganizma kultir koleksiyonuna depolanmstir. Polifazik
yontemlerle tanimlanan Actinomadura sp. 14C53 ve Nonomuraea sp. 160415
izolatlarinin fenotipik, filogenetik ve kemotaksonomik analizleri yapilmistir. Bu
izolatlarin ve en yakin tip tarlerinin tUm genom dizileme analizleri de yapilarak sahip
olduklari sekonder metabolit gen kumeleri antiSMASH bakteriyal versiyon
uygulamasiyla belirlenmigstir. Polifazik karakterizasyonu tamamlanan bu suslar yeni
aktinobakteri turleri olarak Ulkemiz mikrobiyotasina ve literatire kazandirilacaktir.

Subat 2019, 212 sayfa

Anahtar Kelimeler: Actinobacteria, Polifazik taksonomi, Bazaltik ana materyal, Tim
genom sekans analizi






ABSTRACT

Doctoral Dissertation

ISOLATION OF ACTINOMYCETES FROM BASALTIC PARENT MATERIAL AND
FORMED ON IT SURFACE SOILS AND POLYPHASIC TAXONOMY

Salih Saricaoglu

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Kamil Isik

In this thesis, it was aimed to determine Actinobacteria biodiversity of surface soil
samples formed on basaltic parent material and parent material in Ondokuzmayis
district of Samsun province. In addition, all genome analyzes of the possible new
species were made and the characterization of these species by polyphasic
methods have also been aimed. For this purpose, 16 soil samples were collected
from 6 different localities. The pH, organic matter and clay contents of soil samples
were determined by applying varied methods. 570 Actinobacteria strains were
isolated from the media used in selective isolation of Actinobacteria members and
16S rRNA gene region sequence analysis of 159 of these isolates were performed.
It was determined that the strains belonging to Actinomadura, Actinopolymorpha,
Micromonospora, Nocardia, Nonomurae, Plantactinospora, Rhodococcus,
Saccharopolyspora, Streptomyces and Verrucosispora strains. Actinomadura,
Micromonospora, Nonomurae, Rhodococcus and Streptomyces isolates with the
potential to be new species have been stored in two different microorganism culture
collection. Phenotypic, phylogenetic and chemotaxonomical analysis of
Actinomadura sp. 14C53 and Nonomuraea sp. 160415 isolates identified by
polyphytic methods were performed. Whole genomic sequencing analyzes of these
isolates and their closest species were also made and their secondary metabolite
gene clusters were determined by using antiSMASH bacterial version application.
Completed by polyphasic characterization analysis of these strains will be gained to
our country's microbiota and literature as new Actinobacteria species.

February 2019, 212 pages

Keywords: Actinobacteria, Polyphasic taxonomy, Basalt parent material, Whole
genome sequence analysis
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1. GIRIS

Hava kirenin en Ust katmanlarindan okyanuslarin tabanlarina kadar ¢ok genis bir
alanda yayilim gésteren prokaryotlarin, yer kirenin toplam biyokitlesinin yarisindan
fazlasini olusturdugu tahmin edilmektedir. Besin kaynaklari yoniinden fakir olan
farkli habitatlarda yasamini slrdirebilme yetenegine sahip, cesitli biyokimyasal
reaksiyonlari gerceklestirebilen yeni farmasotik bilesiklerin dogdal Ureticisi olan
mikroorganizmalarin, %90’ indan fazlasinin  kesfedilmeyi bekledigi tahmin
edilmektedir (Whitman vd, 1998, Roussel vd, 2008, Santelli vd, 2008, Dhanasekaran
vd, 2015).

Hem karasal hem de su ekosistemlerinde yayilan Uyeleri, isiya dayanikh
(refrakter) biyomalzemelerin geri donlisuiminde ¢ok ©&nemli rol oynayan
Actinobacteria filumu, blylk bir gesitlilige sahiptir. Bunun yaninda birgok yararh tiru
ihtiva etmekte ve bazi patojenik turleri de igermektedir. Mycobacterium tuberculosis
dinyada 2 milyar insan tarafindan tasinmakta ve her yil birka¢ milyon insani éldiren
tuberkulozun etkeni olarak bilinmektedir. Ayrica, genis bir konak yelpazesine sahip
olan, bitkileri enfekte eden ve patates gibi ekonomik dnemi olan kék ve yumru
bitkileri Uzerinde nekrotik kabuk gibi lezyonlara neden olma kabiliyetleri ile bilinen
Streptomyces tirleri de vardir. Diger taraftan, Actinobacteria Uyeleri insanlar igin
yeni antibiyotikler, antifungaller, antikanser ajanlari gibi tipta uygulanabilen veya bitki
blyUimesini ve bitki hastaliklarina karsi direncin geligtirilmesi i¢in kullanilan birgok
sekonder metabolitin kaynagdi olarak onemli potansiyele sahiptirler. Ayrica bitki
biytmesini desteklemeleri ve zararli boceklerin biyokontroli amaciyla kullaniimalari
¢ok Umit vericidir. Genomik, sentetik biyolojik ve ekolojik alanlarindaki hizli
gelismeler ve antimikrobiyal direncle mucadele igin yeni antimikrobiyal bilesiklerin
mutlak gerekliligi Actinobacteria'nin biyolojisini olduk¢a etkin bir arastirma alani
olarak bilim insanlarina sunmaktadir (Barka vd, 2016; Wink vd, 2017).

Organizmalari tanimlamak ve belirli kurallara gére dizenlemek amaciyla
yapilan bilimsel calismalar, sistematik olarak tanimlanabilir. Sistematigin bir diger
tanimi; biyogesitliligin ve organizmalarin birbiri arasindaki etkilesimin c¢alisiimasi
olarak da ifade edilebilir. Nitekim bazi bilim insanlari sistematigin; taksonomi, ekoloji,
biyokimya, patoloji, genetik ve molekiler biyoloji bilimlerinden faydalandigini

belirtmiglerdir (Kampfer ve Glaeser, 2013).



Tindall vd, (2007) sistematikle sinonim olarak kullanilan taksonomi
kavraminin, sistematigin bir parcasi olarak ele alinmasinin daha uygun olacagini
belirtmistir. Ayni zamanda teorik bir siniflandirma ¢alismasi olan taksonomi,
‘biyolojik siniflandirma sanati® olarak da tanimlanmistir (Stanier vd, 1986).
Taksonomik siniflandirma, filogeniyi, genomik tutarliligi ve taksonun tanimlanmasini
garanti eden bir fenotipik 6zelligi iceren nesnel dlglitlere dayanmaktadir (Wayne vd,
1987; Tindall vd, 2010).

Taksonomi klasik olarak; organizmalari benzerlikleri ya da farkhliklarina goére
belirli kurallar dahilinde taksonomik gruplara ayirma ydntemi anlamina gelen
siniflandirma (Truper ve Schleifer, 2006; Goodfellow ve Fiedler, 2010); siniflandirma
ile belirlenen birimlerin etiketlenmesi anlamina gelen isimlendirme ve incelenen
organizmanin daha énce belirli bir taksonomik kategoriye yerlestirilmis bir organizma
olup olmadiginin arastirilmasi islemi olan tanimlama olmak Uzere lge ayrilmaktadir

(Kampfer ve Glaeser, 2013).

Mikroorganizmalarin izlenebilirligi acisindan bu organizmalarla yapilan bilimsel
calismalarda guvenilir bir siniflandirma sisteminin varolmasi 6nemlidir. Mevcut
sartlarda uygulanan siniflandirma, belirli dlgllerde veri-temelli analizlere bagli,
birlestirici bir teoriden kéken almayan operasyon temelli bir yaklasimdir (Kampfer ve
Glaeser, 2013).

19. yuzyihn baslarindan giinimuze kadar yeni yontemlerin gelistiriimesiyle
birlikte prokaryotlarin siniflandirilmasi konusu, buyuk degisiklikler gostermistir. 19.
yuzyilin sonlarinda Ferdinand Cohn (1875) tarafindan morfolojik benzerliklere
dayanarak yaygin olarak bulunan bakteriler ve siyanobakteriler Schizophyta
icerisinde gruplandirmigtir. Yine ayni zaman dilimi icerisinde iyi bilinen birgok
patojenik bakterinin tanimlanmasi, bu patojenlerin birgcok arastirmacinin ilgi odagi
haline geldigini godstermektedir. Patojen bakterilerin tanimlanmasindaki bu
gelismeler, bakteri siniflandirmasinda morfolojik 6zelliklerin yani sira patojenik
potansiyelleri ve genel gelisim gereksinimleri de 6nemli taksonomik belirtecler olarak

kullaniimasina sebep olmusgtur (Tindall vd, 2007).

1950’lere kadar bakterilerin siniflandiriimasinda ve tanimlamasinda morfolojik
Ozelliklerin yani sira birgok biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikler kullaniimistir.
Sonrasinda ise enzimler ve metabolik yollar kesfedilmistir (Kdmpfer ve Glaeser,
2013).

Yirminci ylzyilin ikinci yarisinda, fenotipik verilerin kullaniimasiyla bakterilerin

siniflandirilmasi amaciyla nimerik ¢alismalar baslatiimistir. Genetik olarak stabil,
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cevresel degisimlerden bagimsiz ve deneysel ya da gdzlemsel belirsizliklere
duyarsiz, fenotipik karakterler tercih edilir. Genel prosedir tim genotip ve fenotipi
ifade etmek icin biyokimyasal, kllttrel, morfolojik, besinsel ve fizyolojik karakterlerin
secimini yapmaktir. Boylelikle yapilan analizlerde bu karakterlere esit olarak agirlik
verilmis olmasi saglanacaktir. Nimerik taksonominin temel gayesi genis aralikta
fenotipik veri seti kullanarak tek suslari homojen grup ya da kiimelere (taxospecies)
yerlestirmektir (Sneath ve Sokal, 1973; Stackebrandt vd, 1997; Kdmpfer ve Glaeser,
2013).

Cesitli kemotaksonomik markdrlerin karsilastirilmasi organizmalar arasindaki
filogenetik iligkiyi belirlemek icin guvenilir bir yontem olarak kullanilabilecegini
gbstermektedir (Komagata ve Suzuki, 1987; Busse vd, 1996). Aslinda, dnceden
siniflandiriimis  taksalarin  birgogunun  gecgerlilii kemotaksonomik  veriler
sorgulandiginda, birgcok susun kimyasal pozisyonlarinda buyuk farklilik gosterdigi
ortaya ¢ikmistir. Bunun bir sonucu olarak, birgok sus yeni cinslere dahil edilmistir
(Embley ve Stackebrandt, 1994). Ad hoc komitesi 6nemli kemotaksonomik verilerin
yeni bir taksanin olusturulmasini desteklemek icin gerekli oldugunu ifade etmigtir

(ayni aile tyeleri arasinda tutarlilik olmalidir) (Wayne vd, 1987).

Son yillarda sekanslama teknolojilerinin ortaya cikisi, ribozomal RNA'lar gibi
oldukgca korunmus molekillerin ndkleotid dizisini ortaya c¢ikarmis, bu da
mikroorganizmalarin  soya ait iligkilerini yansitan filogenilerin  yeniden
yapilandirilmasini mimkuan kilmistir (Woese 1987; Ludwig ve Schleifer 1994). Bu
filogeniler, hatali siniflandiriimis taksonlarin yeniden tanimlanmasinin yani sira
bircok yeni siniflandirmaya da imkan saglamistir. Bu nedenle, éncelikle soybilimsel
kriterlerini takiben, yirmi birinci ylUzyillin basinda Bergey'in standardize ettigi
taksonomik ana hatlarda dnemli gelismeler saglanmistir (Garrity, 2001). Bilgilendirici
icerigi ve kullanilabilirligi ile ilgili pratik nedenlerden o&turt, 16S rRNA geni
prokaryotlarin siniflandiriimasinda bir éncelik olarak kabul edilmistir (Stackebrandt
vd, 2002; Ludwig vd, 2011). Prokaryotik taksonomide 16S rRNA gen bélgesinden
farkll olarak bazi gen bdlgeleri de (rpoB geni, gyrA geni, recA geni, atpD geni)
alternatif veya destekleyici molekuler belirtegler olarak kullaniimaya baglanmistir. Bu
durum, yuksek verimli dizileme yéntemlerinin gelistirimesi ve genoma dayali daha
fazla genotipik analizlerin yapilmasina imkan vermektedir (Kampfer ve Glaeser,
2013).

Nukleik asit hibridizasyon tekniklerinin gelistiriimesi ve prokaryotlaradaki

uygulamalari, tim genomun ve bakteriyel suslar arasindaki gen dizi benzerliklerinin



Olcllebilirligine imkan tanimistir. DNA-DNA hibridizasyon (DDH) teknigi, nikleotid
veri dizilerini kiyaslamak ve bakteriyel taksonlarinin sinirlarini belirlemek maksadiyla
yirminci yGzyilin ikici yarisindan itibaren kullanilan en iyi prosedurdir (Wayne vd,
1987). Literatirde, % 70’den daha duguk DDH benzerligine sahip olan suslar %
97'nin altinda 16S rRNA gen sekansi benzerligine sahiptir (Gevers vd, 2005; Sohier
vd, 2008). Bu % 97 siniri; sinirli bir veri seti icin DDH degerleri ve 16S rRNA gen
sekans benzerliklerinin kargilastirimasina dayanmakta (Stackebrandt ve Goebel,
1994) ve ihtiya¢ duyuldugunda bir rehber olarak 20 yildan fazla bir suredir
arastirmacilar tarafindan tirleri ayirmak igin kullaniimaktadir (Stackebrandt ve
Ebers, 2006). Her iki metot hem 16S rRNA gen sekansi hem de DDH taksonomik
tanimlamalar icin altin standartlar olarak degerlendiriimektedirler (Zeigler, 2005;
Stackebrandt ve Ebers, 2006; Ludwig, 2007). Sonug olarak, yirminci yuzyilin son on
yilinda, tanimlanan yeni tirlerin yayinlanmasindaki yillik oranlar, yaklasik alti kat

artmistir (Tamames and Rossello’-Mo” ra 2012).

Gunumuzde Bacteria ve Archaea igin pratik sonuglara gore tur (turler) kavrami
en sonunda DNA-DNA hibridizasyonuna (DDH) dayandirilmaktadir. Bu teknik
taksonomistin, prensip olarak, iki susun genomlari arasindaki genel benzerligin bir
tahminini elde etmesine imkan verirken, uygulamadaki zorluklar ve karsilagtirmali bir
veri tabani olusturmak icin kullanilamama gibi sorunlari da beraberinde
tasimaktadir. Genom dizileme alanindaki son teknolojik gelismeler, in-silico genom-
genom karsilastirmasinin DDH'nin yerini almasi igin biyoinformatik yontemlerini
gerektirmektedir. Dijital olarak tdretilen genom-genom mesafeleri, DDH
degerlerinden 16S rRNA gen dizisi mesafeleri ile daha iyi bir korelasyon
goOstermektedir. Bundan dolayi son yillarda tirin tanimlanmasi amaciyla mikrobiyal
taksonomistler rutin olarak tim genom dizilerini kullanmaya baslamislardir (Auch vd,
2010). Tamamen dizilenen genomlarin karsilastirimasina dayanan siliko
yontemlerinden bazilari, DDH'ye alternatif olarak onerilmistir (Konstantinidis ve
Tiedje, 2005; Auch vd, 2010). Dijital DNA:DNA hibridizasyonu (dDDH) degerleri,
deneysel yontemlerden turetilen ilgili verilere kiyasla yakindan iligkili turler arasinda
alaka kurma hususunda daha dogru bir degerlendirme imkani saglamaktadir (Auch
vd, 2010; Meier-Kolthoff vd, 2013; Nouioui vd, 2018).

1.1. Tezin Amaci

Antibiyotik direncli patojenlerin ciddi sonuglari ve dinamik dogasi nedeniyle yeni
biyoaktif yapilara duyulan ihtiya¢ glinimuizde biyuk 6lgide vurgulanmaktadir. Buna

uygun olarak, potansiyel tarimsal, farmasétik veya endustriyel uygulamalarindan
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dolaylr yeni biyoaktif bilesik kesfine duyulan ihtiyag blylk oranda artis
gbstermektedir (Thumar vd, 2010). Farmakolojik olarak aktif metabolitlerden ziyade,
sanayide ve tarimda uygulama potansiyeli ile Ectoin ve Hidroksektoin gibi kurumaya
karsi koruma aktivitesi olan molekiller de Actinobacteria'dan tanimlanmis
metabolitler arasindadirlar. (Mohammadipanah and Wink, 2016, Wink vd,2017).

Bakteriler kayaclarin ayrismasinda 6nemli bir rol oynar ve henuz karasal
kayaclarin ayrismasinda c¢esitliligi ve potansiyel aktiviteleri yeterince anlasiimamistir.
Yapilan ¢aligsmalarda kayalarin, c¢esitli mikrobiyal topluluga ev sahipligi yaptidi tespit
edilmistir. Literaturler incelendiginde 16S rDNA gen bdlgesine dayali yuratilen
calismalarda Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes ve Acidobacteria
dyelerinin  kayaclarda dominant mikroorganizmalar oldugu  goérulmustir.
Kolonizasyon deneyleri, bazalt / palagonit Uzerinde izole edilen aktinobakterinin
misel ile buyume 6zelliginin, bazaltik camda kolonize olmasina ve aktif olarak istilaci
olmasina izin verdigini géstermektedir. Bundan yola ¢ikarak bazi aktinobakterilerin
misel ile buylme 6zelligi gostermesinin, dogal ortamda sistemik ¢atlaklar olusturarak
(interstisyel) kaya ayrigmasinda aldiklari role o6nemli bir katki sagladigini
disundurmektedir (Cockell vd, 2009).

Bu tez calismasinda; Samsun ili Ondokuzmayis ilcesinde belirledigimiz
lokasyonlardan aldigimiz bazaltik ana materyal ve ana materyal Uzerinde olusmus
yuzey toprak drneklerinden kultiire edilebilir aktinbakteri Uyelerinin segici izolasyon
besiyerleri ile izole edilmesi amaclanmistir. Daha sonra ise aktinbakteri
biyogesitliliginin belirlenmesi icin izole edilen aktinomiset uyelerinin genotipik,
fenotipik ve kemotaksonomik ydntemler kullanilarak karakterize edilmesi,
karakterizasyonu tamamlanan olasi tur/tdrlerin polifazik  yaklasimla
isimlendirilmesinin ardindan Ulkemizden yeni turler olarak literatire kazandiriimasi

amaclanmigtir.

Bunun yanisira yeni tlir olma potansiyeline sahip izolatlarin tim genom
sekans analizleri gerceklestirilerek, izole edildikleri ortamlarda kayag¢ ayrismasi gibi
rollerinin olup olmadigina iliskin 6ngéride bulunabilmek ve sekonder metabolit

potansiyellerinin belirleyebilmek de tezin diger amaglari arasindadir.






2. LITERATUR BILGiISI

2.1.  Arastirma Alaninin Genel Tanimi

Engiz Cayl havzasi Karadeniz Boélgesi’'nin Orta Karadeniz Boéliminde, Bafra
Ovasinin kuzeyinde, Samsun ili sinirlari igerisinde yer alir. Arastirma sahasi Engiz
Cay! havzasi asagi ¢igirinda Dagkéy mevkii alani igerisinde deniz seviyesinden 20
m ile 300 m arasinda yukselti deg@iskenliginde bulunmaktadir (Sekil 2.1). Sahanin
olusum ve gelisiminde Engiz Cayi blylk rol oynamaktadir. Arastirma sahasi ve
yakin g¢evresinde yuzeylenen en genis birim Yenikonak formasyonudur.
Volkanosedimanter kayaglardan olusmaktadir. Buyuk c¢ogunlugu tuf, tufit, bazalt,
kumlu kiregtagi ve marn ara seviyeli kumtagi-seyl ardigiklanmasindan olusmaktadir.
Yenikonak formasyonu igerdigi Nummulites helveticus Kaufman, Discocyclina
nummulitice Guimbel ve Assilina sp. gibi fosiller nedeniyle Liitesiyen (Orta Eosen)
olarak yaslandiriimistir (Gedik ve Korkmaz 1984) (Sekil 2. 2). Dikkate alinacak
bazalt ana materyali Uzerinde olusan topraklarda mera alanlari ile kuru tarim yapilan
alanlar yer almakta olup mera alanlarinda yaygin olan baslica otsu familyalar
sunlardir; lahanagiller (Cruciferae), bugdaygiller (Gramineae), maydonozgiller
(Umbelliferae), papatyagiller (Compositae), baklagiller (Fabaceae), gilgiller
(Rosaceae). Kuru tarim vyapilan alanlarda da c¢ogdunlukla bugday tarimi

yapiimaktadir.

Engiz Cayi havzasinin iklim ozelliklerini agiklamak amaciyla sahanin iklimini
karakterize eden meteoroloji istasyonlari belirlenmigtir. Arastirma sahasi icerisinde
Olcim istasyonu bulunmamaktadir. Bu ylizden saha cevresindeki istasyonlar esas
alinmistir. Arastirma sahasinda yilin en soguk ayi Subat'tir (5.6°C). En sicak aylar
ise Temmuz ve Agustos aylaridir (22.6°C). Yilin dért ayinda (Aralik, Ocak, Subat,
Mart) ortalama sicakliklar 10°C’nin altinda kalirken nisan ayindan itibaren
yikselmektedir. ilkbahar donemlerinde dizenli bir sicaklik artisi ve sonbahar
donemlerinde dizenli bir azalma goérulmektedir (Cizelge 2. 1). Sicakliklarin 0°C’nin
altina dugmesi don olaylari olmasina sebep olur. Don olaylari ile baglantili olarak
fiziksel pargcalanma olmaktadir. Bu da &zellikle anakayanin ortaya ¢iktigi yerlerde

morfolojik degisimi hizlandirmaktadir.
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Sekil 2. 2. Engiz gayl havzasi ve gevresine ait jeolojik harita
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Bafra Meteoroloji istasyonu’nun uzun yillar meteorolojik dlciimlerine gore ise
yillik ortalama sicakligi Atakum ilgesine yakin olup, 13.8°C’dir. Burada da toprak
sicakligi 5 °C’nin altina diismemektedir. Ozellikle Ocak ayinin birinci giini ile Nisan
ayinin 3’4 arasinda 5 °C ila 8 °C derece arasinda seyreden toprak sicakhgi, 04
Nisan tarihinden sonra 8 °C’nin Uzerine c¢ikmaktadir (Sekil 2.3). Newhall model
sonucuna gore ilgenin toprak sicaklik rejimi Mesic olarak belirlenmistir (Turan vd,
2018).

Bafra Toprak Sicaklik (TS) Takvimi

i<i°ii | 5°C<TS <8°C i>i°i|

10
11
12
13
14
15
16
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27
28
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04
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21
22

Sekil 2. 3. Bafra’da uzun yillar aylik yagis ortalamasi (mm).

Bafra ilcesi meteoroloji istasyonunun 1963-2016 yillari arasindaki aylik ve
yillik ortalama verilerine gore, yillik toplam yagisi 717.5 mm olup, Samsun’un dogu
sahillerine goére bir miktar daha disik yagis almaktadir. Sonbahar aylarinda
yagislarin baglamasi ile birlikte toprak 16 Ekim’de nemli duruma gecmis ve bu
durum haliyle kis ve bahar aylarinda da devam ederek Haziran ayi ortalarinda
birka¢ guin ‘kuru-nemli’ duruma gecgse de ‘nemli’ durumu 23 Hazirana kadar devam
etmistir. Toprak nemindeki farkliklar 24 Haziran ile 15 Ekim tarihleri arasinda
gorulmekte olup; ‘kuru-nemli’ ile ‘kuru’ arasinda degismistir. Bafra’da toprak 245 gun
‘nemli’, 54 guin ‘kuru-nemli’, 61 gun ise ‘kuru’ kalmig oldugu belirlenmistir. Toprakta
su fazlaligi (ylzey akig) Eylul ayi ortalarinda baslamis ve Nisan ayinin ilk haftasina
kadar devam etmistir. Bu gunlerden sonra evapotranspirasyon ile harcanan su,
yagis ile kargsilanamamis ve bu su noksanligi; Temmuz ayinda 111.36 mm ile en
yuksek degere ulasmistir. Toprakta yillik 34.81 mm su ac¢igi bulunmaktadir (Sekil
2.4). ilgenin toprak nem siniflamasi Wet Tempustic olarak belirlenmistir (Turan vd,
2018).




Bafra Toprak Nem Takvimi w T o

Nemli-Kum 3 E f 120

o o
Ock  Sub Mar Nis May  Har Tem Agu Eyl [37] Kas Al

Yafg

Sekil 2.4. Bafra ilgesi Newhall modeline gore toprak nem butcesi dagilimi

Arastirma alaninin jeomorfolojik 6zelligi ise 150 m seviyelerinde bir aginim
ylizeyi bulunmaktadir. Bu asinim ylzeyi Dagkdy ve c¢evresinde net olarak
izlenebilmektedir. Arastirma sahasinin batisinda Akkan (1970) Kizilirmak Deltasr’ni
incelerken 120-130 m yukseklikteki duzliklerden bahsetmis ve bunlarin eski delta
seviyesinin ana kaya uzerindeki devami durumunda olmalari nedeniyle, eski
deltanin gelismis oldugu taban seviyesine gore tesekkdl etmis “kiyr asinim
dizlikler” oldugu sonucuna varmistir. Bu duruma gére Dagkdy asinim yizeyinin
seviye ve olusum bakimindan benzerlik gosterdigi séylenebilir. Bu yizey Dagkdy

asinim yUzeyi olarak isimlendirilmigtir (Turan vd, 2018).

2.2. Bazaltik Ana Materyal

Kayaglar; volkanik (pUskiruk), tortul ve bagkalasim olmak Uzere Ug¢ sinifta ele alinir.
Toprak orneklerimizi aldigimiz ve arastirmamiza konu olan bazalt ise puskurik
taslardan i¢ pUskurik 6zelligi gdsteren bir kayactir. Volkanik kayaglar arastirmacilar

tarafindan farkli 6zelliklerine gére siniflandirmalara tabi tutulmustur.

Bagirsak¢l vd, (1995)e gore; yeryluzunde rastlanan volkanik kayaclar,
bilesimindeki SiO; (kuvars) oranina goére; bazaltik (%50 SiO,), andezitik (% 60 SiO,)
ve riyolitik (%70 SiO) kayaglar olarak ¢ gruba ayirmislardir.

Bazalt, Gabronun ylzey kayacidir ve uzun mesafeler akma 6zelligine sahiptir.
Plajioklaz, ojit ve iri kristalli olivin ile diger yan minerallerden (manyetit, ilmenit, vs.)
olusmustur. Koyu genellikle kirmizimsi veya siyahimsi renktedir (Ardos ve Pekcan,
1997). Turkiye geng volkanik sekillerin bol oldugu bir Glkedir. Bu ylizden bazaltlara
bircok yerde rastlamak mumkuandur. Bunlarin blytk bir kismi Miosen sonrasi ve

Kuvaterner bagindaki puskirmelerle olusmustur (Unsal, 2001).

Bazaltik anamateryalin hakim oldugu sahalarda farkli sorulara cevap aramak

icin birgcok calisma yapilmistir. Bazalttan olusan anakayanin kil iceridi ile ilgili yapilan

10



caligmalar (Ferguson, 1954; Hocaoglu, 1970), toprak olugsumunda etkili faktorler
ile ilgili galismalar (Ding vd., 1987; Ozcan ve Ozaytekin, 2011) diye ornekleri

arttirmak mimkuandar.

GlUnumulzde topraklarin ve kayaclarin kimyasal ayrismasinda karakterize
edilmesinde iki farkli yaklagsim bulunmaktadir. Birinci yaklagsim akigkan sulu ortamin
jeokimyasal o6zelliklerinin belirlenmesi (Aiuppa vd, 2000; Phillips ve Rojstaczer,
2001), ikinci yaklasim ise ayrismis profilin jeokimyasal ve mineralojik 6zelliklerinin
belirlenmesidir (Nesbitt, 1979; Chesworth vd, 1981; White, 1983; Nesbitt ve Wilson,
1992).

2.3. Toprak Olusumunda Mikroorganizmalarin Etkisine Yonelik Yapilan

Caligmalar

Mikroorganizmalar, gerek toprak agisindan ve gerekse de bitkilerin beslenmesinde
onemli yer tutan bitki besin elementlerin kayaclardan-minerallerden agida
cikartmalari nedeniyle 6nemlidirler. Toprakta yasayan makro canlilarin yaninda,
mikroorganizmalar  6zellikle  organik maddelerin  ve  mineral-kayaglarin
parcalanmasinda énemli rolleri bulunmakta ve bu canlilar bazen mekanik, bazen de
kimyasal etki meydana getirerek kayag-mineralleri ayristirarak toprak olusumuna
yardimci olmaktadirlar. Kayalik habitatlarda yaygin olarak bulunan bakterilerin
Actinobacteria, Proteobacteria ve Bacteroides uyelerinin olduklari daha onceki
calismalarla gdsterilmis olmakla birlikte endolitik habitatlarda Actinobacteria’nin

o6nemli gruplardan oldugu bildirilmistir (Cockell vd, 2009).

Actinobacteria filumlarindan, Micromonospora uyeleri 0Ozellikle humusca
zengin topraklarda yayilig gostermekte ve sahip oldugu hidrolitik enzimler sayesinde
organik madde dongusinde 6nemli rol oynamaktadir. Sellloz, kitin, lignin ve diger
kompleks polisakkaritleri sahip oldugu hidrolitik enzimlerle pargalayabilmektedir
(Erikson, 1941; Wilson, 1992; Gacto vd, 2000; de Menezes vd, 2008). Toprak
verimliligini arttiran ve bitki gelisimine katkida bulunan bu tip mikroorganizmalar,
"biyogubreler" olarak adlandiriimakta olup tarimda mikrobiyal asi materyallerinin
hazirlanmasinda kullaniimaktadir. Cogu nadir aktinomisette oldugu gibi
Micromonospora turleri de bitki saghigini arttiran ve yuksek verim alinmasina katki
saglayan vitaminler ve bitki hormonlari gibi maddeleri Uretmesi nedeniyle toprakta
“fitostimulatdr” veya bitki buyime promotorlari olarak kullaniimaktadir. Ayni
zamanda Micromonospora turleri, bitki koklerinde hastalia sebep olan toprak

kaynakli pek c¢ok bitki patojenine karsi bitki koklerinde endofitik olarak Urettikleri
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antibiyotik ve antifungal ajanlarla bitki gelisimini destekleri icin biyokontrol ajani
olarak da kullaniimaktadir (El-Tarabily vd, 1996a, 1996b; El-Tarabily ve
Sivasithamparam, 2006; Kurtboke, 2000; Kurtbtke vd, 2007).

Streptomyces’ler hem kara hem de su ekosistemlerinde yaygin olarak
bulunmaktadir. Karasal ekosistemlerdeki organik madde igeriginin, toprakta genis
capta yayilig gOsteren mikroorganizmalarin sayisi Uzerinde buyuk etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Ozellikle mezofilik Streptomyces’ler kompostaki organik madde
dekompozisyonunun ilk agamasinda énemli bir bolimi olusturmaktadir (Schrempf,
2008). Ozellikle kil partikiilleri ve humikkolloidler bu sayiy direkt etkilemektedir. Kil
partikilleri, toprakta adsorbsiyon 6zelligi gdsterip mikro habitat dizeyinde organik
maddeleri biriktirerek Streptomyces sayisini artirmaktadir. Streptomyces tirleri
hidrolitik enzimlere sahip olduklari icin enerji ve besin ihtiyaclarini bu organik
maddelerden rahatca karsilayabilmektedir. Takahashi ve Omura 2003’ te yaptiklari
bir galismada Pinus (Cam), Pleioblastus (Bambu), Cryptomeria (Kadife Cami) cinsi
agaclarin disen yapraklarindan, tarla ve ¢él topraklarindan, gesitli Streptomyces
suglari izole ettiklerini bildirmiglerdir. Streptomyces’lerin bazi Uyelerinin  kok
sisteminde patojen organizmalarla antagonistik iligki icinde olup bitki hicrelerinde
endofitik etkisi arastiriimistir. YUzeyi steril edilmis bitki kdklerinden aktinomiset
izolasyonuna 6rnek olarak muz (Musa sp.) ve misir (Zea mays L.) bitkilerinin ylizey
sterilizasyonu yapilmis koklerinden Streptomyces izolasyonu verilebilir (de Araujo
vd, 2000; Coombs ve Franco, 2003).

Kurtboke vd 2007 yilinda Fraser Adasrnda yaptiklari ¢alismada gesitli kumul
vejetasyon zonlarindaki  bitkilerden ve kumdan aktinomiset izolasyonu
gerceklestirmiglerdir. Tahrip olmus, siksesyon gecirmekte olan ve klimaksa ermis
Ug farkl vejetasyon zonundan alinan érneklerde tahrip olan bdlgeden herhangi bir
aktinomyset izolati elde edemezken, az miktarda organik madde birikiminin oldugu
suksesyonal bdlgeden yalnizca Streptomyces izole edebilmistir. Klimaksa ermis
(olgun) kumul bdlgenin dncesindeki bolgede ise Streptomyces kolonilerinin yerini
Micromonospora kolonileri almistir. izole edilen her iki cinsin Uyelerinden de bitki
gelisimini takviye edici maddelerin elde edilmesi, mikorhizal birlikteliklerin gériimesi,
aktinomisetlerin  6ncil bitkilerin  yerlesmesine ve dolayisiyla suksesyonun
tamamlanmasina yardimci oldugu gorisini desteklemektedir. Buna érnek olarak
Banksiagrandis agacinin kékini cesitli mantar enfeksiyonlarindan korudugu bilinen
sellilaz enzimini Ureten Micromonospora carbonacea ve antibiyotik Ureten
Streptomyces violascens verilebilir (EI-Tarabily vd, 1996). Klimaksa ermis oldukca

asidik (pH 3-4) kumul bdlgede ise yine basta Streptomyces olmak Uzere
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Actinomadura, Nocardia, Microbispora cinsleri ve Geodermatophillaceae
familyasina mensup cinsleri ile karsilagiimistir. Mezofilik aktinomisetlerin klimaksa
ermis kumul bélgede bulunmasi ya da diger bir degisle olgun vejetasyon zonundaki
bitkilerin bu boélgeye yerlesmesi ve adapte olmasi, erken donemde ortama gelen
bitkilerin  kdék sistemlerini ¢esitli kok hastaliklarindan koruyan bu 6nci
mikroorganizmalar sayesinde olabilecegi dusunulmektedir (Kurtbdke vd, 2007,
Sembiring ve Goodfellow, 2010).

2013 yihinda toprak ayrismasi ile ilgili yapilan bir g¢alismada laboratuvar
sartlarinda Uzerine yeterli konsantrasyonda C, N ve P elementleri ilave edilen
kayaclarda farkh taksonlardaki Actinobacteria Gyelerinin kayalarin ayrismasini

artirabilecegi gosterilmistir (Cockell vd, 2013).

Actinobacteria izolatlarinin flamentleri kaya ylzeyinde farkli yoénlerde
buyuyerek vezikiler bosluklarda dallanma yetenegindedir. Bu sure¢ fungal hiflerin
kayalara tutunmasinin analogu bir sure¢ olarak yorumlanmistir (Burford vd, 2003).
Ayni zamanda flamentli Actinobacteria Uyelerinin bircok yonde hareket ederek
gecirgen kayalarda sistematik olarak kolonize olmasini saglamaktadir. Bu durum
kayalardan elde edilen izolatlardaki Actinobacteria yogunlugunun Bacteriodetes
Uyelerine oranla daha fazla olmasini aciklamaktadir. Bu durum volkanik piroklastik
katmandan yapilan izolasyonlarda da gozlenmistir (Ibekwe vd, 2007). 2007 yilina
kadar yapilan tim calismalarda Actinobacteria lUyelerinin Acidobacteria Uyelerinden
sonra Hawaiian lavlarinda bulunan tek filum oldugunu gdstermistir. Bu gozlemler,
Actinobacteria’nin volkanik kayalarda ve killerinde ve potansiyel olarak ardisik

asinmalarinda énemli bir rol oynadigini géstermektedir (Cockell vd, 2009).

Bakteriler, gerek toprak agisindan gerekse de bitkilerin beslenmesi yoninden
cok onemli yer tutan bitki besin elementlerin kayaclardan-minerallerden aciga
cikartmalari yoninden de 6nemlidirler. Toprakta goézlenen biyokimyasal reaksiyonlar
mikroorganizmalar tarafindan gerceklestiriimektedir. Blylk cogunlugu heterotrof
olan toprak mikroorganizmalari, salgiladiklari enzimlerle inorganik-organik
maddelerini iginde bulunan elementel bilesimlerine ayrilmasinin yani sira protein,
nisasta, sellloz, lignin ve fosfat esterleri gibi kompleks bilesikleri bitkilerin alabilecegi

formlara da donlstirmektedir (Hoffmann, 1986; Jonasson vd, 1996).

Tang vd (2012), Cin’in Guizhou Karst alanlarinda kire¢ tasi ve dolomite
Uzerinde yer alan endolitik bakterilerin belirlenmesine yoénelik bir arastirma

yapmiglardir.  Yapilan c¢alismaya goére bu kayaglar (zerinde en fazla
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Cyanobacteria’nin yaygin oldugu bunu Alphaproteobacteria, Acidobacteria ve

Actinobacteria izledigini belirlemiglerdir.

Demir oksitleyen bakterilerin (FeOB) farkli suglari tarafindan Fe (IlI)' nin
mikrobiyal oksidasyonunun, bazaltik kayaglarin ayrismasini abiyotik oranlara goére
alti ila sekiz kat arttirdigi tespit edilmigtir (Edwards vd, 2004). Wu vd (2007),
inorganik kosullara gére bazaltik kayaglarin mikrobiyal degisimi sirasinda elemental
salim oranlarinin arttigini  gézlemlemigtir. Bunun aksine diger ¢alismalarda;
mikrobiyal aktivitenin bazaltik cam ayrisma hizlari Gzerindeki etkisinin 6nemsiz
derecede klglk oldugu bildirilmistir (Stockmann vd, 2012). Ancak bu tdr
farkliliklarin, farkl deneysel yaklasimlardan ve bakterilerin baglangigtaki beslenme

durumlarindan kaynaklandigi distintlmektedir (Perez vd, 2016).

Demir, ¢ogu organizma icin ve enzimatik ¢esitli slrecler icin gerekli olan bir
mikro besindir (Rogers ve Bennett, 2004). Dogada, Fe (ll) ve Fe (lll) olarak iki
oksidan durumda bulunur. No6tr pH'ta ve oksijen agisindan zengin ortamlarda Fe,
cogunlukla Fe oksi (hidroksitler) olusturan ¢ézinmeyen Fe (llIl) olarak bulunur.
Bununla birlikte, mikroorganizmalar mineral veya cam ylzeyinde reaktif
mikrogevreler olusturarak bu problemin Ustesinden gelmek igin stratejiler gelistirirler.
En oOnemlisi (i) sistemin dengesini degistiren iyonlarin komplekslesmesi veya
oksidasyonu / indirgenmesi (Stockmann vd, 2012; Navarrete vd, 2013) ve (ii) ¢ozelti
pH'InI degistiren bakteriyel asit Uretimi ve proton tlketimi sayesinde sinirlayici
besinlerin ¢ézlinmesini ve serbest kalmasini arttirirlar (Fe, P v.b.) (Wu vd, 2007).
Sulu ve toprak ortamlardaki mikroorganizmalarin ¢ogunlugu (>% 99) ylzeylere
baglanir ve ayrisma c¢alismalari ylzeye bagli mikroorganizmalarin, besin
elementlerinin ¢dézinmesinde, baglanmamis mikroorganizmalardan ¢ok daha etkili
oldugunu gostermistir (Ahmed ve Holmstrom, 2015). Ayrica, mikroorganizmalarin
bollugu, bazaltik kayaglarin yasi ve dedisim durumu ile pozitif iligkilidir (Santelli vd,
2009).

Stranghoener vd (2018) farkli dogal bazaltlarda alterasyon ve Fe
mobilizasyonunda mikroorganizmalarin potansiyel rolini arastirmak igin biyotik
(mikroorganizma) ve abiyotik faktorler kullanilarak laboratuvar kosullarinda yaptigi
calismada, biyotik érneklerin bir kisminda abiyotik drneklerden farkli olarak 30 °C'de
pH’In nétlrden 4,.5-5.5 seviyelerini indigi ve tekrar nétire yaklastigini, 8 °C’de ise
5.5 seviyelerinde asidik kaldigini tespit etmislerdir. Ote yandan ¢oéziinmis Fe, tim
biyotik deneylerde kayda deger miktarlarda tespit edilmigtir. Bunun yaninda

mikroorganizmalarin biyotik kosullarda solisyondan besin elde edememesi
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durumunda, organizmanin, gerekli besinleri elde etmek ve bdylece ¢dzlinme oranini
arttirmak icin pH"'I dislrerek muhtemelen kayaya ve sentetik bazaltik camlara
saldirmaya basladigi gorilmustar. Coézinmus Fe ve Al sadece biyotik kolonizasyon
deneylerinde Ol¢iimis ve ¢bézinmis Fe ve Al konsantrasyonlari da ayni sekilde
artmistir. Ayrica, biyotik deneylerde bazaltik camlarin ylzeyinin altinda ince catlaklar
agl da gozlemlenmistir. Buna gore biyotik deney ortaminda mikroorganizmalarin
bazik camlarin ¢bézlilmesiyle temel besinleri kendiliginden saglayabildigi ve
hicrelerin faydal besinler iceren dogal bazaltik kayaglarin cam ylzeylerine tercihen

tutundugu tespit edilmistir (Stranghoener vd, 2018).

Perez vd (2016) yaptigi ¢alismada bazaltik camdaki Fe cesitlenmesinin (Fe
(I, Fe (Ill) ve Fe (hidroksi) oksitler), siderofor dretimini etkileyebilecegini ortaya
koymus ve sonu¢ olarak, Pseudomonas aeruginosa turinin bazalt ¢ézinme
oranlarini etkileyebildigini ve blylme igin gerekli bir besin olarak Fe'yi serbest
birakabildigini ortaya koymustur. Siderofor dretimi, Fe ¢dzinarlGduinin genellikle
duslk oldugu derin deniz sularinda beslenmede Fe kullanilabilirligini saglamak icin
gelistiriimis bir mekanizmadir. Buna kargin, hem Fe (ll) ve organik maddelerin
oksidasyonu yoluyla enerji toplayabilme yetenedini, hem de mikotoksik dinamik
sartlar altinda ve jeokimyasal olarak dinamik kosullarda gelismeyi saglayan bir

uyarlanabilir mekanizmayi temsil edebilmektedir (Sudek vd, 2017).

Xivd (2018) degisime ugramis kayaclar ve topraklar tizerinde yaptigi mirobiyal
topluluklar ve kayalarin ayrismasi ¢calismasinda degismis kayalardaki oldukga fazla
izolatin, kaya ayristirma isleminde kultir ortamini énemli Ol¢ide asitlendirdigini
tespit etmistir. Alcaligenes, Cupriavidus, Enterobacter, Kocuria, Microbacterium,
Moraxella, Sphingomonas, Staphylococcus ve Stenotrophomonas cinslerinin Gyeleri

sadece ylksek degisime ugramis kayalarda gézlemlenmistir.

Gleeson vd (2006), farkh ayrismis minerallerin yizeyindeki bakteriyal yapinin
cesitliligini ve tim granit kayaclarin ylzeylerinde cesitli bakteri yapilarini ortaya
cikarmistir. Ayrica Actinobacteria, Firmicutes ve Proteobacteria taksonlari iginde
mineral-ayristirici bakterilerin genis cesitliligi ortaya c¢ikartilmistir (Gleeson vd,
2006).

Bhatti ve digerleri (2012), Acidithibacillus ferrooxifant kulturlerinin demirce
zengin biyotit mineralinin ayrismasi Uzerine yaptiklari calismada, Acidithibacillus
ferrooxifant bakterileri ile kultire edilmis ¢dzeltileri ince 6gutilmas biotit mineralini
120 gun sure ile inkubasyona birakarak biotit mineralinin ayrisma durumunu

belirlemiglerdir. Ayrisma sirecinde agida ¢ikan K iyonlari ile demir ve sulfat iyonlari
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ile birlesmeleri sonucu jarosite mineral ¢okeltilerin olustugunu ve biotitin vermiculite

doénisumuni belirlemislerdir.

Dengiz vd (2013), Kizilirmak nehrinin olusturdugu farkli fulival arazi sekleri
Uzerinde olusmus Entisol ve Inceptisol ordolarina ait topraklarda organik ve
inorganik koloitlerle beraber mikroorganizma faaliyetleri sonucu meydana gelen
dogal agregatlarda mikrobiyolojik etkiler Uzerine bir c¢alisma yapmiglardir.
Topraklarin gelisim ve olgunluk kazanmalarinda struktirel gelismelere yonelik
agregat olusumu ve agregat blyukligu oldugu belirtilerek, elde edilen sonuglara
gore makro agregatlarin (> 250um) Typic Haplustept topraklarda daha fazla oldugu
bu durumda dzellikle gézenek dagilimi ve miktarini arttirarak mikroorganizmalarin
faaliyetinde olumlu etki yaparak, topraklarda striktirel gelismeye olumlu yansidigini
bildirmiglerdir. Ayrica mikroorganizmalar icin diger ¢evresel kosullardaki uygunlugun
yani sira topraktaki organik maddenin gerek mikroorganizmalara ve gerekse de

agregat olusumuna 6nemli katki yaptigini da belirtmektedirler.

Tang vd (2012), Cin’in Guizhou Karst alanlarinda kire¢ tasi ve dolomite
Uzerinde yer alan endolitik bakterilerin belirlenmesine yoénelik bir arastirma
yapmiglardir. Yapilan ¢alismaya gdére bu kayaclar Uzerinde en fazla
Cyanobacteria’nin yaygin oldugu bunu Alphaproteobacteria, Acidobacteria, ve
Actinobacteria izledigini belirlemiglerdir. Ayrica arastirmacilar, dolomit ve kireg
taslari Uzerinde Karst topraklarin olusumlarinda endolithik bakterilerin énemli rol
oynadiklarini  belirtmektedirler. Lian vd (2010) bu durumu 0&zellikle
mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri sonucu olugturduklari organik ve
inorganik asitlerin yani sira ektraselller polisakkaridlerin (EPS) etkileri sonucu
kalsiyum karbonatin  ¢ézUnarligund  arttirarak ~ kire¢  taslarinin - ayristigini

belirlemiglerdir.

Xi vd (2018) yaptigi calismada, kaya ayrismasinda rol alan bakteri
populasyonlarinin gesitliligi ve farkhhdinin, bitisik topraklarin yanisira degisime
ugramis kayagclarin ylzeyinde de mevcut oldugunu goéstermistir. Buna ilaveten,
degisime ugramis kayalardan ve topraklardan elde edilen kaya ayristirici tirlerin
¢cogu daha once bildiriimemistir. Bu durum ayristirici bakterilerinin ortamlarina 6zg
oldugunu dusundidrmektedir. Ayrica, degisime ugramis kayalardaki bakterilerin
yarisindan fazlasinin bitisik topraklarda bulunanlardan farkli oldugunu belirtmiglerdir.
Kaya ylzeylerinde, cevreleyen topraklarda yasayanlardan farkli spesifik bakteri

turlerinin kolonize oldugunu gdstermistir. Bu sonuglar, farkli ortamlarda bulunan
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kayaclardaki bakteri topluluklarinda énemli farkliliklar oldugunu goéstermektedir
(Certini vd, 2004).

Gleeson vd (2006) mineral kimyasinin 6zgul bakteriyel ribotipleri etkiledigini ve
Al, Si ve Ca'nin sistem igindeki bakteriyel topluluk yapisi tGzerinde dnemli bir etkisi
oldugunu goéstermislerdir. Mevcut K, Ca, Mg ve organik madde miktarlari, daha az
ve daha fazla degisime ugramis kayalar ve topraklar arasinda énemli dlgtide farkli
oldugu belirlenmistir. Degisime ugramis kayalar ve topraklar arasindaki kayaya
zarar veren bakteri populasyonundaki degisimin olabilecedi dusunulmektedir. Bu
durum farkli edafik faktorler tarafindan sekillendirilmigtir. Ayrica, pH ve mevcut Si,
Al, Fe ve P miktarlari daha az ve daha fazla dedisime ugramis kayaclar arasinda
onemli bir farkhliktir. Daha az ve daha fazla degisime ugramis kayagclar arasindaki
kaya ayristiran bakteri populasyonundaki degisimin de bu farkli faktorlerden
etkilenebilecegini ileri slrmektedirler. Buna ilaveten, sekonder minerallerdeki
farkhihginin, daha az ve daha fazla degisime ugramis kayalar arasindaki belirli kaya
ayristirma o6zelligine sahip bakteri popllasyonlarindan sorumlu olabilecegi rapor
edilmistir (Xi vd, 2018).

2.4. Actinobacteria Siniflandirmasi ve Taksonomisi
2.4.1. Aktinobakteriyal taksonomide giincel durum

Actinobacteria'nin taksonomik konumu, 16S rRNA analizleri ile iyi bir sekilde ortaya
koyulmustur. Actinobacteria filumunda 5 alt sinif, 9 takim ve 14 alt takim igceren
Acidimicrobiia, Actinobacteria, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria ve
Thermoleophilia olmak Uzere alti sinif vardir. Actinomycetales takimi, simdi
Actinomycetaceae familyasinin Uyeleriyle sinirli olan Actinobacteria sinifina aittir. Bu
nedenle, Actinobacteria filumu icindeki 43 aile Actinobacteria sinifinda
siniflandirilirken, diger 5 sinifi sadece 10 aile olusturmaktadir (Ludwig vd, 2012).
Son zamanlarda genom dizi verilerinin elde edilmesindeki gelismeler, genom
filogenisinin ayrintili olarak anlasilmasini saglamis ve mikroorganizmalarin cins ve
aile dizeyinde dogru bir sekilde siniflandiriimasini kolaylastirmistir. Sekil 2.5,

aktinobakterial cinslerinin filogenetik agacini gostermektedir.

Actinobacteria sinifi daha 0Once Bifidobacteriales ve Jiangellales gibi
Actinomycetales ordosu icinde alt ordolar olarak organize edilmis taksonlardan
olusmaktaydi (Zhi vd, 2009; Tang vd, 2011). Bu sinifta, iki klade (kime) mevcuttu;
ilk klade Actinopolysporales, Corynebacteriales, Glycomycetales, Jiangellales,

Micromonosporales, Propionibacteriales ve Pseudonocardiales ordolarini igerir ve
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ikinci kladeide Actinomycetales, Bifidobacteriales, Kineosporiales ve Micrococcales
ordolarini icermektedir. Buna ek olarak, Frankiales dizenli bir klade olarak kabul
edilmekte ve Acidothermaceae, Cryptosporangiaceae, Frankiaceae,
Geodermatophilaceae, Nakamurellaceae ve Sporichthyaceae familyalari da dahil
olmak Uzere filogenetik agacta bagimsiz soylar olusturdugu gértlmektedir (Ludwig

vd, 2012).

Rubrobacterales
Acidimicrobiales
Salirubrobacterales
Coriobacterales
Bifidobacterales
Actinomycetales

Suborder:
Corynebacterineae Streptomycineae Propionibacterineae
Pseudonocardineae Catenulisporineas Micrococcineae
Frankineae Micromonosporineae Kineosporiineae

Actinomycineae

Streptosporangineae Glycomycineae

agaci (Barka vd, 2016)
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2.4.2. Taksonomideki klasik ve son kriterlere gOre Actinobacteria

siniflandirmasi

Actinobacteria'nin siniflandiriimasi ve taksonomisi esas olarak; morfolojik, kimyasal
ve fizyolojik gibi belirli 6zelliklerinin arastirildig1 fenotipik kriterlere dayanmaktadir.
Koloni morfolojisi, spor zincirleri, substrat ve hava miselyumlarinin rengi ve
yayllabilir pigmentleri, cinslerin farklilagsmasinda hala énemli faktérlerdir. Ancak bu
filumun siniflandiriimasi igin yeterli bilgi saglamamaktadir. Actinobacteria'nin mevcut
siniflandirmasi, 16S rRNA dizilerine dayanmaktadir. Bununla birlikte, filogenetik
agaclari insa etmek ve 16S rRNA gen temelli siniflandirma ile sinirhliklarini
gidermek icin diger molekuiler belirteglerin kullanimina da blyuk ilgi vardir. Cok
sayida rRNA operonunda mevcut olan nukleotid varyasyonlari ve 16S rRNA
genlerinin yatay gen transferleri, filogenetik agaglarda bulunan taksonlar arasinda
nispeten kararsiz iligkilerin ortaya c¢ikma egilimini artirmaktadir (Sentausa ve
Fournier, 2013).

Prokaryotlarin siniflandirmasi su anda polifazik taksonomi denilen fenotipik,
kemotaksonomik ve genotipik bilginin kombinasyonuna dayanmaktadir (Schleifer,
2009). Taksonomi analizi igin uygulanan fenotipik yodntemler arasinda morfoloji,
antijenik  6zellikler, blylme araligi, metabolik dretim, patogenez ve
mikroorganizmanin ekolojisi bulunmaktadir. Polifazik taksonomik yaklasimlarin
yaygin kullanimi Actinobacteria filumunun taksonomisi ¢ozimind gelistirirken,
Micromonospora ve Streptomyces gibi cinslerde 16S rRNA geninin ve fenotipik
Ozelliklerin yeni turlerin tanimlanmasi igin her zaman yeterli olmadi§i yoniinde kayda

deger problemleri de ortadan kaldiramamaktadir (Girard vd, 2013).

Bakterilerin tim genom dizileri, bakteriyel sistematik hakkinda daha dogru ve
guncel bilgi saglamaktadir. Taksonomik analiz igin DDH gibi birgok genetik endeks
kullaniimigtir. DDH'nin %70'lik deg@eri, tlr Gyelerinin tanimlanmasi i¢in bir esik degeri
olarak onerilmigtir. Buna ilaveten, genetik taksonomik kriterler olarak ortalama
nukleotid 6zdesligi (ANI) ve multilokus sekansi tiplendirme / multilokus sekans
analizi (MLSA) 6nerilmistir (Konstantinidis ve Tiedje, 2005; Goris vd, 2007).

Bakteri veri dizilerinin, bir veri tabaninda muhafazasini hizlandiran daha pratik
bir yaklasim olan yeni nesil dizileme (NGS) yontemi, genomu dizilenen bakteri
sayisini hizla arttirmaktadir. Tiam genom kullanilarak yeniden yapilandirilan
filogenetik agaclar, daha fazla bilgi saglamakta ve taksonlar arasindaki iligkilerin

ayirimini daha net olarak artirmaktadir (Wink vd, 2017).
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2.4.3. Actinomadura cinsi

Thermomonosporaceae familyasi igerisinde vyer alan Actinomadura cinsi,
Actinocorallina, Spirillospora ve Thermomonospora cinsleriyle birlikte sistematize
edilmektedir. Bu cinslerin Uyeleri morfolojik, fizyolojik ve kimyasal 6zelliklerin birlikte
kullaniimasiyla birbirinden ayrilabilmekte ve 16S rRNA gen dizisine dayali filogenetik

agaclarda ayn bir filetik yol olusturmaktadir (Trujillo, 2012).

Son yillarda literatiire kazandirilan Actinomadura montaniterrae KCTC 397847
(Songsumanus vd, 2016), Actinomadura alkaliterrae DSM 101185" (Ay vd, 2017),
Actinomadura rhizosphaerae KCTC 39965" (Malisorn vd, 2018) ve Actinomadura
barringtoniae NBRC 113074" (Rachniyom vd, 2018) tlrlerinin de dahil olmasi ile
Actinomadura cinsi glincel ve gegerli olarak tanimlanmis 88 tlrl ve iki alttlrd ihtiva

etmektedir (URL-1: http://www.bacterio.net/actinomadura.html - Kasim 2018). Cins

Uyeleri karakteristik agidan yaygin olarak dallanmis substrat miselyumu ve 1 — 50
artrospor bulunduran hava hifleri olusturmaktadir. Spor zincirleri diiz, ¢cengelli (acik
halkalar) ya da duzensiz spiraller bigiminde olmasinin yanisira spor ylzeyleri ise
katlanmis, dizensiz, purlizsiz, dikensi veya yumru bicimindedir. Gelisim acgisindan
ideal sicaklik araligi 10° C — 60°C’dir. Actinomadura turleri blyik oranda 9 izopren
birimi bulunduran, 2., 3. ve 7. pozisyonlarda doymus hekzahidrojenli menakinonlar
ve hekzadekanoik, 14-metilpentadekanoik (izo-16:0) ve tuberkulostearik asit yag
asitlerini (yag asidi tipi 3a, Kroppenstedt, 1985) muhtevasinda bulundurmaktadir. A.
rubrobrunea DSM 437507 ve A. viridilutea 44433" termofilik tlrler olarak
tanimlanmakta ve yagd asidi bilesimlerinin farkh olmasi bakimindan mezofilik
tirlerden ayrilabilmektedir. Bu turler nispeten ylksek oranda izo-dallanmis yag
asitleri ve dusuk miktarda 10-metil-dallanmis yag asitleri icermektedir. Suslarin bu
farkhhklarinin termofilik karakterlerinden kaynaklandigi dusinutlmektedir. Benzer bir
durum, bu suglarin butiin-hicre hidrolizatinda galaktoz, glukoz, mannoz, riboz ve
eser miktarda maduroz gibi seker bilesenlerini icermesinde de s6z konusudur
(Trujillo, 2012). Actinomadura tirleri, yaygin olarak bulunduklari toprakta
muhtemelen organik maddenin dénlstiminde rol oynamaktadir. Aktinomisetomaya
neden olan turler Actinomadura latina DSM 433827, A. madurae DSM 430677 ve A.
pelletieri DSM 43383" tlrleridir. Sadece klinik materyalden izole edilen
Actinomadura latina DSM 43382" ve A. pelletieri DSM 43383 tirlerinin aksine A.
madurae DSM 430677 tir( yaygin olarak toprakta bulunmaktadir (Gerber, 1971,
1973; Lechevalier vd, 1971).
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Gelisim ortamlarina antifungal etkili antibiyotikler olan, aktidion ve
siklohekzimid gibi antibiyotiklerin eklenmesiyle farkli numunelerden Actinomadura
Uyeleri izole edilebilmektedir. Bu cinsin Uyeleri genelde modifiye Bennett's agar
(Jones, 1949), glukoz-maya 6zutlu (Athalye vd, 1981) ve ISP besi ortamlarinda
(Shirling ve Gottlieb, 1966) kilttre edilebilmektedir (Nonomura ve Ohara, 1971).

Bu cinse ait bir organizmanin diaminopimelik asit icerip icermedigi, icerdigi
diaminopimelik asidin LL- veya mezo- formunda mi oldugunu belirlemek igin tek-
boyutlu ince-tabaka kromatografisi kullaniimaktadir (Kroppenstedt ve Goodfellow,
2006). Yag asidi bilesiminin Olgulebilir analizleri, bu cinsini mezofilik Gyelerinin
Microtetraspora, Nocardiopsis, Saccharothrix ve Thermomonospora Uyelerinden
ayirt edilmesine olanak tanimaktadir (Kroppenstedt, 1987). Actinomadura ve
Microtetraspora Uyeleri menakinon ve polar lipit profillerinde de farklilik

gbstermektedir (Kroppenstedt ve Goodfellow, 2006).

Actinomadura cinsinin genetigi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar genel olarak
cins Uyeleri, Thermomonosporaceae familyasi igin karakteristik olan 16S rRNA
sinyal molekullerini icermektedir (Stackebrandt vd, 1997). Yapilan ¢aligmalarda bilim
insanlari Actinomadura turleri arasinda DNA-DNA hibridizasyon analizleri yaparak
turler arasindaki homoloji degerlerinin %18-100 arasinda degistigini ifade etmislerdir
(Fischer vd, 1983).

Son zamanlarda tanimlanan Actinomadura turleriyle yapilan DNA-DNA
homolojisi calismalari, bu cinsin Uyeleri arasinda karmasik genetik iliskilerin
mevcudiyetini gdstermektedir. Ornegin, A. kijaniata DSM 43764" ve A. namibiensis
DSM 441977 tirleri arasinda DNA-DNA hibridizasyon degerinin %72 olarak tespit
edilmesinin yanisira her iki tir de, 6zellikle tanimlayici karbon kullanimi ve enzim
profili temelinde, fenotipik verilerin kullaniimasiyla ayirt edilebilmektedir (Wink vd,
2003).

2.4.4. Actinopolymorpha cinsi

Actinopolymorpha cinsi i¢erisinde siniflandirilan turler, Gram (+) ve aerobiktir. Hava
miselyumu olusturmayan turlerin vejetatif miselleri kati kultir ortamlarinin ¢cogunda
agar yuzeyinde gelisebilmekte ancak ISP3 besiyerinde zayif gelismektedir. Triptik
soy broth (TSB) sivi kiltir ortaminda %15 NaCl konsantrasyonunda
gelisebilmektedirler. Hiicre duvari DAP testlerinde LL-diaminopimelik asit (LL-DAP)
icerdikleri tespit edilmistir. Baskin menakinonu MK-9(He)' dir ve farkli oranlarda MK-

9(H4), MK-9(Hs) ve MK-10(H4) menakinonlarina da rastlanabilmektedir. Hlicre duvari
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tim seker analizlerinde glikoz, ramnoz ve riboz baskin sekerler olarak tespit
edilmistir. Yapilan polar lipit analizlerinde cinsin tyelerinin fosfatidilinozitol mannozit
(PIM), fosfatidilinozitol (PI), difosfatidilgliserol (DPG) ve fosfatidilgliserol (PG)
fosfolipitlerini bulundurdugu belirlenmistir. Cins 16S rRNA gen dizi analizi temel
alinarak Nocardioidaceae familyasina yerlestirilmistir (Wang vd, 2001). Bu cins
icerisinde guncel olarak 5 tar tanimlanmistir (URL-2
http://www.bacterio.net/actinopolymorpha.html-Kasim-2018). Bunlar
Actinopolymorpha singaporensis DSM 220247 (Wang vd, 2001), A. rutila DSM
18448 (Wang vd, 2008), A. alba DSM 45243" (Cao vd, 2009), A. cephalotaxi DSM
451177 (Yuan vd, 2010) ve A. pittospori 45354 (Kaewkla ve Franco, 2011)’ dir.

Bu cinsin Gyeleri en ¢ok test edilen kiltir ortamlarinda genellikle yavas gelisim
gosterir.  Actinopolymorpha cephalotaxi DSM 451177 de apikal ve lateral
tomurcuklanmayla bélinen ve bdélinmeden sonra bagh kaldigi gorilen dizensiz
hicreler vardir (Yuan vd, 2010). Siklikla kisa zincirler halinde bulunurlar ya da
gelisimlerinin erken dénemlerinde agregat olustururlar. Hucreler daha sonra farkl
derecelerde uzar ve sisebilir, esit kalinlikta olmayan dallanmis hifler olusur. Tuz
siklikla gelisimleri icin gereklidir; A. singaporensis DSM 22024T (Wang vd, 2001)
%15 NaCl konsantrasyonunu tolere eder. Cogu turleri mezofilik ve notrofillerdir.
Hepsi katalaz pozitif ve jelatini ayristirabilir, tek karbon kaynagi olarak glukozu
kullanir ve arabinoz, glukoz ve trehalozdan asit Uretebilirler. Tum suslar 1,2-
propanediolden asit Uretme agisindan negatiftir. Actinopolymorpha cinsi icerisinde
A. cephalotaxi DSM 451177, A. rutila DSM 18448" ve A. alba DSM 45243"nin
enzimleri detayli olarak test edilmigstir (APl ZYM). Tumul esteraz (C4), a- ve (-
glukozidazlar ve a- mannosidaz igin pozitiftir (Wang vd, 2008; Cao vd, 2009; Yuan
vd, 2010).

2.4.5. Micromonospora cinsi

Micromonospora tirleri, farkli ortamlarda yasamakta ve dogada yaygin olarak
bulunmaktadir. Uzun slredir tibbi uygulamalar icin sekonder metabolitlerin dnemli
bir kaynag! olarak bilinmektedirler ve son zamanlarda Micromonospora tdrlerinin
bitki blyUimesini ve gelisimini etkileyebilecedi gosterilmigtir. Bitki gelisimi ve
verimliligi Gzerindeki etkilerinin, kesin tabiati ve mekanizmasi halen belirsiz olmasina
ragmen; Micromonospora suslari, baklagil nodillerinin dogal endofitleri olarak

tanimlanmistir (Hirsch ve Valdés, 2009).
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Micromonospora cinsi 6nemli oranda fizyolojik ve biyokimyasal cesitlilik
gosterirken; morfoloji, filogenetik ve kemotaksonomik bakimdan iyi tanimlanmis bir
gruptur. Kolonileri beyaz, turuncu, gul veya kahverengiden olusan cesitli renklerde
olabilir. Bununla birlikte, Micromonospora cinsinin turlerinin tek basina morfoloji
temelinde ayirt edilmesi her zaman kolay degildir. Tir tanimlamalarinda 16S rRNA
geninin ve/veya gyrB'nin (DNA topoizomerazi kodlayan gen) sekanslarinin analiz

edilmesiyle, filogeninin olugturulmasi daha yaygin olarak uygulanmaktadir.

Micromonospora cinsi, “Bergey’s manual’de bulunan tirlerinin ¢ogu alkali
veya notr topraklardan ve nispeten de sucul ortamlardan izole edilmistir (Genilloud,
2012). M. echinospora'nin spor populasyonunun, isi tepki Ozelliklerine goére
heterojen oldugu bilinmektedir. Bu durum turin ve akrabalarinin populasyonlari
icinde var olan dogal degiskenligi ortadan kaldirmak icin rutin i1s1 aktivasyonunun
kullanilabilecegini distindirmektedir (Hoskisson vd, 2000). Ayrica, M. lupini Lupac
08'in  genomunun analizi, bakterinin toprakta veya bitki dokularinda hayatta
kalmasina yardimci olabilecek g¢esitli gen dizilerini ortaya c¢ikarmistir. Bununla
birlikte, organizmanin bitki materyalini bozan enzimleri kodlayan birgok geni
olmasina ragmen, bu bakteri bir bitki patojeni olarak kabul edilmemektedir (Truijillo
vd, 2014). Ek olarak genom karsilastirmalari, M. lupini Lupac 08'in, Frankia sp.
suslari ACN14a, Ccl3 ve EAN1pec ile metabolik olarak yakindan iligkili oldugunu
gOstermistir. Bu sonuglar, Micromonospora cinsinin, énceden tanimlanmamis bir
adaptasyon surecinin ardindan tamamen karasal bir yagsam tarzindan fakultatif

endofitik bir yasam tarzina gegtigini gdstermektedir (Barka vd, 2016; Wink vd,2017).

Cinsin ¢ok sayida antibiyotik Urettigi de bildirilmigtir (Berdy, 2005). Bu
baglamda cgesitli 6zelliklere sahip 500'e kadar farkli moleklli sentezleyen
Streptomyces cinsinden sonra ikinci siradadir (Genilloud, 2012). Micromonospora
turleri, dogal habitatlarinda organik maddenin bozulmasinda aktif rol oynamalarina
izin veren hidrolitik enzimler Uretebilirler. Denizlerdeki Micromonospora tirleri son
zamanlarda genis dagilimlari ve probiyotik olarak kullanim potansiyelleri agisindan
cahisiimistir (Hirsch ve Valdés2009; Das vd, 2008). Diger endofitik aktinobakteriler
gibi, Micromonospora Uyelerinde de sistemik kazanilmis direnc (SAR) veya
jasmonat / etilen (JA / ET) yolaklarindaki anahtar genleri aktive ederek hem in vitro
hem de bitkide bircok patojeni baskilayabilmektedir. Micromonospora tirleri
Uzerinde ¢ok az sayida genomik calisma bulunmasina ragmen sekonder metabolit
uretimi icin kabul edilmis kapasitelerini gosteren genetik analizleri icin eksikliklerin

mevcut oldugu bildirilmistir (Hirsch ve Valdés, 2009).
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Micromonospora profundi DSM 45981" (Veyisoglu vd, 2016) Micromonospora
phytophila DSM 105363 (Carro vd, 2017), Micromonospora parathelypteridis DSM
103125T (Zhao vd, 2017), Micromonospora globispora DSM 45936" (Carro vd,
2018) ve Micromonospora azadirachtae KCTC 399417 (Kuncharoen vd, 2018)
turlerinin literatlire kazandiriimasi ile cinsin glincel olarak tanimlanmig 84 tar, 7 alt

turd mevceuttur (URL-3 http://www.bacterio.net/micromonospora.html Kasim-2018).

2.4.6. Nocardia cinsi

Nocardia cinsi, immun sistemi baskillanmig konakgilarda en yaygin firsatgi
enfeksiyonlarin etkeni olarak bilinen genis yayillisa sahip bakteri grubudur.
Nocardiaceae familyasina ait Nocardia tirleri, en az 33’0 patojenik olan ve birgok
cevrede bulunabilen toprak kaynaklh aerobik aktinomisetlerdir (Brown-Elliott vd,
2006). Nocardia enfeksiyonlarinin temel olarak cevresel kaynaklardan inhalasyon
veya derialti inokilasyon yoluyla yayilldigi bilinir. Ancak hastane kaynakli
enfeksiyonu da bildirilmistir (Abreu vd, 2015). Patojen, beyin ve bdbreklere,
eklemlere, kemiklere, yumusak dokulara ve goézlere yayilarak, insanlarda ve
hayvanlarda nocardiozise neden olabilir (Simpson ve Read, 2014). Nocardia turleri
nadir olmakla birlikte, rapor edilen tim beyin apselerinin %1 ila 2'sini
olusturmaktadir. Bununla birlikte, Nocardia enfeksiyonu ile iligkili beyin apsesi 6lum
orani, genel beyin apsesi 6luminden (%10) daha ylksektir (%31) (Yorke ve Rouah,
2003).

Buna ilaveten Nocardia tirleri antibiyotikler ve enzimler gibi endustriyel olarak
onemli biyoaktif molekller tretirler (Shigemori vd, 1998; Coco vd, 2001). Nocardia
cinsi igerisinde iki klade vardir; Biri Nocardia asteroides ve birlesik taksa, ikincisi ise
Nocardia otitidiscaviarum ve ilgili tlrlerden olusmaktadir. Birgok insanda Klinik
nokardiyal enfeksiyona sebep N. asteroides grubunun ilaca yatkinlik modelleri temel
alinarak birden fazla tlri yeniden dizenlenmistir: N. apsesi, N. brevicatena-N.
paucivorans kompleksi, N. nova kompleksi, N. transvalensis kompleksi, N. farcinica
ve N. asteroides (Brown-Elliott vd, 2006). Son olarak, N. cyriacigeorgica, N.
asteroides'den farklilasmistir (Schlaberg vd, 2008).

Son 20 yilda, Nocardia enfeksiyonlari, patojenin izolasyon ve molekiler
tanimlama metodlarinin gelistiriimesi ve immin sistem baskilayacilarin artan
populasyondan dolayi dinya capinda insanlar ve evcil hayvanlar arasinda ortaya
cikan bir hastalik olarak kabul edilmesine neden olmustur (Bennett vd, 2014).

Nocardia turleri, firsat¢i patojenler olarak kabul edilir ve bagisiklik fonksiyonunu
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tehlikeye attigi bilinmektedir (Bennett vd, 2014). Ayrica, organ ve kemik iligi
transplantlari (Wiesmayr vd, 2005), uzun sureli steroid kullanimi, bag dokusu
hastaliklari, insan immin yetmezlik virist (HIV) enfeksiyonlari, kronik obstriktif
akciger hastaligi, alkolizm, siroz, sistemik vaskdalit, Ulseratif kolit ve bobrek

yetmezligi ile de iligkili oldugu rapor edilmigtir (Matulionyte vd, 2004).

Nocardia arizonensis DSM 45748" (Lasker vd, 2015), Nocardia rayongensis
JCM 19832" (Tanasupawat vd, 2016), Nocardia xestospongiae NBRC 109069"
(Thawai vd, 2017) ve Nocardia aurea DSM 103986" (Fang vd, 2018) tip suslarinin
tanimlanmasiyla cinsin guncel olarak tanimlanmis 119 tirt mevcuttur (URL-4

http://www.bacterio.net/nocardia.html Kasim-2018)

2.4.7. Nonomuraea cinsi

Streptosporangiaceae familyasinin Gyesi olan Nonomuraea cinsi 1998 yilinda Zhang
vd tarafindan dénerilmistir (Fischer vd, 1983; Goodfellow vd, 1988; Kroppenstedt vd,
1990). Cinsin Uyeleri aerobik, Gram (+), non-asit-fast, asiri dallanmis substrat ve
hava miselyumlarina sahip hareketsiz aktinomisetlerdir. Hava hifleri; cengel, spiral
ya da katlanmis, dlzensiz, purlzsiz ve degisen ylizey gorinimlerine sahip uzun
spor zincirleri seklinde farklilasabilir. Gelisim sicaklik araligi 20-45 °C’dir ve bazi
suslar 55 °C’de gelismektedir. Maduroz tim organizmalardaki hidrolizatlarda
mevcuttur. Baskin menakinonlar MK-9 (Ho, H., Ha)'dur (Zhang vd, 1998; Kampfer
vd, 2010; Zhao vd, 2011; Li vd, 2012). Polarlipid analizlerinde glukozamin iceren
fosfotidiletanolamin, fosfotidilmetiletanolamin, difosfotidilgliserol ve fosfotidilinositol
gibi lipidler tespit edilmistir (Lechevalier vd, 1977) ve baskin yag asitleri 10- metil-17-
ve iso-16-dallanmis molekillerdir (Kroppenstedt, 1985).

Nonomuraea cinsinin tdrlerinin ¢ogunun kokeni topraktir. Bu familyanin
Uyelerinin topraktaki bitki materyallerinin ilk ayrismasinda rol aldi§i muhtemeldir
(Nonomura ve Ohara, 1971; Galatenko vd, 1981).

Streptosporangiaceae familyasinin Uyeleri primer ve sekonder metabolitleri
bakimindan zengindir ve bu durumdan da kayda deger bir antibiyotik ve enzim
Ureticisi olduklari disunilmektedir. N. pusilla, actinotiocin (Tamura vd, 1973), N.
rubra, maduromycin (Fleck vd, 1978), N. roseoviolacea, carminomicin (Nakagawa
vd, 1989); ve N. spiralis, pyralomicin (Naganawa vd, 2002) gibi antibiyotikleri

sentezlemektedirler.
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Nonomuraea cinsinin guncel olarak tanimlanmig 50 tiru ve 2 alt tird bulunmaktadir

(URL-5: http://www.bacterio.net/nonomuraea.html - Kasim-2018). Cinsin en giincel

tanimlanmis tip tlrleri; Nonomuraea purpurea NBRC 1096477 (Suksaard vd, 2016),
Nonomuraea zeae DSM 100528" (Shen vd, 2016), Nonomuraea glycinis DSM
104838" (Li vd, 2017) ve Nonomuraea insulae DSM 102915" (Saricaoglu vd, 2018)

olarak bildirilmigtir.

2.4.8. Plantactinospora cinsi

Plantactinospora (Qin vd, 2009) cinsinin de igerisinde bulundugu
Micromonosporaceae familyasi Krasil’'nikov (1938) tarafindan tanimlanmis ve 16S
rRNA gen dizi analizi ve kemotaksonomik veriler temel alinarak daha sonradan
Goodfellow vd (1990), Koch vd (1996) ve Stackebrandt vd (1997) tarafindan

yeniden dizenlenmistir.

Plantactinospora cinsi ilk kez Qin vd, (2009) tarafindan tip turd olarak
Plantactinospora mayteni DSM 45238" organizmasi ile tanimlanmistir. Son olarak
tanimlanmis Plantactinospora solanidaricis DSM 100596" (Li vd, 2018) turl ile
birlikte cins igerisinde guncel olarak tanimlanmig 7 tir vardir (URL-6:

http://www.bacterio.net/plantactinospora.html - Kasim-2018). Plantactinospora uyesi

olan bazi tirler bitki dokularindan izole edilen sporlu aktinomisetlerdir. Aerobik,
Gram (+) olup asit-fast 6zellik gostermezler. Hareketsiz sporlara sahiptirler. Aerial
miselleri beyaz ve seyrektir. Hlcre duvari karakteristik diamino asit olarak mezo-
diaminopimelik asite (mezo-DAP) sahiptirler. Tum hiicre seker analizinde arabinoz,
ksiloz, galaktoz ve glikoz karakteristik sekerler olarak tanimlanmistir. Polar lipit
olarak fosfatidiletanolamin (PE), difosfatidilgliserol (DPG) ve fosfatidilinositol (PI)
icermektedirler. Mikolik asite sahip degillerdir. Baskin menakinonlar MK-10(He), MK-
10(Hs) ve MK-10(H4)' dir. iso-Ciso, anteiso-Ciso, Cizo, anteiso-Cizo ve is0-Ciso
major yag asitleridir (Qin vd, 2009).

2.4.9. Rhodococcus cinsi

Rhodococcus cinsi Uyeleri, Mycobacterium cinsi Uyelerinden ziyade Nocardia
cinsinin Uyeleri ile daha yakindan iligkili olan heterojen bir mikroorganizma grubudur.
Rhodococcus turleri arasinda simbiontlar (Rhodococcus rhodnii) ve hayvan ( R.
equi), bitki (R. fascians) ve insan (R. equi, R. rhodochrous ve R. erythropolis)
patojenleri bulunmaktadir (Bell vd, 1998). Rhodococcus equi, geng atlarda ve HIV ile
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enfekte olmus insanlarda pulmoner bir patojen olarak davranmasi en muhtemel olan

Rhodococcus turidir (Prescott, 1991).

Rhodococcus cinsi uzun ve karigik bir taksonomik soy agacina sahiptir
(Goodfellow ve Cross, 1984; Goodfellow ve Lechevalier, 1989). Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology kitabinin son baskisinda, rodokoklar oncelikle kimyasal ve
serolojik o6zelliklere dayal olarak iki gruba ayrilmistir (Goodfellow vd, 2012).
Rhodococci i¢in ana karakteristikler, 34 ve 64 karbon atomu uzunluguna sahip
mikotoksik asitler, tlberkilostearik asit ve sekiz izoprenoid birimine sahip
dihidrojenlenmis menakuinonlarin ana menakuinone tipi olarak varligidir (Bell vd,
1998).

Rhodococcus cinsinin Uyeleri; aerobik, Gram (+), katalaz-pozitif, kismen asit-
fast, hareketsiz ¢ubuk seklinde de biylyebilen; fakat ayni zamanda genis o6lglide
dallanmis substrat hiflerine de sahip olabilen aktinomisetlerdir. Bazi suslar,
dallanmig veya seyrek hava hifleri Uretir (Goodfellow, 1992). Rhodococcus suslari,
katabolik ¢gok yonlulige sahip oldukga dnemli organizmalardir. Clnki ksenobiyotik
ve organik bilesigi parcalayabilen enzimleri kodlayan bir dizi genler tasirlar (Larkin
vd, 2005). Biyoremediasyon potansiyeline ek olarak; karotenoidler, biyosurfaktanlar
ve biyolojik ¢okeltme ajanlari gibi endustriyel potansiyelli metabolitleri Uretirler
(Jones ve Goodfellow, 2012). Rhodococcus rhodochrous gibi bazi tirlerin de
akrilamid gibi ticari olarak degerli Urlnleri sentezledigi tespit edilmistir (Bell vd,
1998).

Rhodococcus cinsinin gincel olarak tanimlanmis 65 tirt bulunmaktadir (URL-
7 http://www.bacterio.net/rhodococcus.html Kasim-2018). Rhodococcus
psychrotolerans DSM 104532T (Silva vd, 2018), Rhodococcus electrodiphilus KCTC
39856" (Ramaprasad vd, 2018) ve Rhodococcus dagingensis DSM 107227" (Wang

vd, 2018) turleri cinsin en gincel olarak tanimlanmis tip tdrleridir.

2.4.10. Saccharopolyspora cinsi

Saccharopolyspora cinsi ilk olarak 1975'te Onerilmis ve cinsin Uyeleri hava
miselyumlarinda tuysu bir kilifta boncuk benzeri spor zincirleri Uretimi ile ayirt
edilebiliyorlardi (Lacey ve Goodfellow 1975). 16S rRNA genlerinin sekans analizleri,
Pseudonocardiaceae ailesinde siniflandiriimasi gerektigini ortaya koymustur
(Labeda vd, 2010; Lu wvd, 2001). Gincel literatirde Saccharopolyspora
hattusasensis CR3506" (Veyisoglu vd, 2018), Saccharopolyspora deserti SYSU
D8010" (Yang vd, 2018) ve Saccharopolyspora aidingensis TRM 46074 (Xia vd,
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2017) gibi turlerin de eklenmesiyle 20 tanesi son 10 yilda tanimlanmig 31 tir ve 3 alt

tur mevcuttur (URL-8: http://www.bacterio.net/saccharopolyspora.html-Kasim-2018).

Saccharopolyspora cinsinin Gyeleri gesitli habitatlardan nisasta-kazein-arginin
agar (lwasaki vd, 1979), R8 agar (Amner vd, 1989), oatmeal agar (Lu vd, 2001) ve
ketokonazol ve nalidiksik asit ile desteklenmis nisasta-kazein agar (Duangmal vd,

2010) gibi farkh kultar ortamlarindan izole edilmigtir.

Saccharopolyspora kiultirleri, ¢ubuk seklindeki ve / veya kokoid yapida
dallanmigs substrat miselyumundan olusur. Koloniler kati kiltir ortaminin ylzeyine
yayllir; ince, kabarik veya digblikey olabilmektedir. Substrat hifleri ten renginde,
kahverengimsi kirmizi, turuncu veya sari renkte ve mukoid veya jelatinimsi
olabilmektedir. Hava hifi segmentlerinde pulrtzsuz bir kese i¢cinde boncuk benzeri
spor zincirleri vardir. Hava hifleri beyaz, gri veya pembemsi beyazdir. Spor zincirleri
diz, ¢engelli, halka veya gevsek spiraller seklindedir. Sporlar; tlyll, purizsiz,

dikenli, plruzla veya oval sekillere sahiptir (Franco ve Labeda, 2014).

Saccharopolyspora erythraea DSM 40517™nin eritromisin biyosentezi ve
diren¢g genleri haritalanmis, klonlanmis ve ayni kromozom (zerinde birlikte
bulunduklari gosterilmistir (Weber vd, 1985; Baltz vd, 1986; Vanden Boom 2000).
Saccharopolyspora spinosa  biyosentetik gen  kimelenmesi  spinosinleri
sentezlemede rol oynayabilen genleri icerir (Matsushima ve Baltz 1994; Waldron vd,
2001) ve spinosin biyosentez yolunda yer alan genler, 06zellikle D-forozamin

sentezinde rol oynayanlar olarak karakterize edilmistir (Hong vd, 2008).

Saccharopolyspora rectivirgula ciftci akcigeri olarak bilinen ekstrensek allerjik
alveolit durumunun bilinen bir etkenidir (Campbell 1932; Pepys vd, 1963). Hastalik
vejetatif materyalin bozulmasinda salinan ¢ok sayida sporun solunmasindan
kaynaklanir (Lacey, 1981). Saccharopolyspora cinsinin Uyelerinde en fazla 75

bireysel antijenik bilesen tanimlanmistir (Lacey, 1989).

2.4.11. Streptomyces cinsi

1943 yilinda Waksman ve Henrici tarafindan énerilen Streptomyces cinsinin tip tir
Streptomyces albus ATCC 25426"dur ve Streptomyceaceae familyasinin tip cinsi

olarak énermiglerdir.

Metabolizma olarak aerobik solunum tipine sahip olan ve kemoorganotrof
olarak tanimlanan Streptomyces uyeleri Gram (+), asit-fast olmayan, katalaz pozitif,

aerobik organizmalardir. Nadiren fragment olusturan turler yogun olarak dallanmig
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vejetatif miseller Uretirler. Hava miselleri, koloniler olgunlasirken ¢ok cekirdekli hava
filamentlerinde (sporofor) artrospor zincirleri icinde geliserek uretilirler (Anderson ve
Wellington, 2001) ve bu sireci bireysel hiicrelerin ayriimasi takip eder (Wildermuth
ve Hopwood,1970). Farkli renklerde pigmentler Uretebilmektedirler ve pH indikatort
olarak c¢Ozunilr pigment sentezleyen oldukca fazla tdrin substrat ve hava
miselyumlari canli renklere sahiptir. Olgun hava misel renkleri taksonomik agidan
oneme sahiptir ve genellikle suslari renk gruplarina goére ayirt etme imkani
vermektedir. Substrat miselyumunun rengi genellikle kultir ortamina, pH degerine
ve kiltir yasina bagh olarak farklilik gésterebilmekte ve bu nedenle spor rengi gibi
kullanigh olmamaktadir (Williams vd, 1989; Goodfellow vd, 1996; Anderson ve
Wellington, 2001).

Streptomyces cinsi tirlerinin  anahtar kemotaksonomik &zelligi hlcre
duvarinda glisin ve LL-DAP bulundurmasi olup buna karsilik ise hiicre duvarinda
tanisal hicbir sekeri bulundurmamasidir. Suslarda mikolik asit bulunmamakta ve
baskin menakinonlari 9 izopren Uniteli hekza- ya da okta-hidrogenaz’ dir. Yag asidi
analiz sonuglarina gére major olarak doymus izo- ve anteizo- yag asitlerini icerir.
Htcre membranlarinin fosfolipit muhtevasi fosfatidilgliserol (PG),
fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilinozitol (P1) ve fosfatidilinositol mannozit (PIM)’

dir (Kutzner, 1981; Williams vd, 1989; Anderson ve Wellington, 2001).

Streptomyces tlrlerinin ¢ogu topraklardan izole edilmelerine karsin, bu cinsin
Uyelerinin sucul ve karasal habitatlarda olduk¢ca genis dagilima sahip oldugu
dasindlmektedir (Kutzner, 1981; Williams vd, 1989). Dunyanin birgok farkli
bolgesinden suglarin izole edilmesiyle bu durum agiklanmistir. Bu izolasyon
kaynaklarinin bazilarina érnek olarak kompost ve gubre yiginlari, hayvan yemleri,
acik su ornekleri (akarsu ve gol) ve sedimentleri (Kutzner, 1981); cesitli bitkilerin
yapraklari, kokleri ve saplari (endofitlerde oldugu gibi) (Hasegawa vd, 2006);
sungerler gibi deniz organizmalari (Xin vd, 2008); termitlerin bagirsaklari (Watanabe
vd, 2003); hastalikh bitkiler, insan ve hayvan klinik 6rnekleri (Kutzner, 1981; Williams
vd, 1989) verilebilmektedir. Son yillarda farkli ortamlardan literatlire kazandirilan
Streptomyces yangpuensis fd2-tb™ (Tang vd, 2016), Streptomyces solisilvae
HNMO0141" (Zhou vd, 2017), Streptomyces agsuensis TRM46399" (Wang vd, 2018)
ve Streptomyces sediminis MKSP12" (Ay vd, 2018) gibi tlrler ile Streptomyces
cinsinin tanimlanmis tar sayisi 848’e yukselmigtir. Buna ilave olarak 38 tane de alt

tlrd tanimlanmistir (URL-9: http://www.bacterio.net/streptomyces.html Kasim-2018).
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Saprofit oldugu dusunilen karasal Streptomyces tirlerini dogal polimerlerin
haricinde bitki kisimlarinin ayristirilmasinda da énemli bir role sahip oldugu yapilan
calismalarda ortaya koyulmustur. Bundan hareketle besin donglsiine ve
donisturilmesine katki sagladigi distintlmektedir (Williams vd, 1989). Ayrica son
yillarda bu organizmalarin sucul habitatlarda bulunun mikrobiyal habitatlarin bir
parcasi olduguna ve organik maddenin ayristirimasina aktif rol oynadiklari
literatlirde bildirilmektedir (Kutzner, 1981; Williams, 2008). Rezervuarlar ve su
kaynaklarindaki toprak kokusu ve farkli aromalarin gelisimi streptomisetler
tarafindan geosmin ve methylisoborneol sentezi ile gergceklesmektedir (Kutzner,
1981; Williams vd, 1989).

Biyolojik olarak aktif bilesiklerin en 6nemli kaynagini olusturdugu dusdndlen
Streptomyces tirleri aktinobakteriler icinde ekonomik agidan énemli bir grup olarak
degerlendiriimektedir (Berdy, 2005). Gunumuzde tibbi ve ticari olarak kullanilan
antibiyotiklerin (Kieser vd, 2000) ve tarimsal alanlarda 6nemli cesitli bilesiklerin
(Okami ve Hotta, 1988) %75’inin streptomisetlerden elde edildigi bilinmektedir. Buna
ilaveten, tarimda kullanilan ve 1990 yilinda kesfedilen antibiyotiklerin yaklasik %60
"1 Streptomyces cinsi tarafindan sentezlenmektedir (Tanaka ve Omura, 1993). Bu
cinsin Uyeleri antibakteriyel (Berdy, 2005; Ramesh ve Mathivanan, 2009), antifungal
(Prapagdee vd, 2008; Ramesh ve Mathivanan, 2009), boécek oéldirtci (Pimentel-
Elardo vd, 2010), antitimér (Hong vd, 2009), antienflamatuar (Renner vd, 1999),
antiparazitik (Pimentel-Elardo vd, 2010), antiviral (Sacramento vd, 2004), ¢urime
onleyici (Xu vd, 2010), anti-infektif (Rahman vd, 2010), herbisitler ve bitki
blyumesini tesvik eden bilesiklere (Sousa vd, 2008) ilaveten enzim inhibitorleri
(Hong vd, 2009) ve vitaminler (Atta, 2007) gibi bircok ajani sentezleme yetenegine
sahip oldugu bulunmustur. Bu 6zellikleri Streptomyces cinsinin Gyelerini endistriyel
ve akademik acgidan dnemli bir arastirma konusu olma 6zelligi kazandirmaktadir
(Barka vd, 2016; Wink vd,2017).

2.4.12. Verrucosispora cinsi

Verrucosispora cinsi Rheims vd, (1998) tarafindan morfolojik, fizyolojik,
kemotaksonomik ve filogenetik karakterlerine dayali olarak Micromonosporaceae
familyasi icerisinde tanimlanmigtir. Verrucosispora cinsinin tip tirl Verrucosispora
gifhornensis DSM 443377 susudur ve gunimiize kadar literartiire kazandirilmis 10

turd mevceuttur (URL-10: http://www.bacterio.net/verrucosispora.html - Kasim-2018).
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Verrucosispora cinsi Uyeleri Gram (+), asit-fast olmayan ve aerobik
bakterilerdir. Iyi gelismis bdlmeli miseller dallanmis hiflerden olusturmaktadir ve
hava misel olusumu ya hi¢ yoktur ya da nadirdir. Substrat miselyumunda tek sporlar
ya uzantisiz ve kisa ya da uzun sporoforlarin Gzerinde bulunmaktadir. Yaglandik¢ca
tlyst bir yapi kazanan sporlar hareketsizdir ve sigilimsi bir ylzey gorinimine
sahiptirler. Saridan turuncuya degisen renklerde goériinen koloniler, sayet ¢ézinar
pigment Uretirlerse benzer renkleri de gosterebilirler. Cinsin lyelerinin hicre duvari
mezo-DAP ve glisin (tip 1l hicre duvari) icermektedir. Hicre duvar seker
analizlerinde mannoz ve Kksiloz icerdikleri fakat arabinoz icermedikleri tespit
edilmistir. Baskin yag asitleri izo-Cis.o, iz0-C16:0 Ve anteizo-Ci7o’ dir. Ayni zamanda
baskin olan menakinonlari 9 izopren birimli tetra-hidrogenazdir. Bunun yaninda az
oranda MK- 9(Hz), MK-9(Hs) ve MK-10(H.)’ de bulunabilmektedir. Fosfolipit profilleri
fosfatidiletanolamin (PE), difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidilinozitolmannozit (PIM)
ve fosfatidilserin (PS) (PII tip fosfolipit) icermektedir (Rheims vd, 1998; Liao vd,
2009).

Micromonosporaceae familyasindaki diger cinslerde oldugu gibi bu cinsin
tyeleri de buyik cogunlukla sucul ortamlardan izole edilmistir. Verrucosispora
gifthornensis turba batakliklardan (Rheims wvd, 1998), V. Iutea mangrov
sedimentinden (Liao vd, 2009), V. sediminis Kuzey Cin Deniz’ inin derin dip
sedimentinden (Dai vd, 2010), V. andamanensis deniz siingerinden (Supong vd,
2013), V. maris marin sedimentinden (Goodfellow vd, 2012) ve V. giuiae mangrov
bataklik sedimentinden (Xi vd, 2012) izole edilmiglerdir. Bunun yaninda son yillarda
Verrucosispora sonchi NEAU-QY3" (Ma vd, 2016) ve Verrucosispora endophytica
A-T 79727 (Ngaemthao vd, 2017) gibi bitkilerden izole edilen cins uyeleri de

tanimlanmistir.

Verrucosispora cinsinin Uyeleri antimikrobiyal sekonder metabolitler tretebilme
kabiliyetine de sahiptirler. Gugli bir polisiklik poliketid antimikrobiyal ajan olan
abissomisin C (Gram-pozitif bakterilerde folik asit sentezini baskilar), bu cinse
mensup bir sug tarafindan sentezlenmektedir (Riedlinger vd, 2004; Lam, 2006;
Williams, 2008). Sivi besiyerinde gelistiriimis V. sediminis’in supernatanti guglu
antimikrobiyal aktivite gostermigstir (Dai vd, 2010). V. gifhornensis ve V. lutea turleri

herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermemistir (Rheims vd, 1998; Liao vd, 2009).
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2.4.13. Fenotipik siniflandirma

Mikroskobik ve makroskopik morfoloji

Actinobacteria  cinslerinin  siniflandiriimasi  6ncelikle  morfolojik  6zelliklere
dayanmaktaydi (Barka vd, 2016). Ancak farkli taksonlarin tanimlanmasinda
morfolojik 6zellikler hala temel kriterler olmakla birlikte, farkliliklari tanimlamak igin
yeterli belirleyici unsurlar olarak kabul edilmemektedirler. Uluslararasi Streptomyces
Projesi'nde kullanilan standart besiyerleri Streptomyces tirlerinin kultire edilmesini
ve karakterizasyonu temin etmek igin uygulanmistir (Shirling ve Gottlieb, 1966). Bu
besi ortamlari kolonilerin rengi, spor, hava ve substrat miselyumu ve yayilabilir
pigment karakteristikleri gibi susun 6zelliklerini tanimlamak amaciyla kullaniimigtir
(Wink vd, 2017).

Gelisim, substrat rengi, hava miselyumu, spor Uretimi ve ¢tzunebilir pigment
RAL (Reichsausschuf? fir Lieferbedingungen — Deutsches Institut fir Gitesicherung
und Kennzeichnung e.V. — Alman Kalite Glivence ve Sertifikasyon Enstitlisii) renk
kodu kullanilarak agiklanmaktadir. Tirozinaz enzimi melanin biyosentezindeki ilk
adimdan sorumludur ve sadece ISP 6 ve ISP 7 ortami Uzerinde Uremenin
degerlendirmesi neticesinde melanin pozitif suglar tespit edilmektedir. Actinobacteria
suslarinin bazi orneklerinde, Micrococcus ve Arthrobacter'de kokoid veya rod-
kokoid, Nocardia spp.'de pargalanmis hifler ve Streptomyces spp. oldukga
farkhlasmis dalli miselyum igeren cesitli morfolojiler gostermektedir. Sekil 1.2, spor

Ureten Actinobacteria'nin yagsam doéngusind temsil etmektedir.
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Sekil 2.6. Sporlanan Actinobacteria’nin yasam dongusu (Wink vd, 2017)
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Misellerin sekli ve yapisi, cinslere gore cesitlilik arzetmektedir. Ornegin,
Corynebacteria miselyum olusturmazken, Rhodococcus gercek miselyum
olmaksizin sadece uzatilmis filamentler Uretilmektedir (Locci ve Schaal, 1980;
Flardh, 2003). Bazi Actinomyces tlrlerinde, farkli derecelerde dallanma ile tamamen
diz veya dalgali olabilen cesitli filament morfolojileri gdzlemlenebilmektedir.
Actinopolyspora'da ¢ok dalli bir substrat miselyumu, c¢ogunlukla bdlinmemis
substrat hifleri ile birlikte bulunmaktadir. Nocardia tyelerinde, genellikle gubuk sekilli
ve hareketsiz yapilara bolinmis karmasik dallanmis substrat hifleri meydana
gelmektedir. Spor zincirinin mevcudiyeti, spor keseleri ya da tek sporlar, hava veya
substrat miselyumun fragmantasyonu ya da sporlarin morfolojisi (recti-flexibilis,
retinaculum-apertum spira, verticillus) 1sik mikroskobisi karakterizasyonu ile

arastirilmistir (Goodfellow, 2012).

Actinobacteria Uyeleri, Actinobacteria'nin taksonomisinde énemli bir karakter
olan spor keselerinde (Sekil 1.3) kapsullenmis ya da kapsullenmemis gesitli spor
turleri Uretmektedir (Goodfellow vd, 1984). Cogunlukla, farkli uzunluklardaki

zincirlerde bulunabilecek hifsel kokenli sporlar olugturmaktadirlar (Cross, 1968).

Farkl turleri birbirinden ayirmada sporlarin yuzeyindeki farkhliklari ayirt etmek
icin taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilabilir. Sporlar purtzsiz, sigil, dikenli
veya tlylu olabilirler (Pridham vd, 1958). Streptomyces cinsinin bazi turlerinde hava
miselyumlarinin Uzerinde kisa zincirli sporlar mevcut olmasina ragmen; bu cinsin
Uyeleri ile Nocardiopsis ve Kitasatospora cinslerinin hava miselyumlari Gzerinde
uzun spor zincirlerinin olustugu yapilan c¢alismalarda tespit edilmistir. Bazi
Actinobacteria cinsleri; hareketli spor keselerine (Oerskovia, Promicromonospora,
Actinoplanes), flagellali sporlara (Ampullariella) ve koloni ylizeyinde kiiresel sporlara
(Actinoplanes) sahipken, Cattellatospora ve Glycomyces spor kesesi olmaksizin
kisa konidyum zincirleri olugturmaktadir (Goodfellow, 2012). Spor zincirinde
olusmus sporlarin sayisi cinsleri ayirt etmek igin kritik bir faktdr olarak kabul
edilmektedir. Microtetraspora cinsi 2-6 sporlu konidyum zincirleri Uretirken,
Microbispora uzunlamasina ¢iftleri olan spor zincirleri olusturmaktadir. Streptomyces
tirleri uzun spor zincirlerine sahipken, Saccharopolyspora, Sporicthya ve

Actinomadura cinsleri kisa spor zincirlerine sahiptir (Pridham vd, 1958).
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Sekil 2.7. Actinobacteria’nin farkli cinslerinde sporlarin morfolojik 6zellikleri (Barka
vd, 2016)

Actinobacteria Uyeleri, Uredikleri sivi ortamlarda hava miselyumlari Gzerinde,
kolonilerde ve kati besiyeri ortamlarinin renginde farkhliklar olusturan cesitli
pigmentler dretmektedir. Bu pigmentler kirmizi, mor, yesil, sari, gri, kahverengi ve
siyah dahil olmak Uzere gesitli renklerde olabilmektedir. Pigmentlerin Uretimi Greme
ortaminda bulunan maddeler, kultir durumu ve susun yasina baghdir.
Actinobacteria tyeleri, taksonomik iligki agisindan degerli kabul edilen koyu renkli bir
pigment olan melanin Uretirler (Arai ve Mikami, 1972). Melaninler, cesitli yapilara
sahip polimerlerdir ve c¢ok cesitli organizmalar tarafindan dretilmektedirler. Bu
pigmentlerin renkleri genellikle kahverengiden siyaha kadar degismekte, kozmetik

ve farmasoétik Urtnlerde de kullaniimaktadirlar (Dastager vd, 2006).
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2.4.14. Fizyolojik / metabolik 6zellikler

Fizyolojik karakteristikler, Actinobacteria tirlerinin  fizyolojik  dzelliklerindeki
farkhliklarina goére tanimlanmasi igin kullanilir. Actinobacteria'nin fizyolojik ve
metabolik 6zellikleri bir tirden digerine farklihk go&stermektedir. Actinobacteria
Uyeleri, genis bir ekosistem yelpazesinde bulunan mikroorganizmalar olup, bu
organizmalar proteinler, lignin, hemiseliloz, kitin ve sellloz gibi makromolekaulleri
kullanabilmektedirler. Ayrica Actinobacteria tyeleri, ¢esitli organik bilesikleri tiketme
ve cesitli substratlar Gzerinde Ureyebilme 6zelligine sahiptirler. Jenerasyonlarin cogu
mezofiliktir, fakat ylksek ve disik sicakliklarda geligen tirleri de vardir. Bazilari
asidik veya alkali kosullar altinda Ureyebilirken, genellikle nétr pH"1 (7.0-7.5) tercih
ederler. Fizyolojik 6zellikleri; mikroplaka formatinda ve API® firmasi tarafindan
urettilen APl Coryne, APl ZYM veya API 20E gibi hazir kitlerin biyolojik sistemlerde
otomatik olarak izlenmesi ile tespit edilebilmektedir (Vaas vd, 2013).

Beslenme gereksinimleri

Cogdu Actinobacteria Uyeleri kemoorganotrofik olup Greme bakimindan c¢ok fazla
segici olmayan mikroorganizmalardir. Tum Actinobacteria uyeleri glikoliz yoluna
(Embden-Meyerhof-Parnas) sahiptir (Cochrane, 1961). Ote yandan, Entino-
Doudoroff yolu Actinobacteria Uyeleri tarafindan kullaniimamaktadir (Kieser vd,
2000). Tek karbon kaynagi olarak fruktoz, galaktoz, glikoz, gliserol, maltoz,
mannitol, rafinoz, ramnoz, sukroz ve ksiloz gibi disakkaritleri ve nisasta ve seliloz
gibi polisakaritleri kullanabilmektedirler. Gelisim igin inorganik (NHs* veya NOs3") ve
organik azot (Ure) kaynaklarini kullanabilirler. Birka¢ cinste esculin, Tween 80,
ksantin, jelatin ve kazein gibi bilesiklerin degradasyonu gézlemlenmistir (Goodfellow
2012). Bunlarin yanisira Actinobacteria turleri, organik bilesikleri ve
makromolekdilleri hidrolize etmek icin ¢esitli enzimleri sentezler. Bu nedenle malt
ekstresi, yulaf ezmesi ve maya 6zitl gibi kompleks bilesikler bu tlrlerin blylime

oranlarini arttirmaktadir (Dworkin vd, 2005).

Gelisim sartlan

Sicaklik

Termofilik bakteriler, Greme sicakligina gére kategorize edilir. Fakultatif termofiller
50°C ila 65°C arasinda, termofiller ise 65°C ila 70°C arasindaki sicakliklarda
ureyebilirler. Ancak 40°C'nin altinda Ureyemezler. Sicaklik varyasyonu, termofilik

Actinobacteria’nin sporlarinin gimlenmesi tzerinde etkilidir. Sporlarin ¢imlenmesi,
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yuksek sicakliklarin ¢imlenme slreclerinde azalmaya yol acgtigindan, 55°C'nin

Uzerindeki ve altindaki sicakliklarda degisiklik géstermektedir (Foerster, 1978).
pH

Cogu Actinobacteria susu nétrofilik kosullarda ve pH'in 5.0 ila 9.0 arasinda oldugu,
en ideal aralik olarak da pH'In 6.5-8.0 oldugu aralikta gelisebilmektedir. Bununla
birlikte, asidofilik ve alkalifilik cinsler de tanimlanmistir. pH degerleri 1.8-4 arasinda
optimal olarak Ureyen asidofilik Actinobacteria Oyeleri, Acidimicrobium,
Aciditerrimonas,  Acidothermus, Catenulispora, Ferrimicrobium,  Ferrithrix,
Streptacidiphilus ve Streptomyces cinslerine mensuptur (Rosenberg vd, 2014).
Calismalar asidik topraklarda bulunan asidotolerant aktinomisetlerde ¢ogunlukla
Micromonospora ve Streptomyces Uyelerinin  baskin oldugunu gdstermistir
(Zakalyukina vd, 2002).

Alkalifilik Actinobacteria Uyeleri U¢ kategoride siniflandirilir: alkalifilik (pH 10—
11'de en iyi sekilde), orta derecede alkalifilik (7—10 pH araliginda) ve alkalitolerant
Actinobacteria (6 ila 11 arasinda pH araliginda). Alkalifilik Actinobacteria Uyeleri
haloalkalifilik ve haloalkalotolerant organizmalar olarak termobiyotik ortamlarda da
bulunabilmektedirler (Shivlata ve Satyanarayana 2015). Alkalifilik cinsler
Arthrobacter, Cellulomonas, Corynebacterium, Dietzia, Gordonida, Janibacter,
Jiangella, Kocuria, Marmoricola, Nesterenkonia, Nocardiopsis, Nitriliruptor,
Streptomyces ve Zhihengliuella Gyelerini igerir (Rosenberg vd, 2014). Son yillarda
alkali ortamlardan izole edilen Actinomadura alkaliterrae D310AT" gibi

Actinobacteria Uyesi turler literature kazandirilmistir (Ay vd, 2017).
Tuz toleransi

Halofilik ve halotolerant Actinobacteria arastirmalari, farkli cinsler arasindaki
nispeten heterojen fizyolojik 6zellikleri agikgca gostermektedir. Halotolerant veya
halofilik  karakteristiklere ve c¢esiti miktarda tuz gereksinimine sahip
aktinobakterilerin 28 familyada 66'dan fazla cinste bulunabilecedi rapor edilmigtir.
Halotolerant turlerin en yiksek ylzdesi, 16 halofilik tir ile Nocardiopsis cinsine aittir.
En ylksek tuz toleransi %32'ye kadar NaCl (w / v) varliginda treme kabiliyeti ile
Actinopolyspora algeriensis ve A. mzabensis tirlerinde g6zlemlenmistir. A.
saharensis, A. halophila, A. egyptensis ve A. righensis dahil olmak tzere bu cinsin
diger tirleri %15-20 NaCl (w / v) icinde optimum Uremeye sahiptir. NaCl toleransi
icin en genis aralik %3-30 (w / v) tuz konsantrasyonunu tolere eden Rubrobacter

bracarensis'te bildirilmistir (Hamedi vd, 2015).
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Antibiyotik hassasiyeti

Farkl antibiyotiklere kargi duyarlilik, Actinobacteria turleri arasinda ayrim yapmak
icin faydah bir aragtir. Suslarin antibiyotik duyarlilik modeli, Actinobacteria'nin
siniflandiriimasi igin kullanilabilecek fizyolojik parametrelerden biridir (Wink vd,
2017).

Enzimatik aktivite ve bozunma etkinligi

Actinobacteria Uyeleri, tirler arasindaki farklilagsma agisindan énemli olan ¢ok gesitli
ekstraselller enzimler Uretirler. Lipaz, B-glukozidaz, p-galaktosidaz, a-maltosidaz,
N-asetil-B-glukozaminidaz, Ureaz, tripsin, alkalin fosfataz, esteraz, l6sin arilamidaz,
sistin arilamidaz, asit fosfataz ve a-fukosidaz gibi enzimlerin Uretimi Actinobacteria
suglarinin tanimlanmasi igin kullaniimistir. Lignosellilolitik enzimler, yeryuzindeki
en bol biyokitle olan lignoselilozu hidrolize etmek icin Actinobacteria suglari
tarafindan salgilanmaktadir. Lignosellulaz Ureten Actinobacteria Uyeleri arasinda
Cellulomonas fimi, Microbispora bispora ve Thermobifida fusca yaygin olarak
bilinenlerdendir (Saini vd, 2015). Alkalin proteazlar ise Streptomyces clavuligerus
(Thumar ve Singh, 2009), Nocardiopsis sp. (Moreira vd, 2003), Cellulosimicrobium
cellulans (Ferracini-Santos ve Sato, 2009) ve Saccharomonospora viridis (Jani vd,
2012) gibi bazi Actinobacteria Uyeleri tarafindan dretilmektedir. Cogu Streptomyces
turdnun kitinaz genlerine sahip olmasi, kitinin dogada hidrolize olmasinda bu grup
bakterilerin etkinligini gostermektedir (Chater vd, 2010). Actinoplanes philippinensis,
A. missouriensis ve Streptomyces clavuligerus'un kitinolitik aktivitesi de biyo-kontrol
ajani olarak kullaniimistir (Gadelhak vd, 2005).

2.4.15. Molekuler siniflandirma

16S rRNA gen dizisi

16S rRNA'daki gen benzerligi, evrensel, nispeten stabil ve yiiksek dlgide korunmus
olmasi nedeniyle prokaryotlarin taksonomisinde 6nemli bir molekuler belirte¢ olarak
distndimagstir. Bu nedenle, 16S rRNA dizilerinin analizi, bakteriyel izolatlarin
siniflandiriimasi igin tercih edilen dnemli bir yaklasim olarak tutulmustur (Ramasamy
vd, 2014). Bilinmeyen bir taksonun cinsinin tayin edilmesinde kullanilan en pratik
yontem birgok durumda 16S rRNA gen dizisine dayanan ayrintili filogenetik
analizlerdir. Bu analizleri, yeni susun yakin iligkili oldugu turlerle olan filogenetik
akrabaliginin seviyesini tanimlamak amaciyla, 16S rRNA gen dizilerinin benzerlik

oranlarinin hesaplanmasi ve filogenetik dendogramlarin olusturulmasi takip
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etmektedir. Genel olarak 16S rRNA gen dizi benzerligi analizleri neticesinde elde
edilen sonuglardan, izole edilmis bir susun yeni bir tir veya yeni bir cins olup
olmadigini belirlemek igin kullaniimaktadir. Boylelikle, bu analizler, devam eden
ayrintili taksonomik arastirmalarin da yonini belirlemektedir (Wayne vd, 1987;
Stackebrandt vd, 2002).

16S rRNA dizisinin cins dlzeyinde ayrim glclne ciddi bir itibar varken, farkli
turleri ayirt etmede kullanilabilecek egik degeri sinirli olarak degerlendiriimektedir.
Bazi cinsler icerisinde ylksek 16S rRNA gen dizi benzerlikleri goérilmektedir
(Stackbrandt ve Ebers, 2006; Yarza vd, 2008; Tindall vd, 2010). Ancak, bir tirin
sinirlandiriimasi sadece 16S rRNA gen dizi benzerligine dayandirilmamali; diger
yontemlerin kullaniimasiyla elde edilen sonuclar kiyaslanmahdir (Kampfer ve
Glaeser, 2013).

16S rRNA gen dizisine dayanan filogenetik analizlerin prokaryotlarin
tanimlanmasi ve siniflandiriimasi igin dnemli molekuler bir belirte¢ olmasi nedeniyle,
imkanlar dahilinde 16S rRNA gen dizi analizi standardize edilmelidir. Dizi kalitesi,
dizi hizalama ve ikili dizi benzerlikleri ile filogenetik agaclarin hesaplanmasi gibi bazi
onemli asamalar 16S rRNA gen dizilerinin analizinde g6z dninde bulundurulmalidir.
Yapilan analizlerde sadece genin tamamina yakin uzunluguna sahip (en az 1450

nikleotid) ylksek kaliteli diziler kullaniimahdir (Kampfer ve Glaeser, 2013).

16S rRNA geninin ¢ézunarlik guct genellikle cins dlizeyinde ayrim yapmaya
imkan vermektedir. Tur dizeyinde ayrim icin DDH ve tek gen veya gen seti olarak
diger molekuler belirteglerin analizi de uygulanmalidir (Kdmpfer ve Glaeser, 2013).
Taksonomik calismalarin birgogunda, alt taksonomik dizeylerde daha ylksek
¢ozunurlik elde etmek amaciyla 16S rRNA gen dizisine dayanan filogenetik
analizlerin yani sira alternatif genetik belirtecler de kullaniimaktadir (Curtis ve
Meyers, 2012).

Bununla birlikte 16S rRNA geni, bazi jenerasyonlarda yiksek oranda korunan,
coklu rRNA operonlari arasinda nukleotid varyasyonlari ve bu genlerin taksonlari
arasinda yatay gen transferi (HGT) olasiligini da i¢ceren bir molekuler belirte¢ olarak
sinirlamalar gostermektedir (Ramasamy vd, 2014). Yeni turlerin tanimlanmasi igin
16S rRNA geninin benzerlik degeri %97 olarak 6nerilmistir (Stackebrandt ve Goebel,
1994), ancak son zamanlarda farkli veriler igin %98.7-99'luk bir esik degeri
Onerilmigtir (Stackebrandt ve Ebers, 2006; Chun vd, 2018). Veri setlerinin
degerlendirimesinde EzTaxon sunucusu, filogenetik aga¢ yapiminda cift yonlu

benzerlik, ¢oklu dizi hizalama ve filogenetik algoritmalarin hesaplanmasini da
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saglayan tim gecerli dizilerin toplanmasini icerecek sekilde gelistiriimistir (Chun vd,
2007).

Multilokus genler ve sekans dizileme (MLST)

Multilokus sekans dizileme (MLST), housekeeping gen fragmanlarindaki
varyasyonlari  kullanarak bakteriyel tirlerin karakterizasyonunda uygulanan
molekdler bir tekniktir. MLST, bakterilerin filogeni ve populasyon yapisini arastirmak
icin firsat saglamaktadir (Maiden, 2006). MLST; Bifidobacterium, Microbacterium,
Microbispora, Mycobacterium ve Streptomyces dahil olmak tzere Actinobacteridae
alt sinifinda bazi cinslerin tanimlanmasina ve siniflandiriimasina yardimci olmak icin
bir yaklagim sunmusgtur. rpoB, recA, dnakK, grpE, gyrB, groEL, ychF ve secY genleri
bifidobakteriler, mikobakteriler ve Streptomyces Uyeleri gibi Actinobacteria gruplari
arasinda filogenetik iliskiler kurmak icin kullaniimigtir (Leblond-Bourget vd, 1996;
Shivannavar vd, 1996; Devulder vd, 2005; Guo vd, 2008; Adékambi vd, 2011).

Actinobacteridae alt sinifinin MLST analizinde bir gekirdek gen setinin; bu alt
sinifin tanimlanmasi ve taksonomik analizi igin gegerli bir ara¢ oldugu gdsterilen
ychF, rpoB ve secY genlerini igerdigi Onerilmigtir (Adékambi vd, 2011).
Streptomyces, Actinobacteria filumunda bulunan karmasik bir cinstir ve bu grubun
sistematigi, endustriyel dnemi nedeniyle son derece Onemlidir. Streptomyces
griseus igin, 53 gecerli sustan atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB ve 16S rRNA'yI iceren
alti ev sahibi (housekeeping) genini kullanan bir multilokus sekans analizi
gercgeklestirilmigtir. Caligmalar, multilokus sekans analizinin dogru oldugunu ve diger
Streptomyces turlerinin tanimlanmasi igin kullanilabilecegini gostermistir (Guo vd,
2008).

Devulder vd, (2005) tarafindan mikobakteri tirlerinin filogenetik analizinde
multigen yontemi kullaniimistir. Bu c¢alismada, bakteriler arasinda evrensel ve
konservatif gen olarak 16S rRNA geni, tim mikobakterilerde mevcut olan bir 1s1 soku
proteini (Hsp) genine ait hsp65 geni, rpoB geni (RNA polimerazin 3-alt birimi) ve sod
geni (metalloenzim) filogenetik analize tabi tutulmustur. Sonuglar, farkli genlerin
kombinasyonunun, Mycobacterium cinsinden filogenetik agacin guvenilirliginde
kayda deger artiglara neden oldugunu gdstermistir (Devulder vd, 2005). rpoB geni
tabanli siniflandirma yaklasimi da Frankia suslarinin filogenetik iligkileri igin
kullaniimistir (Bernéche-D’Amours vd, 2011). gyrB geni (DNA girazin B-alt birimi),
16S rRNA genine kiyasla daha yuksek bir ¢6zinUrlik saglayan Kribbella Gyelerinin
arasindaki ayrim igin kullaniimistir (Kirby vd, 2010).
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Streptomyces albus subsp. albus NRRL B-1811T; S. almquistii, S. flocculus, S.
gibsonii ve S. rangoonensis dahil olmak Uzere doért farkh tir ile birlikte bir kiime
olusturur. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB'nin housekeeping genleri kullanilarak
yapilan multilokus sekans analizi, tipki 16S rRNA gen tirlerini ayirt etmek igin
kullaniimis ve Streptomyces tlrlerinin  yeniden siniflandiriimasinda &énerilmistir
(Labeda vd, 2014).

Ayrica fitopatojenik Streptomyces uyeleri; atpD, recA, rpoB ve trpB genlerini
iceren dort housekeeping gen ile MLST ydntemi kullanilarak siniflandiriimistir.
Ayrica bu yéntem, DNA-DNA hibridizasyonuna gerek kalmadan bitkilerden izole

edilen turlerin tanimlanmasinda uygulanmistir (Labeda, 2011).

Kribbella cinsinin Uyesi olan K. sindirgiensis FSN23™ (Ozdemir-Kogak vd,
2017a) ve K. soli FMN22" (Ozdemir-Kogak vd, 2017b) tlrlerin tanimlanmasinda da
gyrB, rpoB, relA, recA ve atpD genlerini iceren gen bdlgeleri MLST ydntemi

kullanilarak tanimlanmistir.

Micromonospora phytophila SG15T ve M. luteiviridis SGB14T tlrlerinin
siniflandiriimasinda 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizlerinin yaninda
atpD, gyrB, recA ve rpoB gen bdlgelerinin MLST yontemi ile yapilan analizleri birlikte
kullanilmistir (Carro vd, 2017).

Microbispora cinsinin siniflandiriimasi 16S rRNA genlerine dayanmasina
ragmen, bu cinsin taksonomik analizinde filogenetik agaclar olusturulurken zorluklar
yasanmakta ve guvenilir sonuglar alinamamaktadir. Microbispora tirlerinin
siniflandirimasinda 16S rRNA-gyrB-rpoB genlerinin  birlegtiriimis dizileri de
kullaniimistir (Savi vd, 2016).

DNA-DNA hibridizasyonu ve ANI degeri

Genomik yaklasimlar, bakterilerin tanimlanmasinda dogru bir ydntem saglamaktadir.
Bakterilerin taksonomik iligkisini degerlendirmek icin 1960'lardan beri DNA-DNA
hibridizasyonu (DDH) yéntemleri kullanilmistir.  Wayne vd, (1987) tirlerin
belirlenmesi i¢in bir esik degeri olarak %70'lik bir hibridizasyon degeri sundular.
DDH ana gereklilikleri sunlardir: (1) test bakterisinin genomik DNA'si (gDNA) ile tip
sus bakterilerinin gDNA'sI arasindaki karsilastirma, (2) DNA cift ipliklerinin ve DNA
fragmanlarinin her ikisinin ayrilmasi ve (3) sicaklik azalmasiyla fragmanlarin
yeniden birlesmesi (Auch vd, 2010). Genom BLAST mesafe filogenisi (GBDP) (Henz
vd, 2005), ortalama nukleotid kimligi (ANI) ve maksimum eglesme indeksini (MUMi)
(Deloger vd, 2009) iceren DDH degeri ile iligkili benzerlik endeksleri iki genom

40



dizisini kiyaslamada daha fazla etkinlik géstermistir. Bunlar arasinda Konstantinidis
ve Tiedje (2007), ANI ve DDH degerleri arasindaki korelasyona dayanan genom
dizilerinin, ortalama nukleotid kimligine (ANI) gére daha ylksek esik degeri aralijina
sahip oldugunu (Goris vd, 2007; Chan vd, 2012) ve buna gore % 95-96 arasindaki
ANI degerlerinin, % 70'lik DDH degerine esit oldugunu ve bunu da tlr ayriminda
kabul edilebilir bir deger oldugunu &nermislerdir (Goris vd, 2007; Richter ve
Rossell6-Méra 2009; Chun vd, 2018).

Tim genom dizileme

Prokaryot filogenisinin anlasiimasi temelde, olduk¢a korunmus kiglk alt birim olan
rRNA'nin gen boélgesi dizi analizlerine dayanmaktadir (Woese, 1987). Ancak
gunumuizde, tim genom dizilimi prokaryot sistematiginde gl¢li bir arag olarak kabul
edilmektedir. Aktinobakteriyal tlrler arasinda M. tuberculosis’in tim genomu ilk kez
1998 yilinda sekanslanmistir (Cole vd, 1998). Actinobacteria hem dairesel hem de
lineer genoma sahiptir. Aktinobakterial genomlarin ¢ogu, dairesel genetik form
gOsterirken;  Actinomyces, Amycolatopsis, Actinoplanes, Micromonospora,
Streptomyces ve Streptoverticilium gibi bazi cinslerde genomlar lineer
olabilmektedir (Redenbach vd, 2000).

Uzun zamandir, prokaryotik filogenetik agacin yapilandiriimasi igin bir
molekuller belirteg olarak kullanilan 16S rRNA geni son yillarda tek gene bagh
filogeninin kararsiz bir goérinti vermesi ve karmasik gruplarin gercek filogenetik
tarihini yansitmamasi acisindan tartisilmaktadir (Woese ve Fox, 1977; Alam vd,
2010). Gelisen sekanslama teknolojileri ile genom temelli filogenetik analizler, i¢
dallarin tir dizeyinde daha ylksek ¢ézindrlige sahip oldugunu ve ek olarak tek
genli taksonomik analizlerde ortaya c¢ikan kisitlamalarin ortadan kalktigini
gOstermektedir. Verma vd (2013), tek genlere (16S rRNA genleri, 23S rRNA genleri
ve tek-bazli gen filogenisi icin 94 korunmus genin protein dizileri) ve tim genom
dizilerine dayanan 90 aktinobakteriyal genomun filogenetik agacini yeniden
yapillandirmistir. Bu yaklasimin sonuglari, birbiriyle uyum iginde olmadiklari igin,
Frankiales ve Propionibacteriales uyelerinin hem maximum-likelihood agaclarinda

hem de neighbor-joining agaclarinda tutarsizliklar géstermistir (Verma vd, 2013).

Ozellikle molekiler sistematikte meydana gelen yeni gelismeler, taksonomik
hiyerarsideki tim seviyelerde gergeklestirilien siniflandirmalarin, genotipik ve
fenotipik verilerin entegre kullanimina dayandiriimasi gerekliligini ortaya ¢ikartmistir
(Wayne vd, 1987; Stackebrandt, 1992). Polifazik taksonomi olarak bilinen bu

yaklagim (Colwell, 1970), prokaryotik sistematigin mihenk tasi olmustur (Kampfer ve
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Glaeser, 2012). Polifazik galismalar igin segilen uygulama ve yontemler mevcut
taksonlarin biyolojisini yansittiklari icin 6znel olma egilimindedir. Bununla birlikte, bu
tlr calismalarda hakim olan yéntem, cinse ait ve cins Ustl suslar arasindaki iliskiyi
ortaya c¢ikarmak icin 16S rRNA gen dizilerinin karsilastirmali analizlerinin

gerceklestiriimesidir (Kim and Chun, 2014; Yarza ve Munoz, 2014).

Prokaryotlarin siniflandinimasi igin filogenetik bir omurga saglamadaki 16S
rRNA gen diziliginin basarisina ragmen (Ludwig ve Klenk, 2005), aktinobakteriyel
taksonlarda filum ve cinse ait seviyelerde dahi sorunlar devam etmektedir.
Halihazirda yuriatilen polifazik ¢alhigmalar buyik 6lgiide 16S rRNA genine bagh
olarak devam etmektedir (Montero-Calasanz vd, 2017). Fakat tek gen ge¢miste
taksonomik sorunlarin ¢ézimunde yararli olmasina ragmen; sadece sinirli sayida
karakter icermesi nedeniyle bir filogenetik agacta istatistiki degeri dlisuk bircok dal
olusturabilmektedir (Breider vd, 2014).

Ayrica biyoteknolojik, ekolojik ve temel arastirmalarla ilgi alanlara
yonlendirilmis ve aktinobakterilerin dogru sekilde siniflandiriimasi igin tasarlanmig
bir cergevenin gelisgtiriimesi zorunludur (Bull vd, 2016; Katz ve Baltz, 2016; Benito
vd, 2017; Wink vd, 2017). Dizileme teknolojilerindeki hizli ve suregen ilerleme g6z
onune alindiginda, bitin genom dizilerine ve ilgili biyoinformatik araclara dayanan
siniflandirmalar milyonlarca karaktere dayanarak bu ihtiyaclari ele almaktadir.
Bundan dolay1 filogenomik agaclarda 6nemli Ol¢lide yiksek ortalamaya sahip
bootstrap degerleri elde edildigi icin glvenilirikte de bir adim daha ileri
gidebilmeketedir (Breider vd, 2014; Meier-Kolthoff vd, 2014). Buna karsilik, birkac
bin nikleotide dayanan filogenetik agaclarda (Tang vd, 2016) duslk bootstrap

degerlerinde dallarin olusma egilimini artirmaktadir (Glaeser ve Kampfer, 2015).

Dijital DNA:DNA hibridizasyonu (dDDH) degerleri yakin akraba tlrler
arasindaki iligkinin ortaya konulmasinda; deneysel yontemlerden tiretilen ilgili
verilere kiyasla daha dogru bir yol sunmaktadir (Meier-Kolthoff vd, 2013). Yeni
teknolojilerin sistematige dahil edilmesi neticesinde elde edilen sonuclar, ¢ogu
zaman eski sonuclarin sorgulanmasina sebep olur. EJer eski ve yeni sonuclar
arasinda bir uyumsuzluk varsa, bu durumun fenotip karakterler mi, tek genlere
dayali siniflandirmalardan mi veya farkh taksonomik veri tarzlari arasindaki celiskili
yorumlamalardan mi kaynaklanip kaynaklanmadigini sorgular (Klenk ve Goker,
2010).

Nouioui vd tarafindan 2018 yilinda tim genom analizine dayali olarak yapilan

calisma; filogenetik sistematigin  prensiplerine  dayanan  aktinobakteriyel
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siniflandirmaya 6zel gelistiriimis bir cerceve saglamak Uzere tasarlanmistir (Hahnke
vd, 2016). Bu amagla, genom-odlcekli filogenetik agaclarin yapilandiriimasi
aktinobakteriyel tip suslarinin kamuya ag¢ik bitin genom dizilerinin kapsamli bir
orneklemi kullaniimistir ve bu calisma ile taksonlarin ¢ogunlugunun monofiletige
dayandigi anlasiimis, ancak birgok ordo, filum ve cinslerin yani sira birgok tlrin ve

birkag alttlriin revizyon ihtiyaci oldugu gdsterilmistir (Nouioui vd, 2018).

Bu c¢alismanin sonuglari mevcut siniflandirma ile kiyaslandiginda
uyusmazliklarin ¢gogunun tespit edildigi ve tim genom filogenisi araciligiyla 16S

rRNA gen adaclardan daha iyi ¢6zUm sunuldugu kabul edilmistir (Nouioui vd, 2018).

2.4.16. Kemotaksonomik siniflandirma

Kemotaksonomi, mikroorganizmalarin siniflandiriimasinda kullanilan hUcrelerin
kimyasal bilesenlerinin incelenmesi anlamina gelmektedir (Goodfellow ve Minnikin,
1985). Aktinobakteriyal hilcrelerin kimyasal bilesenleri, Gram-pozitif bakterilerin
siniflandiriimasinda 6nemli  bir rol oynamigtir (Lechevalier vd, 1971).
Kemotaksonomi c¢alismalarindaki en 6nemli bakteriyel hiicre bilesenleri, hicre
duvari yag asitleri, amino asitler, menakinonlar, sekerler ve DNA bazlarinin oranidir
(Goodfellow ve O’'Donnell, 1989; Williams, 1989).

Hiicre duvari kimyasal kompozisyonu

Actinobacteria, hlicre duvari bilesimlerine dayali olarak farkli gruplara ayrilabilirler.
Bu siniflandirma igin, hiicre duvari amino asitleri ve tim hticre sekerleri taksonomik

markdrler olarak yaygin bir sekilde kullaniimigtir (Prauser, 1976).

Aktinobakteriyal tirlerin hiicre duvarlari, diger Gram-pozitif bakterilerin olagan
yapisini ve kimyasal bilesenlerini gdstermektedir (Schleifer ve Kandler, 1972).
Elektron mikroskobu altinda 16-35 nm kalinhginda homojen bir tabaka gorulur.
Hicre kuru agirhidinin  %20'sine olusturan peptidoglikan, (1-4 bagh N-
asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit icerir (Schleifer ve Kandler, 1972).
Actinobacteria'nin peptit yan zincirinde lisin, meso-DAP veya LL-DAP (¢ pozisyonda
yerlesir (Takahashi vd, 1984).

Diger Gram-pozitif bakterilerde oldugu gibi Actinobacteria hiicre duvari bir
peptidoglikandan olusur, ancak Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia ve
Rhodococcus gibi bazi cinslerde, arabinogalaktanla baglantili kalin bir tabaka mezo-
diaminopimelik asit iceren bu peptidoglikandan tabaka, mikoik asitler olarak bilinen

uzun zincirli yag asitleri ile esterlestirilir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Streptomyces, Corynebacterium ve Mycobacterium'dan hiicre duvari
yapilarinin  karsilastirimasi.  Streptomycetes'te, diger Gram-pozitif
bakterilerde oldugu gibi, hucre duvari sitoplazmik membrani (PM)
kaplayan bir peptidoglikan tabakasindan (PG) olusur (Wink vd, 2017).

Hlcre duvari polisakkaritlerinin bir parcasi olan sekerler Actinobacteria'da
bilinen doért seker modeline dayali olarak tim hicre hidrolizatlarinda tespit
edilebilirler. Bazi durumlarda ksiloz, galaktoz ve arabinoz tanimlayici sekerler olarak
rapor edilmigtir. Streptomyces Uyelerinde tipik olarak mannoz, riboz ve glikoz disuk
miktarlarda kaydedilmistir (Dworkin vd, 2005). Genel olarak Actinobacteria Uyelerini
ayirt etme de sekiz hicre duvari kemotipi, amino asitler ve hicre duvar sekerlerinin

kombinasyonuna gore tanimlar yapilmigtir (Cizelge 2.1) (Lechevalier vd, 1971).
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Cizelge 2.1. Actinobacteria'da farkh hicre duvari bilesenleri (Barka vd, 2016, Wink

vd, 2017)
Hucre Ana bilegenleri Cins
duvar tipi
I LL-DAP, glisin, seker Arachnia, Nocardioides, Pimelobacter,
yok Streptomyces
I meso-DAP, glisin, Actinomyces, Actinoplanes, Ampulariella,
, , Catellatosporia, Dactylosporangium, Glycomyces,
arabinoz, ksiloz Micromonospora, Pilimelia
1 meso-DAP, maduroz Actinocorallia, Actinomadura, Bazi Frankia spp.,
, Dermatophylus, Frankia, Geodermatophilus,
(3-O-metil-d-galactoz) Kitasatospora,  Maduromycetes,  Microbispora,
Microtetraspora, Nonomuraea, Planobispora,
Planomonospora, Planotetraspora, Spirillosporia,
Streptosporangium, Thermoactinomyces,
Thermomonospora
VI meso-DAP, arabinoz, Micropolyspora, Nocardioforms
galaktoz
\% DAP yok; lizin ve ornitin  Actinomyces
VI DAP yok; degisken Arcanobacterium, Actinomyces, Microbacterium,
aspartik asid, Oerskovia, Promicromonospora
galactoz
Vil DAP yok; Agromyces, Clavibacter
diaminobutirik asid,
glisin, lizin degisken
Vil DAP yok; ornitin Aureobacterium, Curtobacterium, Cellulomonas

Hicre membrani izoprenoid kinonlari

Menakinonlar bir¢ok bakterinin sitoplazmik zarlarinda bulunan ve elektron tagsima
zincirinde 6nemli bir rol oynayan solunum bilegenleri olarak siniflandirilir ve
Actinobacteria'da bulunan tek tip izoprenoid kinonlar olarak tanimlanirlar. Bununla
birlikte, bu bilesiklerin yapisal tipi aktinobakteriyal taksonomiye uygulanabilirdir
(Collins ve Jones, 1981). Taksonomik agidan énemli olan parametreler; metilasyon
ve dimetilasyon, C-3 yan zincirinin doyma derecesi ve uzunlugu ile menakuinonlarin
yan zincir siklizasyonunu kapsamaktadir (Collins vd, 1988). Cogu Actinobacteria’da
naftokinon halkasinin 3. pozisyonunda doymus isoprenoid yan zincirine sahip
kinonlar goérundr. Streptomyces Uyeleri, yuksek derecede hidrojene edilmis
izoprenoid zincirlerine sahiptir ve genellikle G¢ ila dort izopren birimi doymustur
vd, 2005). Cizelge 2.2, farkh

menakinonlarini géstermektedir.

(Dworkin Actinobacteria ailelerinin  major
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Cizelge 2.2. Actinobacteria familyalarinin majér menakinonlari (Goodfellow, 2012)

Familya

Major menakinon

Actinomycetaceae
Actinopolysporaceae
Corynebacteriaceae
Dermatophilaceae
Dietziaceae
Geodermatophilaceae
Micrococcaceae
Micromonosporaceae
Mycobacteriaceae
Nocardiaceae
Nocardioidaceae
Promicromonosporaceae
Pseudonocardiaceae
Streptomycetaceae
Streptosporangiaceae

Tsukamurellaceae

MK-9, MK-10(Ha), MK-9(H.), MK-8
MK-9(Ha)

MK-8(H2), MK-9(H>)

MK-8(Ha)

MK-8(H>)

MK-9(Ha)

MK-7, MK-8, MK-9, MK-10

MK-9, MK-10

MK-9(H>)

MK-8(H.) cyclo, MK-9(H.), MK-8(H2)
MK-8(Ha), MK9(He), MK-10(Hs)
MK-9(Ha)

MK-9(Ha)

MK-9(Hs), MK-9(Hs)

MK-9(H2), MK-9(H4), MK-9(He)
MK-9

Hiicre membran fosfolipidleri

Fosfolidipolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilgliserol, difosfatidilgliserol, fosfatidilserin,
fosfatidilinositol ve diger fosfatidilkolipidler de dahil olmak Uzere fosfolipidler,
bakteriyel hlicre zarlarinda en 6nemli polar lipidlerdir (Wang ve Jiang, 2016).
Actinobacteria'nin taksonomik siniflandirmasi icin hiicre zarinin fosfolipit bilesimi
incelenmis ve bes ana fosfolipit tipi grup tanimlanmistir (Cizelge 2.3). Fosfotidilkolin
Actinobacteria Uyelerinde nadiren bulunurken difosfotidilgliseroliin, Actinobacteria
Uyelerinin ¢cogunda bulundugu tespit edilmistir. Fosfatidilgliserol daha az miktarda
bulunurken, fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositol ve fosfatidilinositol mannosidleri
Actinobacteria turlerinin  gogunda bulunur. Actinoplanes, Microellobosporia,
Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia ve Streptomyces cinslerinin Uyeleri,
major fosfolipid olarak fosfatidiletanolamin igerir. Fosfatidilkolin ise Actinomadura,
Micropolyspora, Nocardia ve Pseudonocardia cinslerinde bulunur ve fosfatidil
Glukozamin ise

metiletanolamin de bu grupta bulunur. iceren fosfolipitler

Microbispora, Streptosporangium, Oerskovia ve Promicromonospora cinslerinde
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ortak olarak mevcuttur (Lechevalier vd, 1977). Buna karsilik, heptadekenoik asit,
Actinobacteria'daki ana fosfolipid formlarinda bulunmamistir, fakat diger bakterilerde
mevcuttur (O’Leary, 1975). Actinomadura tirlerinin bazilari, Corynebacterium,
Microtetraspora ve Nocardioides blylk miktarda azot iceren fosfolipitler icerdigi

rapor edilmigtir (Lechevalier vd, 1977).

Cizelge 2.3. Actinobacteria hiicre membraninin fosfolipid tipleri (Lechevalier vd, 1977)

Fosfolipid Karakteristik fosfolipit Cins
tipleri
Pl Nitrojensis fosfolipitler Actinomadura, Corynebacterium,

Microtetraspora, Nocardioides
Pl Sadece bir nitrojen iceren fofolipit, Actinoplanes, Chania,
fosfotidiletanolamin ] ) )
Dactylosporangium, Microellobosporia,
Micromonospora, Micropolyspora,

Mycobacterium, Nocardia,

Streptomyces
Pl Fosfotidilkolin ve karakteristik Actinomadura, Micropolyspora,
fosfolipit . .
Nocardia, Pseudonocardia
P VI Glukozamin iceren fosfolipitler Intrasporangium, Microbispora,
Streptosporangium,
PV Fosfotidilgliserol  ve  glukozamin Oerskovia, Promicromonospora

iceren fosfolipitler

Hicre zan yag asidi profili

Hicre =zarinin yad asidi analizi, Actinobacteria'nin karakterizasyonuna ve
siniflandiriimasina katki saglamaktadir. Karbon zinciri uzunlugundaki farklilik,
doymus ve doymamis yag asitlerinin varligi, metil gruplari, siklopropan ve hidroksil
yag asitlerinin varligindaki farkhliklarin timu taksonomik degerler olarak kabul edilir.
Tanimlanan yag asitleri, susun yagd asidi igeriginin %Z2'sinden fazlasini
olugturmalhdir. Yag asitlerinin biyosentetik yollari, dallanmis yag asitleri sentezinin
Actinobacteria Uyelerinde mevcut oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Egit ve tek sayidaki
karbon atomu olan izo-dallanmig yagd asitleri sirasiyla izovalerat ve izobtirattan
olusurken; substrat olarak 2-metilbutirat bulunmasi, anteiso-dalli yagd asitlerinin
olusmasina yol agar (Gago vd, 2011). Cizelge 1.4, Actinobacteria'da bulunan farkl

yag asidi modellerini géstermektedir.
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Cizelge 2.4. Aktinobakteriyal cinslerinde yag asidi modelleri (Wink vd,2017).

Tip la 1b 1c 2a 2b 2c 2d 3a 3b 3c 3d 3e 3f 3g
Yag asidi
1zo-15: - - - 1 4 2 3 - 42 2 1 2 2 2
Anteizo-15:0 - - - - 2 3 2 - 1 1 1 - 1 1
1z0-16:0 - - - 32 228 3@ 4a 2a 2a 3@ 3@ 4a 43 42
16:0 3 3P 3R 2 1 1 2 3 - 1 1 1 1 1
10-Metil 16:0 - 2 - - - - - 1 - - - - - -
1z0-17:0 - - - la 32 12 22 1 2 1 1 1 1 1
Anteizo-17:0 - - - la 1a 2a 2a . 2 1 32 1 1 2
17:0 - - - 1 - - 1 1 1 2 1 - 2 1
17:1 - - - 1 - - 1 la 22 1a qa j1a 2a 1]a
10- Metil 17:0 - 1 - - - - - la 1a 2a pa ja 1a ]a
1z0:18:0 - = - 1 - - la 1 - 1 1 - - -
18:0 a2 12 13 - - - @ 1 - 1 1 - - -
18:1 32 3@ 22 - - - 22 22 1 - 22 - - -
10- Metil 18:0 - 3?2 - - - - - 22 - - 22 - - -
OH; - - - 22 - v - - - 22 - - la 12
Siklo 19 - - 2a - - - - - - - - - - -

1=% 1-5, 2 =% 5-15, 3 =% 15-25, % 4> 25, v = degisken, genellikle% 2'den az
@ Tanimlayici yag asidi

2.4.17. Actinobacteria’nin biyoaktif bilesikleri

Antibiyotiklerin kaynadi olarak aktinobakteriler

Actinobacteria, biyoteknoloji alaninda, genis endustriyel, tibbi ve tarimsal
uygulamalara sahip ¢ok sayida biyoaktif sekonder metabolit Ureticisi olarak blytk
onem tasimaktadir (Cizelge 2.5). Actinobacteria Uyeleri, dogal olarak olusan
antibiyotiklerin ¢ogunu Uretmektedir. Actinobacteria'da kesfedilen ilk antibiyotikler
1940 yilinda Waksman vd, tarafindan kesfedilmis olup; bunlar Streptomyces
kultirinden aktinomisin (Waksman ve Woodruff, 1940), 1942'de Streptomyces
lavendula'dan streptotrisin (Waksman ve Woodruff, 1942) ve 1944'te Streptomyces
griseus'tan streptomisindir (Schatz ve Waksman, 1944). Streptomycetes baslica
klinik antibiyotik kaynagi olarak neredeyse tim aktinobakteriyel antibiyotiklerin
%80'inden sorumludur (llic vd, 2007). Aktinomisin, streptomisin ve streptotrisinin ilk

saptanan antibiyotikler arasinda olup, diger birgok antibiyotikten ¢ok daha yulksek
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frekanslarda sentezlenmektedir. Ornegdin, streptotrisin, topraktan rastgele izole
edilen tim Streptomycetes'lerin %10'unda, streptomisin %21’inde, aktinomisin ise %
0.1 oraninda bulunur. Bunun aksine eritromisin ve vankomisin yaklasik 10° toprak
izolatinda bulunurken ve daptomisin sadece yaklasik olarak 10 frekansta bulunur
(Baltz, 2007).

Aktinomisetler tarafindan Uretilen baslica klinik antibiyotik siniflari sunlardir:
aminoglikozidler (neomisin, kanamisin, streptomisin) (Busscher vd, 2005; Vakulenko
ve Mobashery, 2003), anguisiklinler (auricin, ayrica, araziomisin ve moromisin gibi
antitimor maddeler (Kharel vd, 2012), ansamisinler (rifamisin, geldanamisin) (Kang
vd, 2012) antrasiklinler (basta antitimor ajanlar, 6rnegin, daunorubisin) (Minotti vd,
2004; Nitiss, 2009), B-laktamlar (sefamisinler) (Liras, 1999) ve ayrica énemli olan 3
laktamaz inhibitdrt klavulanik asit (Jensen ve Paradkar, 1999; Saudagar vd, 2008),
kloramfenikol (Vining ve Stuttard, 1994), glutarimidler (sikloheksimid) (Kominek,
1975), glikopeptidler (vankomisin, teikoplanin) (Butler vd, 2014; Van Bambeke vd,
2003), lipopeptidler (daptomisin) (Baltz, 2010), lantibiyotikler (mersasidin,
aktagardin) (Willey ve Donk, 2007), makrolitler (sistitromisin, eritromisin, tilosin,
klaritromisin) (Gaynor ve Mankin, 2003; 429), oksazolidinonlar (sikloserin) (Mulinos,
1955), streptograminler (streptogramin) (Johnston vd, 2002) ve tetrasiklinlerdir
(Okami ve Hotta, 1988). Aktinomisetlerin bireysel Uretim kapasitesi de biyuk dlgtide
artirilabilmektedir. Bazi Streptomyces tirleri tek bir antibiyotik tretirken, digerlerinin

bir dizi farkli bilesikler ve bilesik siniflarinin Grettikleri gérilmuastar.

Actinobacteria Uyeleri antibiyotiklerin yani sira, herbisit, antifungaller,
antitimor veya immunsuipresan ilaglar ve antelmintik ajanlar gibi aktiviteleri olan gok

cesitli diger sekonder metabolitleri Gretmektedirler (Behal, 2000; Tindall vd, 2006).

insektisit kaynaklan olarak aktinobakteriler

Cesitli Streptomyces turleri tarafindan Uretilen makrotetrolidler akarlara, boceklere
(Jizba vd, 1991; Sagawa vd, 1972), koksidialara (Sakamoto vd, 1978) ve helmintlere
(Nippon Kayaku ve Chugai Pharm, 1981) karsi aktiftir ve ayrica immunsupresif
etkiler gosterirler (Shichi vd, 1989; Jizba vd, 1991). Bununla birlikte, makrotetrolid
kompleksi bilesimi ile ilgili olarak, dinaktin ve trinaktin (Oishi vd, 1970; Ando vd,
1971) ile bir tetranaktin karisimini Ureten (bilesik grubunun en aktif Gyesi) sadece bir
Staphylacoccus aureus S-3466 (Ando vd, 1971) vardir ve bu Urln ticari amaglar igin
kullaniimistir (Misato, 1982). Streptomyces aureus tarafindan siklosporine bagl
molekuler bir yapi ile Uretilen siklik bir antibiyotik olan tetranaktin, meyve ve cayin

karmin akarlarina kargl emulsiyon olarak kullanilir. Antihelmintikler agisindan gergek
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bir basari 6ykusu, avermektinin bir dehidro tlrevi olan ve Streptomyces avermitilis
tarafindan Uretilen ivermektindir (Omura ve Crump, 2014). 1970'lerin sonlarinda
ortaya cilkmasindan sonra ivermektin, hem i¢c hem de dis nematodlara ve
eklembacaklilara karsi glgli ve genis spektrumlu bir aktiviteye sahip, tamamen yeni
bir antiparaziter maddeydi. Yakin zamanda, 2015 yili Nobel Fizyoloji ve Tip Oduli
avermektini kesfettikleri icin Sajihi Omura ve William C. Campbell'e ve antimalaral
ilag artemisinin kesfi icin de Youyou Tu’ya birlikte verilmigtir (Barka vd, 2016; Wink
vd, 2017).

Biyoherbisid ajani olarak aktinobakteriler

Streptoverticillium rimofaciens Niida'nin kultdrlerinden izole edilen antifungal bir
metabolit olan mildiomisin, cesitli ekinlerdeki (Harada ve Kishi, 1978) farkl tozlu
kiiflere karsi kuvvetli bir sekilde aktiftir ve mantar protein biyosentezini inhibe eder
(Feduchi vd, 1985). Bu antifungallerin birincil etki alanlari, hicre duvarinda kitin
sentezinin meydana geldigi yerlerde, mitokondriden katyon sizintisi, inositol
biyosentezin meydana geldigi veya protein ve DNA sentezi alanlarinin oldugu
yerlerdir. Bahsedilen bilesik, Actinobacteria'dan izole edilmis agroaktif bilesiklere bir
ornektir. Validamycin A, piring ve diger bitkilerde patojenlerin kontroll igin ve sebze
fidelerinde hastaliklarin giderilmesi igin bir ara¢ olarak Takeda tarafindan
ticarilestirilmistir. Ote yandan, bazi salgilanmis metabolitler sitotoksiktir ve
makrolidler, -pirronlar, laktonlar, indoller, terpenler ve kinonlar gibi kimyasal yapilari
icerebilirler (Dharmaraj, 2010). Ornegin, kinon ile ilgili bir antibiyotik olan
resistomisin, essiz bir yapiya sahip olup RNA ve protein sentezinin inhibisyonuna
dayanan bakterisidal ve vazokonstriktif aktiviteye sahiptir (Arora, 1985; Barac vd,
2004).

Son yillara kadar yapilan ¢alismalarda 6nemli Actinobacteria Uyelerinin genom
sekanslari, bu organizmalarin biyokimyasal potansiyellerinin ancak %210'unun
kesfedildigini ve kesfedilmeyen genetik lokuslarin ¢ogunun kodlandigi biyosentetik
mekanizmanin deneysel sartlarda aktive olabilecegini gostermektedir (Wu vd,
2012). Watve vd, bu biyokimyasallar icinde sadece Streptomyces cinsinden
150.000'in Uzerinde biyoaktif metabolitin kesfedilmeyi bekledigini ileri strmustir
(Watve vd, 2001; Baltz, 2005; Baltz, 2006). Bununla birlikte kombinasyonel
biyosentez gibi molekiiler tekniklerin, dogal olarak bulunamayan ilaglarin kesfine ve
essiz Ozellikleri olan biyoaktif Grinler UGretmek icin degistirilebilen ve modifiye
edilebilen biyosentetik bilesenlerin kesfine imkan sunacagi énerilmistir (Barka vd,
2016; Wink vd,2017).
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Antifungal maddelerin kaynaklari olarak aktinobakteriler

Kasugamisin; memeli protein sentezini inhibe etmeyip mikroorganizmalarda protein
biyosentezinin inhibitorii olarak gorev yapan, Streptomyces kasugaensis (Umezawa
vd, 1965) tarafindan salgilanan bakterisidal ve fungisidal bir metabolittir. Sistemik
olarak aktif kasugamisin, celtik yanmigi (Pyricularia oryzae cavara) ve cesitli
urtnlerdeki bakteriyel Pseudomonas hastaliklarini kontrol etmek Uzere piyasaya
surulmastar. 1965 yilinda Isono vd, Streptomyces cacaoi var. asoensis
metabolitlerinden yeni bir dogal fungisit olan, polioksin B ve D sinifinin ilk tyelerini
izole etmistir (Isono vd, 1965). Bu maddeler, kitin sentezini inhibe ederek fungal
hlcre duvari sentezini engelleyerek etki gostermektedirler (Endo ve Misato, 1969).
Polyoxin B, meyveler, sebzeler ve sls bitkilerinde birgok mantar patojenine karsi
uygulanirken; polioksin D, Rhizoctonia solani organizmasinin sebep oldugu piring
kilift yanigi hastalidinin etken maddesini kontrol etmek icin kullanmaktadir (British

Crop Protection Council, 1994).

Validamycin familyasi 1968 yilinda, Rhizoctonia solani'nin neden oldugu piring
bitkilerinde kilif yanikhdi hastaliginin tedavisi icin Takeda Chemical Industries'teki
arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir. Kompleksin en blytk ve en aktif bileseni
olan Validamycin A, Streptomyces hygroscopicus var. limoneus'dan izole edilmistir.
Fungal hicrede validamisin, hidcre i¢i trehalozun parcalanmasini baskilayan
Ozellikle glcll bir trehaloz inhibitéri olan validoksilamin A'ya doénustirdlir. Trehaloz
iyi bir depolama karbohidrati olarak bilinir ve trehalaz, boceklerde ve mantarlarda
glukoz taginmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu etki gekli, validamisin A'ya
biyolojik bir segicilik vermektedir. Clinkii omurgalilar metabolizmalari icin disakkarit

trehalozun hidrolizine bagiml degillerdir (Elbein vd, 2003).

Aktinobakterler ve diger organizmalar arasi etkilesimler

Bocek-bakteri simbiyozlari dodal gevrede yaygindir (Wu vd, 2006) ve antibiyotik
Ureten bakteriyel simbiontlar konakgly! ve/veya kaynaklarini korumak igin siklikla
kullaniimaktadir (Seipke vd, 2012a; Seipke vd, 2012b). Birgok bdcek (6rnegin
karincalar, termitler, safra kesesi ve bocekler) mikrobik topluluklari ile spesifik bir
iliski gelistirmistir. Bu etkilesimler, antagonizm ve komensalizmden, mutualizme ve

zorunluluktan fakultatiflige kadar cesitlilik gostermektedir (Leung ve Poulin, 2008).

Birgok bdcek grubunun mikrobiyal topluluklar ile iliskisi genis ¢apta calisiimis
(Brauman vd, 2001) ve 0Ozellikle bagirsak bakterileri ile bocekler arasinda karmagik
iliskiler ortaya konmustur (Breznak, 1982; Hongoh, 2011). Attine karincalari

yuvalarindaki mantar bahgelerini diger mikroplardan arindirmak igin yabani otlarin
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gelisimini édnlemek amaciyla antibiyotik Greten Actinobacteria Uyeleri ile mutualistik
bir iliski gelistirmistir (Seipke vd, 2012b, Dejean vd, 2005). Ozellikle agac kabuklari
ve agag yapraklariyla beslenen bocek gruplarinin bagirsak florasinda selllozun
sindiriimesine yardimci olan Ponticoccus gilvus ve Kocuria marina gibi

Actinobacteria Uyeleri tespit edilmistir (Morales-Jimenez vd, 2013).

Mycobacterium ulcerans hayatta kalmak igin, tasiyici olarak serbest yasayan
amipleri kullanarak daha korumali bir nise adapte olmustur. “Gizli” mikobakterilerin
bagisiklik tepkimelerinden kagmak ve omurgal son konakgilari daha kolay enfekte
etmek icin Protozoon konakgilari iginde gelistikleri tespit edilmistir (Greub ve Raoult,
2004).

Daha 6nce de belirtildigi gibi, aktinomisetler topraklarda bol miktarda bulunur
ve rizosferin mikrobiyal florasinda yuksek bir oranda temsil edilirler (Bulgarelli vd,
2013). Actinobacteria Uyeleri bdylelikle bitki kaynakli mikrobiyal topluluklarda gesitli
rollere sahiptir. Bazi jenerasyonlar agirlikli olarak besin dongusunde 6nemli rollere
sahip toprak saprofitler olarak goérulirken, digerleri endofitler, faydali simbiyonlar ve
hatta bitki patojenleri olabilirler (Barka vd, 2016; Wink vd,2017).

Actinobacteria uyeleri diger toprak mikroorganizmalari ile ilgili antagonistik ve
rekabetgi Ozellikleri ile rizosferlerde kolonize olabilme yetenegine sahip
mikroorganizmalardir (Bulgarelli vd, 2013). Diger yararli mikroorganizmalar gibi,
Actinobacteria suglari da bitki blyumesini dogrudan ya da dolayli olarak iki genel
yolla etkileyebilirler. Dolayl etkileri, bir veya daha fazla zararli mikroorganizmanin
zararli etkilerini dnlediginde ortaya ¢ikar. Bu, esas olarak bitkinin patojenlerine karsi
biyokontrol veya antagonizm yoluyla gercgeklesir. Spesifik olarak, kolonizasyon veya
antibiyotiklerin ve diger sekonder metabolitlerin biyosentezi patojen invazyonunu ve
olusumunu Onleyebilir (Fenton vd, 1992). Bitki blylimesinin dogrudan
desteklenmeleri ise; bakteriler tarafindan sentezlenen bir bilesik ile bitkiye
saglandijinda ya da toprakta bulunan bitki besin maddelerinin bitkiye aliminin
bakteriler tarafindan kolaylastirdiginda ortaya c¢ikar. Actinobacteria suslarinin
muhtemel katkilari; azot fiksasyonunu, yan-kdk sentezini, fitohormon sentezini ve
minerallerin alimi ve kullanimini saglamak icin minerallerin ¢éziinmelerine katki
saglamalaridir (Glick, 1995).

Aktinobakteriler 6nemli biyoaktif bilesik dreticileri oldugu icin biyo-kontrol
potansiyelleri yaygin olarak kabul edilmektedir (Gomes vd, 2000; Ouhdouch vd,
2001; El-Tarabily ve Sivasithamparam, 2006). Gegctigimiz 50 vyl boyunca,

Actinobacteria'nin antibiyosis 6zelligi, besin rekabeti, degradatif enzim Uretimi,
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topraktaki patojenlerin  gelisimini baskilayabilme, azot oksit Uretimi ve
mikroorganizmalarin sayisini sinirlandirabilme mekanizmalar hakkinda pek c¢ok
calisma yapilmistir (Cohen ve Mazzola, 2006; Mahmoudi vd, 2011). Rizosferde
farkli ortamlara uyum kabiliyetleri, onlari topraktaki diger mikroorganizma topluluklari
icin guclu bir rakip haline getirmigtir. Bazilarinin; bitkiler igin dnemli bir mikro besin
elementi olan demirin diger organizmalar tarafindan alinmasini énlemek amaciyla
demirin baglanmasindan ve tasinimindan sorumlu bir molekll olan sideroforlari
urettigi  bilinir (Cao vd, 2005; Getha vd, 2005). Ayrica bazi c¢alismalarda
Actinobacteria Uyelerinin parazit mantarlarin misel hicre duvarlarini pargalayan
enzimleri salgiladigi bildirilmigtir (Xiao vd, 2002; El-Tarabily ve Sivasithamparam,
2006; Errakhi vd, 2007). Streptomyces lydicus WYEC 108" susundan elde edilen bir
biyofungisit Natural Industries Inc., TX, ABD ve 2004 yilinda Actinovate ¢dzinur
olarak kaydedilmistir (EPA kayit numarasi 73314-1). Tamamen suda ¢6zundr olan
bu drun, bircok yaygin yaprak ve toprak kaynakli hastaliga karsi etkili bir
biyofungisittir (Barka vd, 2016).

Actinobacteria’nin, bitki patojenlerini inhibe eden antibiyotikler Gretme
yetenekleri de yaygin olarak bilinen bir durumdur (Emmert ve Handelsman, 1999;
Barakate vd, 2002; El-Tarabily ve Sivasithamparam, 2006). Streptomyces
violaceusniger YCED9 susu, bitki patojenlerine kargsi etkili nigrekin, geltanamisin ve
guanidilfingin de dahil olmak Uzere UG¢ antifungal bilesik Uretir (Trejo-Estrada vd,
1998). Benzer sekilde, Actinobacteria tarafindan Uretilen antibiyotikler su anda

biyolojik kontrolde kullaniimaktadir (Cizelge 1.5).
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Cizelge 2.5. Actinobacteria Uyeleri tarafindan Uretilen biyoaktif molekdillerin érnekleri
ve etkinlikleri (Barka vd, 2016).

Bilegigin tipi ve Biyoaktif ajan Bilegigin tipi ve uretici Biyoaktif ajan
Uretici tar tar
Antibakteriyel ajan ureticileri Antifungal ajan Ureticileri
Verrucosispora spp. Abyssomycin Streptomyces nodosus Amphotericin B
Streptomyces anulatus  Actinomycins Streptomyces griseus Candicidin
Micromonospora spp. Anthracyclin Streptomyces Guanidylfungin
violaceusniger YCED-9
Saccharopolyspora Erythromycin Streptomyces cacaoi Polyoxin B
erythraea (llotycin)
Nocardia lurida Ristocetin Streptomyces canus Tetracenomycin
Amycolatopsis orientalis Vancomycin Nocardia transvalensis Validamycin
Biyoherhisid / biyopestisit Ureticileri Antiparaziter ajan Ureticileri
Actinomadura spp. B-D-ribofuranosyl- Streptomyces avermitili Avermectins
Herbisid
Streptomyces Herbimycin Streptomyces coelicolor  Prodiginine
hygroscopicus
Saccharopolyspora Spinosad Streptomyces Trioxacarcin
spinosa (norotoksik bottropensis
insektisid)
Antiviral ajan Ureticileri Hiperkolesterolemi ajan ureticisi
Streptomyces Hygromycin Streptomyces Rapamycin
hygroscopicus hygroscopicus
Streptomyces spp. Panosialins
Antitimor ajan Ureticileri immunostimiilator ajan iireticileri
Nocardia asteroides Asterobactine Nocardia rubra Rubratin
Micromonospora spp. Diazepinomicin Streptomyces Bestatin
olivoreticuli
Salinispora tropica Salinosporamide Kitasatospora kifunense  FR-900494
immiinsiipresif ajan iireticileri Terap6tik enzim (antitimor) Ureticileri
Nocardia brasiliensis  Brasilicardin Streptomyces spp. L-Asparaginase
Streptomyces Pentalenolactone Streptomyces L-Glutaminase
filipinensis olivochromogenes

Patates yumrulari icin patojen olan Streptomyces scabiei organizmasinin
zararh etkilerine karsi Millard ve Taylor, 1927°de yaptiklari galismada, patojenik
olmayan saprofitik Actinomycetes izolatlari ile inokule olmus topragin, hem hastalikli
patates kabuklarinin hem de patojen populasyonunun énemli élgiide azaltabildigini,
inokule edilmis saprofitik susun topraktaki patojeni astigini ve bdylece bitki
hastaligini azalttigini géstermigtir (Millard ve Taylor, 1927).

Patojenlerin  antibiyotik aracili inhibisyonu genellikle bitki hastaliklarini
bastirmaya yonelik calismalarda birincil odak noktasini teskil etmektedir. Bununla
birlikte; Streptomyces ve diger cinsin U(Oyeri tarafindan Uretilen sekonder
metabolitlerin  ¢esitliligi mantar, bakteri, oomiset ve nematod patojenlerinin

baskilanmasi igin blyuk bir potansiyel olusturmaktadir (Barka vd, 2016).

Rizobakterileri kullanarak ticari biyo-kontrol ve bitki biyimesi saglayan drinler

gelistirmeye yonelik girisimlerde, mevcut spesifik zorluklari tanimak o6nemlidir.
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Baslangi¢c olarak, bitki blylUmesini tesvik eden rhizobacteria tlrleri ve bitki
simbiyontlari arasindaki etkilesim, bir Griin veya kultir ortaminda dahi spesifik
gorinmektedir (Glick, 1995; Kloepper, 1996). Bulyumenin tesvik edilmesi igin
caligilan bir rizobakteri, bir trin 0Uzerinde olumlu etkileri ortaya koyarken, bir
digerinin buyumesini etkilemeyebilir veya geciktirebilir (Gardner vd, 1984; O’Neill vd,
1992). Rizobakterilerin yararli 6zelliklerinden yararlanmaya yodnelik g¢abalarimizda
zorluklarla karsilagsak da, biyo-kontrol icin bu bakterileri kullanarak tarimin
iyilestiriimesi olasihdi bir o kadar mukemmel goérinmektedir. Bitki blyumesini
arttirmak igin rizobakter turlerinden istifade etmeye yoénelik ilk adim, onlarin verimli
bitki buyumesi arttiricilar olarak hareket etmelerini saglayan sistemleri daha iyi
anlamak olacaktir (Barka vd, 2016).

Tek karbon ve enerji kaynadi olarak 1,4-dioksan Uzerinde (reyebilen
Pseudonocardia dioksanivoralar CB1190 izolatinin da dinitrojeni fikse ettigi
gOsterilmistir (Mahendra ve Alvarez-Cohen, 2005). Streptomyces'in biyokontrolde ve
bitki blylmesini artirma kapasitesine iligkin belgelenmis én kanitlara ragmen
(Aldesuquy vd, 1998), Streptomyces turlerinin rizobakter olarak potansiyeli genis
capta arastirimamistir. Bu durum genellikle toprak mikroflorasinin bytk kismini
teskil eden, 6zellikle bitki kok sistemlerinde etkili bir sekilde kolonize olan ve sporlar
olusturarak olumsuz buyime kosullarina dayanabilen Streptomycetes turleri icin
sasirticidir (Alexander, 1977). Merriman vd, 1974’te arpa, yulaf, bugday ve havug
tohumlarini tedavi etmek ve blylumelerini arttirmak icin Waksman ve Henrici izolati
olan Streptomyces griseus kullanmislardir. izolat baslangicta patojen Rhizoctonia
solani'nin biyolojik kontroli igin secilmistir. S. griseus izolati, ortalama tane verimini,
kuru otu agirlig, filiz sayisini ve kontrollere gére hem bugday hem de yulaf icin kafa
cikmasini artirmasina ragmen, farkliliklar istatistiksel olarak yeterli olmamistir.
Ancak izolat havuclara tohum muamelesinde ¢ok daha basarili oldugu bildirilmigtir.
iki ayri saha denemesinde olcilebilen verim kontrollere gore % 17 ve % 15 artmistir
(Merriman vd, 1974). El-Abyad vd, (1994) ve Merriman vd, (1974), bitki
blyumesinde Streptomyces ile topragi asilamanin énemli bir fonksiyonu oldugunu
bildirmiglerdir. Ancak Streptomyces aracili blyime gelisiminin olasi mekanizmalarin

daha fazla arastiriimasi gerekmektedir (EI-Abyad vd, 1993).

Bu ozellikleri disinda Frankia cinsinden azot fikse edebilen aktinobakteriler,
toprak saprofitleri olarak ve 200'Un Uzerinde bitki tiriinde endofitik simbiont olarak
yasamaktadir (Roy vd, 2007). Frankia cinsi, Alnus, Casuarina ve Elaeaginus gibi

bitki cinsleri basta olmak Uzere simbiyotik iliski icindedir ve azot fikse etme partneri
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olarak 6zel bir 6neme sahiptir. Boylece bu bitkilerin azotca fakir topraklarda iyi

gelismesine yardimci olmaktadir (Pawlowski ve Demchenko, 2012).

Endofitik Actinobacteria Gyeleri ¢ok cgesitli bitkilerden izole edilmistir. En sik
gbzlenen tiurler Microbispora, Nocardia, Micromonospora ve Streptomyces
cinslerine aittir (Sardi vd, 1992; Taechowisan vd, 2003). Patojenik Streptomyces
Uyelerinden farkli olarak endofitik tlrler bitkide gbzlemlenebilir bozukluk
semptomlarina sebebiyet vermeden uzun sure boyunca bitkide kalmaya devam eder
(Bulgarelli vd, 2013). Endofitik Streptomyces, kok buylimesini ve gelisimini
destekleyen oksinler (reterek bitki konakgilarinin gelisimini artirabilmektedir
(Coombs vd, 2004; Overvoorde vd, 2010). Ustelik, endofitik S. lydicus ile Pisum
sativumun endofitik kolonizasyonu, Rhizobium spp. tarafindan kok nodulasyon
sikhgini arttirmakta, bu da demir ve molibden asimilasyonunu ve gugclu bitki

buyumesini tegvik etmektedir (Tokala vd, 2002).

Bunlara ilave olarak Streptomyces tirlerinin diger mikroporganizmalar
Uzerinde dogrudan toksik etki gostermelerinin yani sira azot oksit Ureterek bitki
savunmasini etkinlestirdigi ve bitkinin patojenlere kargi korunmasini sagladigi one
surdlmagtir (Couillerot vd, 2014). Mahmoudi vd, yaptidi ¢alismada (2011),
Streptomyces suslarinin Pectobacterium carotovorum'da patojenite igin gerekli olan
genlerin ekspresyonunu koordine eden sinyalleme bilesiklerini bozabildigini ve
bunun da hastallk baskilanmasi i¢in bir bagska mekanizma oldugunu
dusundurduguna bildirmistir. Ek olarak, kitinaz veya bitki bayimesini tesvik eden
bilegiklerin  Uretiminin bazi Streptomyces izolatlari tarafindan hastaliklarin
baskilanmasina katki saglayacagi bildiriimistir (Berg vd, 2001; Mahmoudi vd, 2011;
Verma vd, 2011).

Zirai uygulamalarda ekin dayanikhhidr ve drin verimini artirmak amaciyla
genetigi degistiriimis tohum kullanimi ve kimyasal glbrelerin uzun vadeli kullanimi
yayginlasmistir.  Son yillarda yapilan calismalarda genetigi degistiriimis
organizmalarin kullaniminin insan saghgi Uzerinde olmsuz etkileri ve kimyasal
gubrelerin topraktaki kaliciliklarina bagh biyoakiimulasyonlar nedeniyle ¢evre igin bir
tehdit olusturduklari ortaya koyulmustur (Gunnell vd, 2007; Leach ve Mumford,
2008).

Bu nedenle, ekin Uretiminin iyilegtirimesine yonelik daha temiz ve daha
cevreci bir yaklasim esastir ve bu durum dogal olarak mevcut bitki buyime
dluzenleyicilerinin veya bu duzenleyicilerin Ureticilerinin kullanilmasini gerektirecektir.

Bu baglamda yapilan calismalarda kok biylimesinde ve kdkler ile baglantili olarak
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rizosferde bulunan heterojen bakteri grubu icin Kloepper ve Schroth (1978)
tarafindan tanimlanan bir terim olan bitki baylimesini tesvik eden rizobakterilerin
(PGPR) kullanimlarina olan ilgi artmistir. Yapilan calismalarda PGPR'lerin bitki
blylumesi icin gerekli besinleri sagladiklari, bitki buytimesini tesfik eden hormon ve
besin elementlerini Uretimlerini uyardiklari ve ayni zamanda fitopatojenlere kargi

sistemik dirence neden olduklari bildirilmigtir (Glick 1995, Subramaniam vd, 2016).

Aktinobakterilerin bitki gelisimini tegvik eden Ozellikleri her zaman var
olmasina ragmen bu 0&zelliklerinden nadiren bahsedilmistir (Sadeghi vd, 2012).
Bircok aktinobakteri, cevresel strese kargi direng gdsterebilen ve yayilabilen sporlar
Uretmektedir (Chater 1993). Bu nedenle, aktinobakteriler gelecekteki tarim
uygulamalari icin en umut verici biyo-kontrol PGPR ajanlari arasinda

distnulmektedir (Franco-Correa vd, 2010).

Mikroorganizmalarin bitki gelisimini tesvik (PGP) aktiviteleri dogrudan ve
dolayli olmak Uzere iki farkl agidan goérulebilir. Dogrudan bitki blylime tegviki,
bitkinin blyUimesi i¢in gerekli olan temel faktorlerin Gretimini veya takviyesini
gerektirir. Bu faktorler arasinda, biyolojik azot fiksasyonu (BNF) ve fosfatlarin
¢6zundirudlmesi 6nemlidir. ClnkU bu suregler en kolay bulunan fakat kullaniimayan
azot ve fosfor kaynaklarini, yani dinitrojen gazi ve mineral fosfati daha kolay

erigilebilir bicimlere dénusturtr (Meunchang vd, 2006).

Bir baska énemli dogrudan PGP faktérli de, gesitli biyokimyasal yollar igin
gerekli olan demir, ¢inko, vb. eser elementlerin mevcudiyetidir. Topraktaki demir,
siderofor Ureten bircok mikroorganizma tarafindan tutulmakta ve bdylece bitkilerin
kullanabilecedi hale ddnustirilebilmektedir (Nassar vd, 2003). Sideroforlar, demir
kompleksine olan guclu yakinlhklarindan dolayi, blyuk olasilikla demir cevherinin
mineral cevherlerden biyolojik olarak ayriimasinda rol oynarlar (Rogers ve Bennett
2004).

Cok cesitli uygulama alanlarina sahip olan sideroforlarin, biyoteknoloiji
dinyasinda da onemli oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Elena ve Villegas,
2007). Bundan dolay! sideroforlar; 0Ozelikle saglk, tarim ve kozmetik gibi
biyoteknolojik alanlarda kullaniimaktadir (Winkelmann, 2002). Protein yapili bu
molekdller; 6zellikle kanser ve malaria gibi hastaliklarin tedavisinde demir tagiyicisi
olarak kullanilmasinin yaninda antibiyotik olarak da kullaniimaktadirlar (Miethke ve
Marahiel, 2007, Erdem, 2013). Fitohormonlar gibi bitki buyime dizenleyicileri de,
bitkilerin buyumesini dogrudan etkileyen birka¢c mikroorganizma tarafindan
Uretilmistir (Hayat vd, 2010).
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Dolayli PGP mekanizmalari arasinda PGPR'ler, gesitli bitki patojenlerine karsi
antimikrobiyal bilesikler ve hiicre digi enzimler Ureterek biyo-kontrol maddeleri
olarak goérev yapmaktadir (Glick, 2012). Actinobacteria icerisinde 06zellikle
Streptomyces cinsi, biyoaktif metabolitlerin ana Ureticisi olmustur (Alexander, 1977)
ve bir dizi fitotopatojene kargi buytk bir biyolojik kontrol etkisi gdsterilmigtir (Wang
vd, 2013). Bununla birlikte tarimsal agidan &6nemli antibiyotiklerin Uretiminin
yaklasik% 60'in1 olusturmaktadirlar (llic vd, 2007; Subramaniam vd, 2016).

Solanum lycopersicum bitkisine etki eden bir bitki patojeni olan Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersici organizmasi Uzerinde yapilan bir ¢alismada;
Streptomyces sp. SNL2 susunun patojen Uzerindeki biyokontrol ve domates bitkisi
Uzerinde gelisimi tesvik etkisi arastiriimistir. Calismanin sonucunda SNL2 susunun
patojenin etkisini %88.5ten %13.2'ye duslrirdigl, Thiram® ile kimyasal tohum

tedavisinin hastalik insidansini %14.6’ya dusurdugu gorulmastur (Goudjal vd, 2016).

Boukaya vd (2018) tarafindan yapilan calismada; bugday bitkisinde kok
curigu hastaligina sebebiyet veren ve Okaryotik bir bitki patojeni olan Fusarium
culmorum organizmasi Uzerinde farkli Actinobacteria Uyelerinin biyokontrol
potansiyelleri ve bitki gelisiminin desteklenmesi konulari arastiriimistir. Bu
calismada Streptosporangium becharense SG1 susunun (Chaabane vd, 2016) tim
denemelerde dikkate deger pozitif sonuclar verdigi ve patojene karsi herhangi bir
uygulama yapillmayan bugday tohumu ile karsilastiriidiginda, tim tohum bakteri
uygulamalarinda koék c¢urdklaga indeksi 6nemli Olgide azalttigi belirlenmistir.
Bununla birlikte SG1 susu, yiksek koruyucu etki goéstererek, hastalik siddeti
indeksini % 77.8'den % 16'ya dusururken Dividend® ile kimyasal muamelesi yapilan
tohumlarda hastalik siddeti indeksi sadece% 24.2'yve dusUriimustir. Buna ilaveten
SG1 susunun; surgun uzunlugu, kok uzunlugu ve bitkilerin kuru agirhd1 agisindan

onemli artislar sagladigi da tespit edilmistir (Boukaya vd, 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Toprak Orneklerinin Toplanmasi, pH ve Organik Madde Miktarinin

Olculmesi

Arastirma sahasi Samsun Ondokuzmayis ilgesi Engiz Cayi havzasi asagi ¢igirinda
yer almaktadir. Calisma materyalleri, Dagkdéy mevkii alani icerisinde deniz
seviyesinden 20 m ile 300 m arasinda yikselti degiskenligi icerisindeki farkli
topografik pozisyonlarda (tepe Ustl duzlik, yamag, taban vb. araziler) yer alan
bazaltik ana materyal Gzerinde olugsmus topraklarin, topografik pozisyon ve kullanim
amaglarina goére 6 farkli noktada acilan toprak profillerinden, horizonlagsmaya gore
farkli horizonlardan alinip, steril torbalara konuldu ve kullanima kadar +4 °C’de

OMU, Fen Edebiyat Fakiiltesi arastirma laboratuvarinda bekletilmistir.

Aragtirma alani toprak reaksiyonu (pH): saturasyon camurunda pH metre
kullanilarak (Soil Survey Labrotory, 1992, 2004), Organik madde: Walkley-Black
yénteminin Jackson tarafindan modifiye edilmis sekli ile yapiimigtir (Jackson, 1958).
Kil mineralleri belilenmesi igin giderme, kil ayirma, kilin doyurulmasi ve kilin
serilmesi islemleri uygulanarak kurutulan preparatlarin 2-13 20 araliginda X-Ray
difraksiyonlari elde edilmistir (Jackson, 1979). Lokalitelerin 6zellikleri, lokalitelerin
koordinatlari, toprak &rneklerinin laboratuvar numaralari ve &rneklerin alindigi

derinlikler Cizelge 3.1'de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Toprak drneklerine ait veriler

Profil Derinlik Laboratuvar Lokalite 6zellikleri Koordinat
no: (cm) no
0-23 1 Tab:?m Arazi 4597065 N
1 65-106 3 h:25m 253437 E
106+ 4 Kuru Tarim
0-15 7 Ete.k arazi 4596028 N
3 15-66 8 h:50m 252000 E
66+ 9 Kuru tarim
: 0-11 12 Uﬁ?’g‘g‘ﬂf‘@ 4593435 N
11+ 13 . 2532140 E
Orman
0-12 14 Tepe usti duzlik
6 41-84 16 h:251m 4255?2338§f£‘
84+ 17 Mera
, 0-16 18 Uff_ 1\(8%%&9 4595005 N
. 251693 E
16+ 19 Mera
0-18 24 Algak p!ato duzlGgu 4595604 N
9 18-57 25 h:160m 252921 E
57+ 26 Orman
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3.2. Toprak Orneklerinden Aktinomisetlerin Segici izolasyonu

Toprak o6rneklerinden aktinomisetlerin segici olarak izolasyonu gergeklestirmek
amaciyla 8 farkh besiyeri kullaniimis ve besiyerlerine ait 6zellikler Cizelge 3.2'de
gOsterilmistir.

Cizelge 3.2. Aktinomisetlerin secici olarak izolasyonunda kullanilan besiyerleri

Besiyeri (kisaltma) Antibiyotik Referans
1 Czapek-Dox Agar (2) Nystatin (50 pg/ml) + Rifampicin (5 pg/ml) Weyland (1969)
Glycerol-asparagine . . - Pridham vd,
2 Agar(ISP5) () Nystatin (50 pg/ml) + Rifampicin (5 pg/ml) (1956/1957)
3 Rafinoz-Histidin Agar (R) Nystatin (50 pg/ml) + Rifampicin (5 pg/ml) Vicker vd, (1984)
. i . Nystatin (50 pg/ml) + Rifampicin (5 pg/ml) + Kuster ve
4 Nigasta-Kazein Agar (N) Nalidixic acid (10 pg/ml) Williams, (1964)
Hayakawa ve
5 Humik Asit-Vitamin Agar (H) Nystatin (50 ug/ml) + Rifampicin (5 pg/ml) Nonomura,
(1987)

Cycloheximide (50 pg/ml) + Neomycin

6 SM1Agar (A) sulphate (4 pg/ml) + Nystatin (50 pg/ml)

Tan vd, (2006)

Cycloheximide (50 pug/ml) + Neomycin

7 SM2 Agar (B) sulphate (4 pyg/ml) + Nystatin (50 ug/ml)

Tan vd, (2006)

Cycloheximide (50 pg/ml) + Nalidixic acid (10
8 SMS3 Agar (C) pg/ml) + Novobiocin (10 pg/ml) + Nystatin (50 Tan vd, (2006)
pg/ml)

Dilusyon plaka yontemine tabi tutulan 20-25 g kitleye sahip her bir toprak
ornegi, etiketli petriler icinde oda isisinda 2 hafta bekletildi ve kuruyan toprak

numuneleri, birbirine karistirimadan havanda dévilerek toz haline getirildi.

izolasyona hazir hale gelen her bir toprak érneginden 1 g tartilarak daha
once steril olarak hazirlanan ve iginde 9 ml Ringer ¢ozeltisi ve cam boncuk bulunan
15 mllik siselere konuldu. 10%lik dillisyonlarin her biri yarim saat siresince

calkalandi. izolasyon dilusyonlari 50 °C’ye ayarli Benmari'de 20 dakika bekletildi.

102 dilisyonunu hazirlamak igin, icerisinde steril 4,5 ml Ringer c¢ozeltisi
bulunan tiiplere vorteks karistirici ile karistirilan 10 dilisyonundan, otomatik pipet
ile alinan 0,5 ml toprak ¢ozeltisi ilave edildi. Ayni islem 102tk ve 10*1uk dilisyon
icin de tekrarlandi (Sembiring, 2000; Sivakumar, 2008).

107, 102,10° ve 10*lik dilisyonlardan otomatik pipet yardimiyla alinan
toprak-ringer  ¢ozeltisinin (0,2 ml), cycloheximide, rifampicin, nystatin,
novobiyocin,neomycin ve nalidixic asit gibi antibiyotiklerin ilave edildigi Czapek-Dox
Agar (Weyland,1969), Bennett's Agar (Jones, 1949), Glycerol-asparagine Agar
(Pridham vd,1956/1957), Rafinoz-Histidin Agar (Vicker vd,1984), Nisasta-Kazein
Agar (Kuster ve Williams, 1964), Humik Asit-Vitamin Agar (Hayakawa ve
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Nonomura,1987), SM1 Agar (Tan vd, 2006), SM2 Agar (Tan vd, 2006) ve SM3
Agar (Tan vd, 2006) gibi farkli besi yerlerinin ylzeyine ekimi gerceklestirildi.

Steril ekivyon c¢ubuklar yardimi ile toprak c¢ozeltileri farkli besi yeri
yuzeylerine yayildi. Her bir dilusyon i¢cin 2 plak hazirlandi. Ekim yapilan plaklar,
oksijen girigsine izin verecek sekilde 28°C'deki etivde 10-14 gun sureyle
inkibasyona birakildi. Calisma boyunca tek kullanimlik steril plastik petriler (90 mm
ve 60 mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK) kullanildi.

3.3. izolatlarin Segilmesi, Saflastirnimasi Ve Saklanmasi

Segcici izolasyon kultir ortamlarinda 28 °C ve 14-21 gun inkibasyon sonunda
gelisen aktinobakteri ve benzeri koloniler steril kirdanlar kullanilarak cycloheximide
(50 g/ml-1) ilaveli glukoz yeast extract agar (GYEA; Gordon ve Mihm, 1962),
tryptone yeast glucose extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930) ve NZ-Amin
agar yuzeyine transfer edildi. 28 °C’de 14 glnlik inkibasyon sonrasinda transferi

yapilmis plaklardan saf izolatlar elde edildi.

Saflastirildiktan sonra, substrat ve hava miselyum renkleri ile ¢ozindr
pigment renginin tanimlanmasinda RAL (Reichsausschul® fur Lieferbedingungen —
Deutsches Institut fur Gutesicherung und Kennzeichnung e.V. — Alman Kalite

Gulvence ve Sertifikasyon Enstitlist) renk kodlari kullanilarak renk gruplarina ayrildi.

Toprak  izolasyonu sonucunda  gelisen izolatlardan  arastirma
laboratuvarimizda mevcut tip ve referans kultirlerle makroskobik ve mikroskobik
goruntilerine gore karsilastirilirak secilen toplam 570 tanesi cycloheximide (50 ug
mlt) ve rifampisin (0,5ug ml?t) ilaveli glukoz- yeast extrat agar (GYEA, Gordon ve
Mihm, 1962), tryptone yeast glukoz extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930)
veya NZ-amin agar Uzerine yogunlastirilarak ekildi ve 27°C’de ve 14 gin boyunca

inkiibasyona tabi tutuldu.

Saflastinimis 570 izolat 32 farkli renk grubuna ayrilarak (RAL) bu renk
gruplarini temsil eden 159 tanesi molekuler ¢alismalar igin secilerek izolatlarin her
biri % 20’lik gliserol igeren otoklavlanabilir 1,5 ml'lik vidali kapakl tlpler igerisine
steril bir 6ze veya kirdan yardimi ile transfer edildi ve duplike olarak -18 °C de
stoklandi (Wellington ve Williams, 1978).

Bu 159 mikroorganizmanin tamami oncelikle kati besiyeri olan tryptone yeast
glucose extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930) ortaminda aktiflestiriime

amaciyla ekildi ve tryptone yeast glucose extract broth ortaminda gelistirildi. Sivi
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besi yeri ortaminda gelisen izolatlar 1.5 mllik ependorf tiplerine alinarak
sanrifijlendi ve TE (Tris- EDTA) tamponu ile yikandi. Elde edilen pelletler DNA

izolasyon iselemine kadar -18 °C'de stoklanarak bekletildi.

3.4. Test Suslarinin Genomik DNA izolasyonu

Test organizmalarinin genomik DNA’lari PureLink® Genomik DNA izolasyon Kiti

(Invitrogen, USA) kullanilarak elde edilmistir.
islem Basamaklar
Lizatin Hazirlanmasi;

1. Hacre pelletini lizozim iceren 180 pl lizozim sindirim tamponunda sispanse edildi

ve kisa vortekslemeyle iyice karistirilarak ve 37 °C 'de 12 saat bekletildi.

2. Iki ayri su banyosu (veya isitici bloku) 37 °C ve 55 °C sicakliga ayarlandi.
3. 2 yl Tiriton-X ilave edilip pipetaj yapildi ve 30 dk 37 °C'de bekletildi.

4. 20 ul RNaz eklendi ve kisa vortekslemeyle iyice karistirildi.

5. 20 ul Proteinaz K eklendikten sonra kisa vortekslemeyle iyice karistirildi.

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

eklendi ve kisa vortekslemeyle iyice karigtirildi.
7. 55 °C'de 30 dakika bekletildi.

8. Lizata 200 pl % 96-100'1uk etanol eklendikten sonra homojen bir ¢ozelti elde

etmek amaciyla 5 sn vorteksleyerek iyice karigtirildi.
Uygulama;

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

(yaklagik 640 pl) PureLink spin kolona aktarildi.

2. Kolon oda sicakhiginda 10,000 x g'de 1 dk santriflijlendi.

3. Toplama tpl atildi ve spin kolon temiz bir PureLink toplama tipulne yerlestirildi.
4. Kolona, daha dnceden etanolle hazirlanan yikama tamponu 1'den 500 ul eklendi.
5. Kolon oda sicakhginda 10,000 x g'de 1 dk santrifiijlendi.

6. Toplama tlp0 atildi ve spin kolon temiz bir toplama tlpune yerlestirildi.

7. Kolona, daha énceden etanolle hazirlanan yikama tamponu 2'den 500 pl eklendi.
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8. Kolon, oda sicakliginda maksimum hizda 3 dk santriflijlendi ve toplama tlpu
atildu.

9. Spin kolon temiz bir 1.5 ml' lik mikrosantrifiij tiptne yerlestirildi.

10. Kolona 25-200 ul PureLink genomik ayirma tamponu (Genomic Elution Buffer)

eklendi.

11. Kolon oda sicakliginda maksimum hizda 1.5 dk santrifijlendi ve boéylece saf

olarak test organizmalarinin genomik DNA’sI elde edildi.

12. Saflastirlan genomik DNA -20 °C'de saklandi.

3.5. 16S rRNA geninin PZR amplifikasyonu ve analizi

Genomik DNA izolasyonu tamamlanan 6rneklerin 16S rRNA gen bdlgesinin PZR
amplifikasyonu 27F ve 1525R evrensel primerleri kullanilarak gergeklestirildi. PZR
icin GoTaq Hot Start Master Mix (Promega, USA) kullanildi. Hazirlik agsamasinda 50
pl cozelti icin 25 pl Hot Start Master Mix, 1 upl 27F primeri (10 pM), 1 pyl 1525R
primeri (10 uM), 2 pl kahp DNA (~100 ng) ve 21 pl nukleaz igermeyen su kullanildi
(Cizelge 3.3 ve 3.4).

Cizelge 3.3. 16S rRNA gen bdlgesinin PZR kosullarinda g¢ogaltiimasinda kullanilan
reaktiflerin yogunluk ve miktarlari.

Reaktif Stok Yogunlugu Miktar (ul)
Hot Start Master Mix (Promega) 2X 25
27f primeri (AlfaDNA) 10 pmol 1
1525r primeri (Alfa DNA) 10 pmol 1
Kalip DNA 50-100 ng 2
Niikleaz igermeyen Su 21

PZR reaksiyon kosullari 94°C'de 2 dk (6n denaturasyon), 94°C’de 1 dk,
55°C’de 2 dk, 72°C’de 3 dk (35 déngu) ve 72°C’de 8 dk olarak gerceklestirildi. %1’lik
kontrol agarozunda (Agaroz Serva) 3 pl PZR Grintd DNA markdr ile yurutilerek
hedef boélgenin varligi tespit edildi. PZR amplifikasyon UrGnlerinin dizileme islemi
hizmet alimi kapsaminda Macrogen Inc. (Gliney Kore) firmasina yaptirildi (Cizelge
3.4).
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Cizelge 3.4. 16S rDNA'nin PZR amplifikasyonunda ve dizilemede kullanilan

primerler

Primer Sekans dizisi (5'-3’) Kullanim amaci Referans

kodu PZR Dizileme

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG X Lane, 1991

518F CCAGCAGCCGCGGTAAT X Chun ve Goodfellow,
1995

800R TACCAGGGTATCTAATCC X Chun ve Goodfellow,
1995

MG5F  AAACTCAAAGGAATTGACGG X Chun ve Goodfellow,
1995

1525R  AAGGAGGTGWTCCARCC X Lane, 1991

Lane (1991)'e gbre; M: A,C; R: A,G; W: AT

Elde edilen 16S rDNA dizi verileri ChromasPro Version 1.7.6 (Technelysium
Pty Ltd) programi  kullanilarak  hizalandi ve  EzTaxon  (URL-13:
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon; Kim vd, 2012) sunucusunda bulunan global
hizalama algoritmalari kullanilarak, izolatlarin en yakin akraba organizmalarla olan
16S rDNA dizi benzerligi belirlendi. Filogenetik analizler icin MEGA 7 programinda
(Kumar vd, 2016), bir hizalama yontemi olan CLUSTAL_W secenegdi (Thompson vd,
1994) kullanildi. Filogenetik agaclarin gizilmesinde Neighbour-Joining (Saitou ve
Nei, 1987) algoritmasi kullanildi. Neighbour-Joining analizinde filogenetik uzaklik
matrisi Jukes & Cantor (1969) modeline gore gergeklestirildi. Olusturulan agaclarin
topolojileri veri setlerinin 1000 kez tekrar edildigi bootstrap analizi (Felsenstein,
1985) ile degerlendirildi.

3.6. DNA-DNA Homolojisi (DDH)

16S rRNA dizi analizlerine goére en yakin filogenetik komsusu ile nukleotit farkliligi
en fazla ve dizi farklihg1 %3’den daha duslk olan suslardan baglamak tzere yeni tur
olma potansiyeli yiksek izolatlarin DNA-DNA hibridizasyon deneyleri, Karadeniz
Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimirnde hizmet
alimi yoluyla gergeklestirildi. G + C igeriginin belirlenmesi icin suslarin genomik
DNA'sI ekstrakte edilmis ve referans susu olarak Escherichia coli JM109 kullanilarak
Mandel ve Marmur (1968) tarafindan tarif edilen termal denattirasyon (Tm) yontemi
ile saglanmistir.

DNA-DNA hibridizasyonu, modifikasyon sartlari Huss vd, (1983) tarafindan
tanimlanan ve De Ley vd (1970) tarafindan tarif edildigi gibi DNA yeniden birlestirme
kinetikleri ile spektrofotometrik olarak gerceklestiriimistir. Suslarin genomik DNA'lari,
Marmur (1961) ydntemine gére hazirlanmis; her bir DNA preparatinin safligi ve
kalitesi, 260/280 nm (1.8 ila 1.9) ve 260/230 nm'de (2.0 ila 2.3) absorbans
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oranlarinin ve erime egrilerinin belirlenmesiyle kontrol edilmistir. Hiperkromisite
degerleri %30 ila %40 arasindadir (Mandel ve Marmur, 1968). Saflastiriimig
genomik DNA'lar, 400 ila 800 bp arasinda DNA fragmanlari Uretmek i¢in Sartorius
Labsonic M kullanilarak sonike edildi. Her numuneden pargalanmis genomik DNA
(yaklasik 100 mg), 2 X SSC tamponuna eklenmis ve daha sonra sicaklik 100 ° C'ye
yukseltilerek denatire edilmis ve spektrofotometrede erime sicakligina kadar
sogutulmustur.

Numuneler 3 dakika boyunca optimum renattrasyon sicakliginda tutuldu ve
260 nm'de absorbans 30 sn araliklarla toplam yarim saat sireyle kaydedildi.
Dogrusal regresyon analizi kullanilarak ilk yeniden birlesme kinetigi belirlenmigtir. Bu
mikroorganizmalar icin DNA hibridizasyon degerleri (%), De Ley vd (1970)’e gore
hesaplanmistir. Hibridizasyonlar, her érnek icin bes kez tekrarlandi. Her bir 6rnek
icin en ylksek ve en dusuk degerler hari¢ tutuldu ve kalan ug¢ deger, ortalama DNA-

DNA hibritlesme oraninin hesaplanmasi i¢in degerlendirildi.

3.7. Tum Genom Analizleri ve Dijital DNA Homolojisi (dDDH)

16S rRNA gen bdlgesi nukleotit dizi benzerligi en duguk izolatlardan
baslamak Uzere tez kapsaminda iki izolatin ve bu izolatlarin yakin akrabasi 4 tip
susunun tim genom dizi analizleri Birmingham Universitesi MicrobesNG servisinden
hizmet alimi yoluyla temin edildi. Tum genom dizi analizi gerceklestirilen turlerin
listesi Cizelge 3.5'te verilmistir. Nonomuraea candida DSM 450867 tip susunun

NCBI'da kayith genom dizisi oldugundan tim genom dizilemesi tekrar yapilmamistir.

Cizelge 3.5. Tium genom dizi analizi gergeklestirilen izolat ve yakin akaraba tip
suslarinin listesi

No Organizma

Actinomadura sp. 14C53
Actinomadura geliboluensis A8036"
Nonomuraea sp. 160415
Nonomuraea zeae DSM 100528 7
Nonomuraea turkmeniaca DSM 439267

O wWNBE

Turlerin genom analizi genomu, 250-b¢ eslestiriimis sonlanma protokolu ile
lllumina HiSeq 2500 yeni nesil dizileme platformu kullanilarak, 30x'lik kapsama
degeri ile dizilendi. Dizilerde yer alan adaptorler Trimmomatic 0.30 kullanilarak
kesilmistir (Bolger vd, 2014). Dizilerin birlestiriimesi, SPAdes surim 3.7 (Bankevich
vd, 2012) kullanilarak gergeklestiriimis ve kontekstler Prokka 1.11 (Seeman, 2014)

kullanilarak agiklanmistir.
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Okunan sekans dizileri ve bu dizilerin fonksiyonlari hakkinda detayl bilgiler

RAST server ile analiz edilmistir (URL 14: http://rast.nmpdr.org/rast.cqi ; Brettin vd,

2015). Dijital DNA-DNA homoloji analizleri German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures’in (DSMZ) digital ortamda sundugu bir hizmet olan Genom to

Genom Distance Calculator (URL 15: http://ggdc.dsmz.de/ ) web sunucusunda

formll 2 kullanilarak gergeklestiriimistir. TUm genom sekans dizilemesi yapilan
suslarin sentezlemis olduklari biyosentetik gen kimeleri antiSMASH bacterial
version uygulamasinda (URL 16:

https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start; Weber vd, 2015) belirlenmistir.

Turlere ait genom dizileri, genbank numarasi elde etmek amaciyla NCBI (URL 15:

https://www.ncbi.nim.nih.gov/ )'ya yuklenmigtir.

3.8. Multilokus Sekans Analizi (MLSA)

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

gyrB, rpoB, recA, trpB ve atpD gen bdlgelerinin reaksiyon iglemleri 0.2 ml'lik PZR
tiplerinde Thermal Block (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block, Korea)da yapildi.
Streptomyces sp. 9C54 susundan izole edilmis ve varligi ile safligi kontrol edilmis
DNA orneklerinin gyrB, rpoB, recA, trpB ve atpD gen bdélgelerini kodlayan DNA

bolgesinin amplifikasyonu icin Cizelge 3.6'da verilen primerler kullaniimigtir.
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Cizelge 3.6. Multi gen dizi analizi ¢alismasinda amplifikasyon Urininin elde
edilmesinde kullanilan primerler (Guo vd, 2008).

Primer  Sekans dizisi (5'-3") Baglanma Urlin - bUyuklagu
Kodu sicakhgi (°C) (bp)
gyrBPF GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCACGC

GGGCGGCAAGTTCGGC 65 1305
gyrBPR GTTGATGTGCTGGCCGTCGACGTCGG

CGTCCGCCAT
rpoBPF  GAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGA

cGe 65 994
rpoBPR CCTCGTAGTTGTGACCCTCCCACGGCA

TGA
trpBPF  GCGCGAGGACCTGAACCACACCGGCT

CACACAAGATCAACA 66 822
trpBPR  TCGATGGCCGGGATGATGCCCTCGGT

GCGCGACAGCAGGC
recAPF CCGCRCTCGCACAGATTGAACGSCAA

e 60 913
recCAPR GCSAGGTCGGGGTTGTCCTTSAGGAA

GTTGCG
atpDPF GTCGGCGACTTCACCAAGGGCAAGGT

GTTCAACACC 63 998
atpDPR  GTGAACTGCTTGGCGACGTGGGTGTT

CTGGGACAGGAA
R:AG; S:C,G
Uygulama:

1. Master mix, primer solisyonlari gereksinim duyuluncaya kadar -20°C’de saklandi.
2. PZR amplifikasyonu igin kullanilan bir érnek igin 50 pl élgctideki bir reaksiyon
karisimi:

Master mix (Promega) 25 pl

Gen bdlgesi icin uygun forward primer (20uM) 1 pl

Gen bdlgesi icin uygun reverse primer (20uM) 1 ul

DDH,0 17 pl

DNA (50-300 ng) 1 ul

DMSO 5 pl

Toplam 50 pl

3. 0.5 ml'lik PZR tiplerine 1 pl ilave edildi.

4. Uzerine 17 pl DDH20 ilave edildi.

5. Her bir reaksiyon tipune 25 pl master mix ilave edildi.

6. Her bir gen boélgesi i¢in uygun forward ve reverse primerlerden 1 pl PZR tlpune

ilave edildi.
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7. 5 yl DMSO ilave edildi ve her gen bdlgesi icin uygun baglanma sicakliklarinda
PZR reaksiyonu (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block, Korea) gerceklestirildi. PZR
reaksiyon sartlari Cizelge 3.7'de belirtilmigtir.

Cizelge 3.7. gyrB, rpoB, recA, trpB ve atpD gen bdlgeleri PZR reaksiyon sartlari.

Denatlirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatirasyon Baglanma Uzama Uzama
95°C 95°C 60-66 °C 72°C 72°C 25°C
5dk 30 saniye 30 saniye 90 saniye 10 dk 1dk
1 déngl 30 dongu 1 déngl

3.8.2. gyrB, rpoB, recA, trpB ve atpD gen bolgeleri PZR amplifikasyonlarinin
kontrolii ve saflastiriimasi

Amplifikasyon Grinleri % 1,5’luk agaroz jelde PZR markor (Biolabs, 1kb) ile birlikte
100 voltta 40 dakika yuratulerek UV-transilluminatdér (DNR, MiniLumi Bio- Imaging
Systems, lIsrael) tzerinde kontrol edildi. UV-transilliminatorde istenilen buyuklikte
bantlarin olustugu goézlendi. Her bir gen bolgesinin belirli olan buyukligu ile
markorin Urin bayuklikleri karsilastirilarak PZR amplifikasyonu kontrol edildi. PZR
amplifikasyon urlnleri elde edildikten sonra test izolatlarinin gyrB, rpoB, recA, trpB
ve atpD gen boélgelerinin saflastirlmasi Macrogen Inc. (Giney Kore) Firmasinda

hizmet alimi seklinde gerceklestirilmistir.

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

Streptomyces sp. 9C54 izolatinin gyrB, rpoB, recA, trpB ve atpD gen bdlgelerinin

baz dizileri Macrogen Inc. (Giney Kore) Firmasindan hizmet alimi seklinde

gerceklestirilmigtir. gyrB, rpoB, recA, trpB ve atpD gen bdlgelerinin baz dizilimi, her

gen bdlgesine ait farkli 2 oligonUkleotit primer ile Macrogen firmasi tarafinda ABI

3730XL (otomatik baz dizileme) cihazi ile okunmusgtur (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. gyrB, rpoB, recA, trpB ve atpD gen bdlgeleri baz dizileme analizinde
kullanilan oligonUkleotit primerler ve niikleotit dizileri (Guo vd, 2008).

Primer kodu Sekans dizisi (5'-3")

gyrBF-1 GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCA
gyrBR-4 CGCTCCTTGTCCTCGGCCTC
rpoBF1 TTCATGGACCAGAACAACC
rproBR1 CGTAGTTGTGACCCTCCC

trpBF GGCTCACACAAGATCAACAA
trpBR TCGATGGCCGGGATGATGCC
recAF ACAGATTGAACGGCAATTCG
recAR ACCTTGTTCTTGACCACCTT
atpDF ACCAAGGGCAAGGTGTTCAA
atpDR GCCGGGTAGATGCCCTTCTC
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3.8.4. gyrB, rpoB, recA, trpB ve atpD gen boélgelerine dayal verilerin analizi ve
filogenetik dendogramlarin olusturulmasi

izolatin macrogen Inc.firmasindan hizmet alimi ile elde edilen gyrB, rpoB, recA, trpB

ve atpD gen boélgelerinin baz dizileri, tip tdrlerinin http://www.ncbi.nim.nih.gov

adresinden elde edilen atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB dizileri ile MEGA7.0 (Kumar

vd, 2016) programi kullanilarak hizalanmig ve elde edilen diziler filogenetik

analizlerde kullaniimigtir.

Streptomyces cinsine ait 9C54 izolatinin ve tip tlrlerinin toplu hizalamasi
yapildi ve filogenetik analizleri gergeklestirildi. Test organizmasi ve ilgili tip tirlerinin
dizi analizine bagli filogenetik dendrogramlari Neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987)
algoritmasi kullanilarak olusturuldu. Neighbour-joining algoritmasinda filogenetik
uzaklik matriksi olarak p-distance metodu kullanildi (Jukes ve Cantor, 1969).
Filogenetik analizler i¢in olusturulan filogenetik agaclarin bootstrap analizleri 1000
tekrarli olarak Mega 7.0'de (Kumar vd, 2016) ve nukleotit farklihgi cizelgeleri
PHYDIT 3.1 (Chun, 2001) paket programlarinda gergeklestirildi.

3.9. Fenotipik Karakterizasyon

Yeni tir olma potansiyeli yuksek olan bazi suglarin fenotipik karakterizasyonu
amaciyla farkli besi ortamlarindaki gelisim, temel karbon ve azot kaynaklarini
kullanabilme, belirli bilesikleri hidroliz edebilme, sodyum Kklorir varhdinda
gelisebilme ve farkh sicaklk ve pH degerlerine tolerans gibi fenotipik

karakterizasyon 6zelliklerinin testleri gercgeklestirilmistir.

3.10. Kultiirel ve Morfolojik Ozellikler

Test suslarindan yeni tir olma ihtimali ylksek olan organizmalarin tripton-maya
Ozutt, maya 0OzUtl-malt 6zath, yulaf ezmesi, inorganik tuzlar-nisasta, gliserol-
asparajin, pepton-maya 6ziti-demir ve tirozin agar (sirasiyla ISP 1-7 besi ortamlari;
Shirling ve Gottlieb, 1966) ile Czapek’s (Weyland, 1969), modifive Bennett's (Jones,
1949) ve triptik soy agar (TSA, Difco) besi ortamlarindaki gelisim 6zellikleri 28°C
sicaklikta 14 gln inkiibasyondan sonra incelendi. Organizmalarin bu ortamlardaki
blyume 6zellikleri, spor rengi, hava misel rengi ve ¢ozuniur pigment 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla incelemeler gergeklestirildi.

Test suglarinin spor zincir morfolojisi Pridham vd, (1958)’'ne gére taramal
elektron mikroskobu (JEOL JSM 6060, JEOL Ltd. Tokyo, Japan) kullanilarak Gazi
Universitesi aragtirma laboratuvarinda gergeklestirildi. inkilbasyon sonrasinda

organizmalarin yodun olarak sporlandigi kisimlardan 5 mm c¢apinda agar bloklar
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alinarak %Z2’lik gluteraldehit icerisinde +4°C’de 24 saat bekletilerek fikse edildi.
Fiksasyondan sonra her bir agar blok dehidrasyon iglemi icin 10 dk stire ile etanol
serilerinden (%10 — 100) gegirildi. Daha sonra dérnekler sivi CO; ile Critical Point
Dryer (Polaron, CPD 7501) cihazinda kurutuldu. Kurumus agar bloklar Gold Sputter
ile altin kaplanarak elektron mikroskobunda spor ytizey morfolojilerinin arastiriimasi
icin hazir hale getirildi. Taramali elektron mikroskobu ile spor ylzey morfolojileri

gorintilendi.

3.11. Numerik Analiz

Test suglarindan yeni tur olma ihtimali yliksek olan organizmalarin inokilasyonu
biyokimyasal testler icin 5 ml'lik cam tiplere; degradasyon, besinsel ve tolerans
testleri (Cizelge 3.8) igin 90 mm capindaki petrilere yapildi. inokilasyon igin
kullanilan test suslari N-Z-Amin besi ortaminda (DSMZ medium no: 554) 28°C
sicaklikta 21 glin suresince gelistirildi. Steril kirdanlarla agar Uzerinden alinan spor
ornekleri 5 ml Ringer ¢ozeltisi iceren kugik vidali taplere alindi. Her bir sus igin
hazirlanan spor c¢ozeltisinden 3 ul alinarak test ortamina multipointer inokilator
kullanilarak inoklle edildi. Gelisim o6zellikleri inkiibasyonun 7. ve 14. glnlerinde
kontrol edilerek kaydedildi.
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Cizelge 3.9. izolatlarin nimerik analizi igin uygulanan testler

A. Biyokimyasal testler Karbon kaynaklari (%1, wiv) D.Tolerans
testleri
1 Allantoin hidrolizi 27 D(-)Arabinoz Sicaklik
2 Arbutin hidrolizi 28 D(-)Fruktoz 53 4°C
3 Ureaz Uretimi 29 D(-)Sorbitol 54 10°C
4 Nitrat indirgenmesi 30 D(+)Riboz 55 28°C
31 D(+) Sellobiyoz 56 37°C
B. Degradasyon testleri 32 D(+)Galaktoz 57 45°C
(%, wiv)
5 Adenin (0.5) 33 D(+)Mannoz 58 50°C
6 Guanin(0.5) 34 D(+)Melezitoz pH
7 Hipoksantin (0.4) 35 D(+)Melibiyoz 59 4
8 Nisasta(1) 36 Dekstran 60 5
9 Tween 20(%1, viv) 37 Dextrin 61 6
10 Tween 40 (%1, v/v) 38 Glikoz 62 7
11 Tween 80 (%1, v/v) 39 inulin 63 8
12 Ksantin (0.4) 40 L(-)Sorboz 64 9
13 Ksilan (0.4) 41 L(+)Arabinoz 64 10
C. Besinsel testler Azot 42 L(+)Ramnoz 66 11
kaynaklari (%0.1, w/v) 43 Laktoz 67 12
14 Alfa-iso-16sin 44 L-glutamin
15 DL-Fenilalanin 45 Maltoz NaCl
16 Glisin 46 Mannitol 68 %0
17 L-Alanin a7 myo-inositol 69 %1
18 L-Arjinin 48 Starch 70 %2
19 L-Asparajin 49 Suksinik asit (%0.1) 71 %3
20 L-Sistein 50 Sukroz 72 %4
21 L-Histidin 51 Ksilitol 73 %5
22 L-Hidroksiprolin 52 Ksiloz 74 %6
23 L-Metiyonin 75 %7
24 L-Prolin 76 %8
25 L-Serin 77 %9
26 L-Treonin 78 %10
27 L-Tirozin
28 L-Lizin

3.11.1. Biyokimyasal testler

Arbutin hidrolizi

Arbutin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Hazirlanan bazal ortama %0.1 (w/v) oraninda Arbutin
ilave edildi ve daha sonra 5 ml'lik tiplere 2’ser ml olacak sekilde konulup otoklavla
sterilizasyonu saglandi. Pozitif kontrol olarak arbutin igeren tipler, negatif kontrol
olarak da arbutin icermeyen tupler hazirlandi. Steril 6ze yardimiyla inokllasyonu
yapilan tlpler, 28 °C’de 7 guin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi, pozitif ve

negatif kontrol ortamlari karsilastirilarak degerlendirme yapildi. Negatif kontrolden

farkl olarak koyu kahverengi-siyah renk olusumu pozitif (+) olarak kaydedildi
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Allantoin hidrolizi

Allantoin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak tespit edildi. Hazirlanan bazal ortama % 1 (w/v)
konsantrasyonunda allantoin ilave edildi ve 5 ml’lik tlplere 2’ser ml olacak sekilde
konulup otoklavla sterilizasyonu saglandi. Pozitif kontrol olarak allantoin igeren
tipler, negatif kontrol olarak da allantoin icermeyen tupler hazirlandi. Steril 6ze
yardimiyla inokilasyonu yapilan tipler, 28 °C’de 7 gun inkibasyona birakildi.
inkiibasyon sonrasi, pozitif ve negatif kontrol ortamlar karsilastirilarak
degerlendirme yapildi. Negatif kontrolden farkli olarak koyu pembe renk olusumu

pozitif (+) olarak kaydedildi.

Ure hidrolizi

Ure hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal besiyeri
kullanilarak belirlendi. % 1 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanan Ure ayri olarak 100
ml saf su icerisinde ¢oziildii ve filtrasyon teknigi ile steril edildi. Ure, otoklavda steril
edilmis bazal ortam icerigine aseptik sartlarda ilave edilerek karistirildi ve besiyeri
aseptik kosullarda 5 ml'lik steril tiplere her tipte 2’ser ml olacak sekilde transfer
edildi. Pozitif kontrol olarak ure iceren tipler, negatif kontrol olarak da Ure icermeyen
tipler hazirlandi. Steril 6ze ile inokllasyonu yapilan tlpler, 28 °C’de 7 gun inkube
edildi. inkiibasyon sonrasi, pozitif ve negatif kontrol ortamlari kargilastirilarak
degerlendirme yapildi. Negatif kontrolden farkh olarak sari/turuncudan parlak

pembe/kirmiziya renk degisimi pozitif (+) olarak kaydedildi.

Nirat indirgenmesi

Nitrat (0.1%, w/v) rediksiyonu, Goodfellow (1971) tarafindan tanimlanmig besiyeri
kullanilarak belirlendi. 5 ml'lik tiplere 2’ser ml besiyeri konuldu ve otoklav edilerek
sterilizasyonu saglandi. Steril 6ze ile inokilasyonu yapilan tipler, 28 °C’de 14 gun
inkilbasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi, tiplere esit miktarlarda nitrat
reduksiyonu ayiraglarindan (A ve B sollUsyonlari; Goodfellow, 1971: iceridi Ekler'de
verilmigtir) ilave edildi. Sulfanilik asit, diazonyum tuzunu olusturmak igin nitrit ile
reaksiyona girer, naftilamin varliginda pembe-kirmizi (koyu kirmizi: stabil red azo)
renk olusur. Renginde bu sekilde degisiklik gdsteren tupler nitrat indirgenmesi icin
pozitif olarak degerlendirildi. Renk degisiminin olmamasi iki sonugtan birini gdsterir:
Ya nitratin, nitrit asamasindan daha asagdi kademelere indirgendidini ya da nitratin

indirgenmedigini gosterir.

NO- (Nitrat) — NO? (Nitrit) — N, (Nitrojen)

72



Bu nedenle, renk degisimi olmayan tiplere az miktarda ¢inko tozu eklendi.
Cinko iyonlari (Zn++) ayni reaksiyonu nitrat rediktaz enzimi gibi katalizler. Eger
besiyerinde nitrat kalmissa, c¢inko tozu ilavesi onu nitrite ¢evireceginden,
karakteristik kirmizi renk olusumu gézlenecektir. Bu sekilde gdzlenen test tlpleri igin
sonu¢ negatif olarak kaydedildi. Bununla birlikte, ¢inko tozunun ilavesiyle izlenen
surecte herhangi bir renk degisikliginin olmamasi nitratin azot gazina indirgendigini

gosterdiginden bu reaksiyonlar da pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.11.2. Degradasyon testleri

Adenin (% 0,5 w/v), elastin (% 0,3 w/v), kazein (% 1,0 w/v), hipoksantin (% 0,4 w/v),
guanin (% 0,05 w/v), nisasta (% 1 w/v), L-tirozin (% 0,5 w/v), ksantin (% 0,4 wi/v),
ksilan (% 0,4 w/v) ve jelatin (% 0,4 w/v) degradasyonlari Williams vd, (1983)
tarafindan tanimlanmis metotlarla belirlendi. Bu degradasyon testleri icin, bazal
ortam olarak Bennett's Agar (Jones, 1949) kullanildi. RNA (% 0,5 w/v)
degradasyonu Goodfellow vd, (1979) tarafindan tanimlanan bazal ortam, kitin (%
0.4 w/v) degradasyonu Hsu ve Lockwood, (1975) tarafindan tanimlanan bazal ortam
ve Tween 80 (Polysorbate-80; % 1 w/v) degradasyonu, Nash ve Krenz (1991)
tarafindan tanimlanan pepton agar bazal ortami kullanilarak degerlendirildi. Nisasta
ve kitin hari¢ dijer maddeler tindalizasyon ile steril edildikien sonra steril bazal
ortama katildi ve petrilere dokuldld. Test suslarinin inokulasyonu, Multipoint
Inokulator (SCAN 400, Mast Group Ltd., Merseyside, UK)'de her petriye 12 test

organizmasi olacak sekilde yapildi.

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

degerlendiriimesi ise, inkibasyonun 30. ginunde yapildi.

Nisasta degradasyonu testinde bazal ortam olarak Bennett's Agar (Jones,
1949) kullanildi. Nigasta (Starch: 1%, w/v), 50 ml saf su igerisinde ¢6zuldukten
sonra bazal ortam igerigine katildi ve besiyeri otoklav ile steril edildi. inokilasyon
sonrasi, 28 °C’'de 7 gin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda Lugol’s iodin

eriyigi petri ylzeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde dokilerek nisasta
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degradasyonu degerlendiriimesi yapildi. Nisasta, a-1,4 baglh diz zincirli amiloz ve
hem a-1,4 hem de a-1,6 bagl dallanmis amilopektin olmak Uzere iki farkli yapisal
sekilde olan a-D-glikoopiranoz alt Gnitelerinden meydana gelmis bir polisakkarittir. a-
ve B-amilaz enzimlerinin her ikisi de bu polisakkariti degrade edebilmektedir. Nisasta
degradasyonu degerlendiriimesinde ortama dokllen iodin ortamda nisasta varsa
nigsastayla birlesip koyu mavi bir kompleks olugturur. Nisasta molekuilleri amilaz
enzimleri ile oligosakkarit ve diger basit sekerlere pargalandiginda ise meydana
gelen bu kagik molekdller iodinle kompleks olusturamaz. Bu nedenle, oligosakkarit
ve diger basit sekerlerin ortamda varliklari biyime alani etrafindaki agik zon olarak
belilenmekte ve degerlendirme sirasinda bu durum pozitif (+) olarak

kaydedilmektedir.

Tween 20, 40 ve 80 (Polysorbate-20,40 ve 80; 1%, w/v) degradasyonu, Nash
ve Krenz (1991) tarafindan tanimlanan pepton agar bazal ortami kullanilarak
degerlendirildi. Tween 20, 40 ve 80 tindalizasyon ile steril edildikten sonra steril
bazal ortama katildi ve petrilere dékiildii. inokilasyonlu plaklar, 28 °C’de inkiibe
edildi ve degerlendirme inkibasyonun 3., 7. ve 14. glninde yapildi. Tween
sorbitoliin polioksialkilen turevinin suda ¢ézunebilir, yiksek molekiler agirliga sahip
yag asidi esterlerinin homolog serilerindendir ve spesifik esterazlarin tespitinde
kullanilabilmektedir. Test suslar tarafindan Uretilen esterazlar Tween”deki ester
baglarini hidrolize ederek serbest yagd asitlerinin agiga ¢ikmasina neden olur. Yag
asitleri de ortamda bulunan kalsiyum iyonlari ile birleserek karakteristik beyaz
kristaller olarak c¢okelerek, ¢oziinmeyen kalsiyum tuzlarini  olustururlar.
Cozinemeyen kalsiyum tuzu kristalleri koloniler etrafinda opak bir halka

olusturdugunda pozitif (+) sonug olarak degerlendiriimektedir.

Jelatin (% 0,4 w/v) degradasyonu testinde, bazal ortam olarak Bennett's Agar
(Jones, 1949) kullanidi. % 0.4 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanan Gelatin,
tindalizasyon ile steril edildikten sonra steril bazal ortam icerigine katildi ve besiyeri
aseptik olarak petrilere dékuldi. inokiilasyon sonrasi, 28 °C’de 7 gin inkiibasyona
birakildi. Degerlendirme 6ncesi, besiyeri ortam ylzeyine ince bir tabaka olusacak
sekilde trikloroasetik asit soltiisyonu (TCA, % 3 v/v) dokuldu. TCA glglu bir asit
oldugundan, ortamda bulunan hayvansal protein olan jelatinin ¢okelmesi ile
sonuglanan dénudsimslz denatlrasyona neden olur. Koloniler etrafinda acgik zon

olusumu pozitif (+) olarak degerlendirildi.

RNA (% 0,5 w/v) degradasyonu testinde, Goodfellow vd, (1979) tarafindan

tanimlanan bazal ortam kullanildi. % 0.5 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanan RNA,
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tindalizasyon ile steril edildikten sonra steril bazal ortam icerigine katildi ve besiyeri
aseptik olarak petrilere dokildii. inokiilasyon sonrasi, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona
birakildi. Degerlendirme éncesi, besiyeri ortam ylizeyine 1 M HCI doékuldu. Bu test,
ribonlkleazlarin yari saflastirilmis nikleik asit 6zitl sollsyonlarinin vizkozitesini
azaltma yeteneklerine dayanir. 1 M HCl ilavesi nukleik asitlerin fibrdz bir kitle olarak
¢okelmelerine sebeb olur. Bu nedenle, test suslarinin blayudikleri alanin altinda ve

cevresinde acik zon pozitif (+) olarak degerlendirildi.

Kitin (0.4%, w/v) degradasyonu testinde, Hsu ve Lockwood, (1975); tarafindan
tanimlanan bazal ortam kullanildi (Ekler). inokiilasyonlu plaklar 28 °C’de
inkiibasyona birakildi ve degerlendirme inkibasyonun 7., 14., 21. ve 30. glnlerinde

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

3.11.3. Temel karbon kaynaklarini kullanabilme

Karbon kaynaklarinda gelisme testi i¢in, bazal ortam olarak ISP 9 besiyeri kullanildi
(ISP 9; Shirling ve Gottlieb, 1966). Her bir karbon kaynagi % 1 w/v oraninda 50 ml
saf suda c¢6zullp tindalizasyon teknidi ile steril edilerek steril bazal besiyeri aseptik
sartlarda ilave edildi. Negatif kontrol olarak sadece bazal ortam, pozitif kontrol olarak
da % 1 (w/v) konsantrasyonunda glikoz ilave edilmis bazal ortamlar kullanildi.
inokiilasyon, iki kontrol ortamina da yapildi. Biitiin plaklara test inokiilasyonu,
multipoint inokiilatér vasitasiyla yapildi. inokiilasyonlu plaklar, 28 °C’de inkiibasyona
birakildi ve degerlendiriime, inkliibasyonun 7., 14. ve 21. glinlerinde pozitif ve negatif
kontrol plaklarinin her ikisi ile karsilastirilarak yapildi. Test suslarinin gelismesi,
negatif kontrol plagindaki gelismelerden daha genis veya pozitif kontrol plagindaki
gelismelere daha yakin ise pozitif (+); negatif kontrol plagindaki gelismelere esit

veya gelisme daha az ise negaitif (-) olarak kaydedildi.

3.11.4. Temel azot kaynaklarini kullanabilme

Azot kaynaklarinda gelisme testi icin, bazal ortam olarak Williams vd, (1983)
tarafindan tanimlanan azot kaynagi kullanim ortami kullanildi. Her bir azot kaynagi
% 0,1 w/v oraninda 50 ml saf suda ¢dzullp tindalizasyon teknigi ile steril edilerek
steril bazal ortama aseptik sartlarda ilave edildi. Negatif kontrol olarak sadece bazal
ortam, pozitif kontrol olarak da % 0.1 (w/v) konsantrasyonunda L-asparajine ilave
edilmis bazal ortamlar kullanildi. inokiilasyon iki kontrol ortamina da yapildi. Bitiin
plaklara test inokilasyonu, multipoint inokilatér vasitasiyla yapildi. inokilasyonlu
plaklar, 28 °C’de inklbasyona birakildi ve test plaklarinin degerlendiriimesi

inklibasyonun 7., 14. ve 21. gunlerinde pozitif ve negatif kontrol plaklarinin her ikisi
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ile karsilastirilarak yapildi. Test suslarinin gelismesi, negatif kontrol plagindaki
gelismelerden daha genis veya pozitif kontrol plagindaki gelismelere daha yakin ise
pozitif (+); negatif kontrol plagindaki gelismelere esit veya gelisme daha az ise

negatif (-) olarak kaydedildi.

3.12. Fizyolojik Testler

3.12.1. pH toleransi

izolatlarin pH toleransi, pH 4-12 araliginda gergeklestirildi. Bazal ortam olarak
modifiye edilmis Bennett's agar (Jones, 1949) kullanildi. pH ayarlamasi, pH 4, 5 ve
6 icin, 1 M HCI, pH 8, 9 ve 10 igin % 20'lik Na.COs kullanarak cam elektrotlu pH
metre (Model 292, Unicam Ltd.) ile yapildi. inokiilasyon, multipoint inokiilatér
vasitasiyla gerceklestiriidi ve inokllasyonlu plaklar 28 °C'de 7 ve 14 gln
inkiibasyondan sonra okundu. Test plaginda gelisme goésteren suslar pozitif (+),

gelisme gosteremeyenler (-) olarak degerlendirildi.

3.12.2. Sicakhga tolerans

Test suslari, multipoint inokillatér ile inokile edildikten sonra 4°C, 10°C, 20 °C, 28
°C, 37°C ve 45°C sicaklik degerlerine gore ayarlanmis etiivlerde inklibe edildi. Bazal
ortam olarak modifiye edilmis Bennett's agar (Jones, 1949) kullanildi. 4 °C’deki
petriler 6 hafta siireyle her hafta kontrol edilerek, 10, 20 ve 37 °C’'deki petriler 7. ve
14. gunlerde kontrol edilerek, 45°C'deki petriler 3. ve 7. ginlerde kontrol edilerek

degerlendirildi ve test plaginda gelisme gdsteren suslar pozitif (+) olarak kaydedildi.

3.12.3. NaCl toleransi

NaCl toleransi i¢in, 10 farkh konsantrasyonda (% 1-10 w/v) besiyeri hazirlandi.
Bazal ortam olarak modifiye edilmis Bennett’'s agar (Jones, 1949) kullanildi.
inokiilasyon, multipoint inokilatdr vasitasiyla yapildi ve inokilasyonlu plaklar 28
°C'de 7 ve 14 gun inkubasyondan sonra okundu ve test plaginda gelisme gosteren

suglar pozitif (+), gelisme gdsteremeyenler (-) olarak kaydedildi.

3.13. Kemotaksonomi

Cesitli kemotaksonomik markdrlerin kargilastiriimasinin organizmalar arasindaki
filogenetik iligkiyi belirlemek igin guvenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi
gOsterilmistir (Komagata ve Suzuki, 1987; Busse vd, 1996). Aslinda, 6nceden

siniflandiriimig  taksalarin ~ birgogunun  gecerliligi  kemotaksonomik  veriler
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sorgulandiginda, birgok susun kimyasal pozisyonlarinda buyulk farklilik gosterdigi
ortaya c¢cikmistir. Bunun bir sonucu olarak, birgok sus yeni cinslere dahil edilmistir
(Embley ve Stackebrandt, 1994). Ad hoc komitesi 6nemli kemotaksonomik verilerin
yeni bir taksanin olusturulmasini desteklemek icin gerekli oldugunu ifade etmistir

(ayni aile tyeleri arasinda tutarlilik olmalidir) (Wayne vd, 1987).

Huicre, taksonomik markorler olarak kullaniimak Uzere yeterince stabil olan
cok sayida kimyasal maddenin bir koleksiyonu olarak gorilmektedir. Bu c¢ok
sayidaki kimyasal maddeler belirli bakteri gruplarinda ortaktir ve hicrede yuksek
Olglide duzenlenmis enzimatik sistemler tarafindan kodlanmaktadirlar (Komagata ve
Suzuki, 1987).

3.13.1. Hucresel yag asitleri

Hucrelerde lipitlerin en 6nemli bilesenlerinden biri olan yag asitleri esas olarak
sitoplazmik ve dis membranda yer almaktadir. Gram-pozitif bakterilerde fosfolipitler
ve lipoteikoik asitler, Gram-negatif bakterilerde lipopolisakkaritler ve fosfolipitlerin
bilesenleri gibi (Busse vd, 1996) lokalize olmustur (Komagata ve Suzuki, 1987). Yag
asitlerinin  gesitli tiplerinin  mevcudiyeti ve nisbi bollugu referans tirlerle
karsllastirilarak analiz edilmekte ve hem tanimlama hem de siniflandirma amaciyla
kullaniimaktadir (Huys vd, 1994; Busse vd, 1996). Bazi yag asiti profilleri ya da
spesifik bir yag asitinin tesbiti belirli filogenetik bir grup igin karakteristik olabilmekte
(Komagata ve Suzuki, 1987; Busse vd, 1996) ve hatta yakin akraba turler arasindaki
farkhihgr ortaya cikarabilmektedir (Huys vd, 1994). Siniflandirma ve tanimlama igin
veri tabanlariyla yag asiti profilleri kargilastirildiginda dikkate alinmasi gereken en
onemli faktor, yag asiti kompozisyonunun biylime sartlarina bagh oldugu ve bu
nedenle de yapilan karsilastirmalarin anlamli olmasi igin standart sartlar altinda

hiicrelerin Uretilmesinin gerekliligidir (Busse vd, 1996).

3.13.2. Respiratuar izoprenoit kinonlar

Hem sitoplazmik hem de mitokondriyal membranlarin bileseni olan respiratuar
izoprenoit kinonlar elektron tasima zincirinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve
bakteriyel karakterizasyon igin izoprenoit kinonlarin analizleri kinonlarin tiplerinin
tanimlanmasina dayalidir. Kinon tiplerinin tanimlanmasi doymus izoprenoit
birimlerinin sayisinin yanisira izoprenit yan zincirlerinin uzunlugu ile yapilmaktadir.
Kinonlarin farkh tiplerinin varhigi (ya da bunlarin kompozisyonlari) bakterilerin farkli
siniflarinin karakteristigidir ve kinonlarin yan zincirlerinin analizi (hem uzunluk hem

de doygunluk diizeyi) tanimlama ve farklilagsma icin ¢cok énemli bilgi saglamaktadir.
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Ornegin, menakinonlarin sadece Gram-pozitif bakterilerde mevcut oldugu
bilinmektedir (daha ayrintil farklilagsmaya izin veren yan zincirlerin doygunluk dizeyi
ile), Proteobacteria’nin a-, B- ve y- altsinifinin ubikinon icerdigi, &- ve ¢- alt sinifinin

ise menakinon ve ubikinon icerdigi bilinmektedir (Busse vd, 1996).

3.13.3. Polar lipitler

Polar lipitler genellikle iki yag asitine baglanarak, polar bir grupla bakteriyel
membranlarin ana bilesenini olusturmaktadirlar. Bakteriyel membranlarda polar
lipitlerin ¢cok farkh tipleri vardir ve fosfolipitler en yaygin bulunanidir. Fakat ayni
zamanda ornitin ya da serin igeren polar lipitler ve fosfor icermeyen glikolipitlerde
bulunmaktadir. Tek bir polar lipitin ya da belirli bir kombinasyonun varligi bazi
taksalarin karakteristigi olabilmektedir. Gram-pozitif bakterilerin farklilagmasi ve
tanimlanmasi igin kullanilan bes taninmis fosfolipit 6érnegi (PI-V) bulunmaktadir.
Farkl lipitlerin tanimlanmasi referans ile tanimlanan susun Rf degeri ve boyanarak
spot olugsumlarinin (ince tabaka kromotografisi (TLC) tarafindan ayrildiktan sonra)
karsilastiriimasi ile yapiimaktadir. Ancak, polar lipitlerin tanimlanmasinda genellikle

zorluklarla karsilasiimaktadir (Busse vd, 1996).

3.13.4. Tum hiicre sekerleri

Bakterilerin hiucre duvarlarinin peptidoglikan tabakalarindaki muramik asit ve
glikozamin varligina ek olarak cesitli sekerler bulunmaktadir (Komagata ve Suzuki,
1987). Huicre duvarlarinin seker bilesenlerinin  karsilastiriimasi  bakterilerin
tanimlanmasi ve siniflandiriimasi igin énemli bilgi saglamakta ve Gram-pozitif
bakterileri tanimlamakta yaygin olarak kullaniimaktadir (Busse vd, 1996). Bazi
bakteri gruplarinin tim hiicre seker profilleri farkli karakteristiktedir. Ornegin,
filamentli aktinomisetlerde tanimlanmis bes seker profili bulunmaktadir (tanisal
olmayan bir seker ile). Ancak bazi taksonlarin standart bir seker profili yoktur
(Komagata ve Suzuki, 1987; Busse vd, 1996). Sekerlerin varligi, referans
standartlarla TLC’de ayrildiktan sonra Rf dederlerinin karsilastiriimasi ve boyanma
farkliliklari ile belirlenebilmektedir. Bilinmeyen gekerlerin tanimlanmasinda
kargilastirma icin  uygun standartlarin  bulunmamasi nedeniyle zorluklar
bulunmaktadir (Busse vd, 1996).

3.14. Antimikrobiyal aktivite testi

16S rRNA gen dizi analizine gore yeni tur olma olasiligi bulunan test izolatlari, basta

Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler, maya ve filamentli fungus olmak tzere 6
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patojen organizmanin (Cizelge 3.10) gelismelerini inhibe etme kabiliyetlerine gore
incelendi (Williams vd, 1983). Test izolatlarinin kiltir ortamina inokilasyonu,
otomatik pipetle (P1000: Nichipet EX, Nichiryo Co.,Ltd, Tokyo 101-0038, Japan)
nokta ekim yontemiyle gerceklestirildi. Her bir izolat i¢in, agzi kapakl kiglk siselere
1,5 ml ringer ¢ozeltisi ilave edilip 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.
ISP 2 agar ortaminda 28 °C’de gelisen izolatlarin spor ve substrat miselleri, steril
O0ze yardimi ile etiketlenmisg, icerisinde ringer bulunan kugik cam siselere aseptik
kosullarda transfer edildi. Daha sonra vorteksle karigtirilarak homojenize edilen
bakteri solisyonlarindan otomatik pipet ile 7ul alinarak antibiyotik ilavesiz modifiye
edilmis Bennett's Agar (Jones, 1949) yuzeyine 5’li gruplar halinde nokta ekim
yoluyla inokiile edildi. inokilasyonlu plaklar, 28 °C'de 3 guin siireyle inkilbasyona
birakildi ve 3. ginin sonunda gelisen koloniler Gzerine, steril enjektor yardimiyla 3-5
ml kloroform dokuldu ve kloroformun buharlagmasi igin petri plaklarinin kapagi, 40
dakika boyunca yari acik bir sekilde tutuldu. Bu sekilde oldurtlen koloniler Gzerine,
her biri % 5 lik nutrient agar igerisinde 2 gin sureyle gelisen patojen test
organizmalari yayma plak yontemi ile inokile edildi. inokilasyonlu plaklarin, 37
°C’'de 48 saatlik inkiibasyonun sonrasinda koloniler etrafinda olusan inhibisyon

zonlari olguldd.

Cizelge 3.10. Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan patojen organizmalar

Patojen organizma susu

Aspergillus niger-izolat

Bacillus subtilis NRRL-B 209 T
Candida albicans ATCC 102317
Escherichia coli ATCC 259227
Entereccoccus faecalis ATCC 194337

o o~ W N B

Staphylacoccus aureus ATCC 259237
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular

4.1.1. izolasyonda kullanilan ana materyal ve toprak 6rneklerinin
fizikokimyasal 6zellikleri

Calisma alanindan 6 farkli lokaliteden alinan 16 farkli ana materyal ve lzerinde
olusmus toprak o&rneklerinin toprak reaksiyonu (pH); saturasyon c¢amurunda pH
metre kullanilarak (Soil Survey Labrotory, 1992, 2004), organik madde miktar
ise Walkley-Black yonteminin Jackson tarafindan modifiye edilmis sekli ile yapildi
(Jackson, 1958). Buna gore galisma matreyallerinde 6,27 ve 8,64 aralijinda pH
degderleri belirlenmistir. Organik madde miktari ise en ylksek deger olarak %4,5 ile
mera alanindan aldigimiz 14 numarali toprak érneginde, en disuk deder olarak %
0,1 ile orman bélgesinden aldigimiz 25 numaral toprak érneginde belirlenmigtir.
Orneklerin kil miktarinin ise en yiiksek deger olan %78,45 ve en disik deger olan
%14,64 degerleri arasinda dagilim gdsterdigi yaptigimiz dlgimlerde belirlenmistir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Toprak érneklerine ait veriler

Profil ~ Derinlik - Laboratuvar pH %CaCO; = Org. Kil Lokalite
no: (cm) no mad. miktar1 6zellikleri
% %

1 0-23 1 6,55 0,2 3,3 56,25 Taban Arazi
65-106 3 8,64 11,09 11 68,44 h:25m
106+ 4 8,31 12,66 1,1 78,45 Kuru Tarim

3 0-15 7 8,28 0,785 2,2 58,26 Etek arazi
15-66 8 8,52 2,258 0,7 61,92 h:50m
66+ 9 8,4 2,749 0,5 37,28  Kuru tarim
0-11 12 6,74 0,589 1,5 22,05 Ustyamag

) .
11+ 13 7,11 0,687 0,9 14,64 h:190m

' ' ' ' Orman

6 0-12 14 8,14 0,687 4,5 61,93 Tepe Ustu duzlik
41-84 16 6,92 0,981 14 37,93 h:251m
84+ 17 7,94 34,365 1,3 30,01 Mera

7 0-16 18 6,27 0,196 2,3 34,40 Ust Yamag

h:185m
16+ 19 7,03 0,196 0,4 17,11 Mera
0-18 24 6,27 1,080 1,9 54,37 Alcak plato

9 18-57 25 6,65 1,080 0,1 61,10 duzlagu

57+ 26 6,61 0,392 0,6 57,52 h:160m
Orman

Toprak Orneklerinin kalsiyum karbonat icerigi Scheibler kalsimetre ydntemi
(Jackson, 1958) kullanilarak tayin edilmistir. Buna gore meralik alandan temin

ettigimiz 17 numarali topragin kire¢ orani (%34) ile kuru tarim arazisinden alinan 3
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(%11) ve 4 (%12) numarall toprak orneklerinin kire¢ oranlari ¢alisma materyalleri
icerisinde en ylUksek kire¢ oranina sahip numuneler olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.1).

4.1.2. Toprak drneklerinden izole edilen aktinobakteri suslari

Altt  farkli profil noktasindan toprak tabakalasmasina goére alinan toprak
orneklerinden aktinomisetlerin secici olarak izolasyonu amaciyla 9 farkli besiyeri
kullanilimak suretiyle 570 izolat elde edildi (Sekil 4.1, 4.2). izolatlar ISP2 ve TYGA
(Tryptone Yeast Glucose Extract Agar) besi ortalarinda substrat ve hava miselyum
rengi, ¢c6zunur pigment ve melanin Gretimi 6zellikleri dikkate alinarak 32 farkli renk
grubuna ayrildi. Bu renk gruplarindan temsilci olarak her birinden en az bir sus
olacak sekilde 159 tane test izolati segildi ve 16S rRNA gen dizi analizi ile cins
dizeyinde tanimlandi. Buna goére 16S rRNA gen dizi analizi gergeklestirilen 159
izolatin 62 tanesi Streptomyces cinsi, 57 tanesi Micromonospora cinsi, 16 tanesi
Actinomadura cinsi, 12 tanesi Nonomurae cinsi, 4 tanesi Actinopolymorpha cinsi, 4
tanesi Nocardia cinsi, 1 tanesi Rhodococcus cinsi, 1 tanesi Saccharopolyspora cinsi,
1 tanesi Palantactinospora ve 1 tanesi de Verrucosispora cinsi olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.3, Cizelge 4.2).
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Sekil 4.1. Mikroorganizmalarin segici izolasyonu igin hazirlanan besiyerleri ve
dilusyon plaka yontemiyle elde edilen izolasyon petrileri

1 numarall toprak 6rneginden; 3 Actinomadura, 6 Micromonospora, 2
Nocardia, 1 Nonomuraea ve 10 Streptomyces susu; 3 numarall toprak érneginden;
1 Actinoplymorpha, 9 Micromonospora, 1 Nonomuraea, 7 Streptomyces ve 1
Verrugosispora susu; 4 numaral toprak o6rnedinden; 4 Micromonospora, 1
Nonomuraea ve 3 Streptomyces susu; 7 numarali toprak o6rneginden; 4
Actinomadura, 1 Actinoplymorpha,1 Micromonospora, 2 Nonomuraea, 10
Streptomyces susu; 8 numarali toprak d&rneginden; 4 Actinomadura, 5
Micromonospora ve 3 Streptomyces susu; 9 numarali toprak &rneginden; 4
Micromonospora ve 2 Streptomyces susu; 12 numarali toprak 6rneginden; 2
Nonomuraea ve 2 Streptomyces susu; 13 numarali toprak 6rneginden orneginden; 3
Nonomuraea ve 3 Streptomyces susu; 14 numarali toprak orneginden; 1
Actinomadura, 1 Actinoplymorpha, 3 Micromonospora, 1 Plantactinospora, 1

Rhodococcus ve 3 Streptomyces susu; 16 numarall toprak 6rneginden; 1
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Nonomuraea ve 2 Streptomyces susu; 17 numarali toprak oOrneginden; 1
Actinomadura, 8 Micromonospora ve 3 Streptomyces susu; 18 numaral toprak
orneginden; 2 Actinomadura, 4 Micromonospora, 2 Nocardia, 1 Saccharopolyspora
ve 3 Streptomyces susu; 19 numarall toprak 6rneginden; 5 Micromonospora ve 1
Streptomyces susu; 24 numarall toprak o6rneginden; 1 Actinomadura, 3
Micromonospora ve 5 Streptomyces susu; 25 numarali toprak Orneginden; 1
Actinoplymorpha,4 Micromonospora ve 3 Streptomyces susu; 26 numarali toprak
orneginden; ise 1 Actinomadura, 1 Micromonospora ve 2 Streptomyces susu olmak

Uzere toplamda 159 Actinobacteria susu izole edilmistir (Sekil 4.4, Cizelge 4.2).

160415

il
7C214 14C212

Sekil 4.2. Saf kltur ve yogun ekim galismalari
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W Actinoplymorpha ® Micromonospora Nocardia

B Actinomdura

B Verrugosispora

B Saccharopolyspora B Steptomyces

B Plantactinospora M Rhodococcus

Sekil 4.3. Ait olduklari cinsleri belirlenen izolatlarin toprak érneklerine gore dagilimi
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Cizelge 4.2. izolatlarin toprak érneklerine gére dagilhimi

w 1 3 4 7 8 9 12 13 14 16 17 18 19 24 25 26
Cins
1C51 7C214 8C21 14C53 17H5 18C64 24C3 26R4
Actinomadura 1C52 7C221 8C37 18C74
1C55 7C222 8C39
7C229 8C22
Actinoplymorpha 3H75 7A210 14C7 25B202
1C39 3C13 4cC7 7C216 8C17 9C50 14C4 17H7 18C55 19C1 24C2 25C1 26C14
1C62 3C22 4C13 8C20 9Ch1 14C6 17C12  18C58  19C2 24C5T 25C2
1C138 3C26 4Ci14 8C40 9C53 14C6-1 17C13 18C68  19C12  24C9 25C3
1C148 3C28 4C18 8C41 9C225 17C18 19C16 25C39
Micromonospora 1C149 3C29 8C24 17N24 19C161
1C151 3C38 17C24
3C40 17C30
3C77 17H32
3C83
Nocardia 1C145 18C54-1
1C61 187208
IN79 3C42 4N11 7N204 12N61  13A200 1472 160415
Nonomuraea 7N207 12C250 13741
13733
Plantactinospora 14C51
Rhodococcus 14C212
Saccharopolyspora 18N54
1IN18 3R69 4N5 7C109 8C19 9Ch54 1272 13743 1471 167236 17G2 18C50 19726 2413 25R30 26H66
IN80 37250 4R5 7C113 8126 9C61 12H61 13736 14G2 16129 17H28  18N50 2416 25R31 26H3
1R70 3277 4Z3 7G103 8127 13125 147205 17B4 18H51 24112 25724  26H52
1781 3172 7G106 24C5B 25722
Streptomyces 1R29 3C10 7C103 24115
1R30 3168 7C110 24116
1R37 3R72 7C119
17104 7N206
1R36 7G109
Verrugosispora 3C81
TOPLAM 21 18 8 17 12 6 4 6 11 3 12 11 6 10 9 5




11

Streptomyces Micromonospora Actinomadura m Nonomuraea

Actinopolymorpha = Nocardia Saccharopolyspora  Plantactinospora

Rhodococcus m Verrugosispora

Sekil 4.4. izolatlarin cinslere gore dagilim grafigi

4.1.3. 16S rRNA geni dizi analizi ve filogenisi

Actinomadura cinsi

16S rRNA gen dizi analizi yapilan 159 izolattan 16 tanesinin Actinomadura cinsi
Uyesi oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin elde edildikleri toprak kodlari, izolat
numaralari, en yakin tip tdrleri ve benzerlik oranlarina iligkin bilgiler Cizelge 4.3'te

verilmistir.

16S rRNA gen bdlgesine dayali olarak olusturulan filogenetik dendogramda
1C51, 1C55, 1C52, 7C214, 8C21, 8C37, 8C39 ve 18C74 suslarn Actinomadura
maheshkhaliensis 13-12-50" tip tlr( ile birlikte kimelenmistir. Ayni filogenetik
dendogramda 7C221, 7C229, 8C22, 17H5, 18C64 ve 24C3 izolatlan da
Actinomadura nitritigenes DSM 441377 tip tlr( ile birlikte kiimelenmislerdir (Sekil
4.5).

Actinomadura sp. 14C53 izolati Actinomadura geliboluensis A8036" tip tird ile
16S rRNA gen bdlgesi acisindan %98.54 (1440 nukleotitte 21 nukleotit farkliligr) dizi
benzerligi gostermistir. Actinomadura yumaensis JCM 3369 turi ile %98.46 (1430
nikleotitte 22 nikleotit farkliigi), Actinomadura latina NBRC 106108 tiri ile de
%98.33 (1440 nikleotitte 24 nukleotit farkliligr) dizi benzerligi géstermistir (Sekil
4.5).

Actinomadura sp. 26R4 izolati Actinomadura madurae DSM 430677 tip turd ile
%99.86 (1439 nukleotitte 2 nukleotit farkhligi) 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi
gOstermistir. Actinomadura sp. 7C222 izolati 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi
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bakimindan Actinomadura montaniterrae CYP1-1BT tip tlr( ile %99.44 (1439
nukleotitte 8 nukleotit farkliigi) benzerlige sahiptir (Sekil 4.5).

Actinomadura sp. 8C22 ve Actinomadura sp.18C64 suslari 16S rRNA gen
bolgesi dizi benzerligi bakimindan Actinomadura nitritigenes DSM 44137 T tip tird ile
%99.86 benzerlik géstermistir. Actinomadura sp. 17H5 ve Actinomadura sp. 24C3
izolatlari ayni tip tarld ile %99.79; Actinomadura sp. 7C221 ve Actinomadura sp.
7C229 izolatlarinin ise %99.72 (1420 nukleotitte 4 nlkleotit farkhilidi) benzerlige
sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).

Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-50" tip tUrt ile Actinomadura sp.1C52
ve Actinomadura sp. 1C55 izolatinin 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi %99.93;
Actinomadura sp. 7C214 izolatinin ise %99.72 olarak tespit edilmigtir (Sekil 4.5).

Actinomadura sp. 1C51, Actinomadura sp.8C21, Actinomadura sp. 8C37,
Actinomadura sp. 8C39 ve Actinomadura sp.18C74 suslari ile Actinomadura
maheshkhaliensis 13-12-50" tip tlrl arasinda 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi
%100°dur (Sekil 4.5).

Cizelge 4.3. Actinomadura cinsine ait izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari,

izolat numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine gore en yakin tip
turleri ve benzerlik oranlari

izolat Toprak En yakin tip tiirii Benzerlik
no kodu (%)
1C51 1 Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-507 100
1C52 1 Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-507 99.93
1C55 1 Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-507 99.93
7C214 7 Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-507 99.72
7C221 7 Actinomadura nitritigenes DSM 441377 99.72
7C222 7 Actinomadura montaniterrae CYP1-1B T 99.44
7C229 7 Actinomadura nitritigenes DSM 441377 99.72
8C21 8 Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-507 100
8C37 8 Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-507 100
8C39 8 Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-507 100
8C22 8 Actinomadura nitritigenes DSM 441377 99.86
14C53 14 Actinomadura geliboluensis A8036 T 98.54
17H5 17 Actinomadura nitritigenes DSM 441377 99.79
18C64 18 Actinomadura nitritigenes DSM 441377 99.86
18C74 18 Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-507 100
24C3 24 Actinomadura nitritigenes DSM 441377 99.79
26R4 26 Actinomadura madurae DSM 430677 99.86

Actinomadura cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iliski Neighbour
Joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmasina goére belirlenmistir. Filogenetik iligkileri
belirlemede dis grup olarak Streptosporangium album NBRC 13900" tip susu
kullaniimistir.
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64 A. amylolytica YIM 77502 T (AB859253)
4995 A. cellulosilytica YIM 775107 (AB859254)
A. umbrina JCM 6837 T (AF163121)
A. hallensis H647-1T (DQO076484)
A. sputi IMMIB L-889T (FM957483)
A. catellatispora AS 4.1522 T (AF154127)
A. livida JCM 3387 T (AF163116)
A. yumaensis JCM 3369 " (AF163122)
Actinomadura sp. 14C53 (KX928704)
A. alkaliterrae D310AT T(KT876993)
A. chibensis IFM 10266 T (AB264086)
A. syzygii GKU 157 T (KF667496)
A. rugatobispora IFO 143827 (U49010)
99 [ A.vinacea JCM 33257 (AF134070)
A. viridis IFO 152387 (D85467)
1 66~ A. jilaoheensis NEAU-Jh1-3" (KM000835)
74~ A. sporangiiformans JCM 30342 (KM000835)
A. bangladeshensis 3-46-b3 T (AB331652)
A. chokoriensis 3-45-a/11 T (AB331730)
A. geliboluensis A8036 T (HQ157187)
A. meyerae DSM 447157 (AY273787)
A. latina NBRC 106108 T (AY035998)
A. napierensis B60 T (AY568292)
Actinomadura sp. 7C222 (KX928701)
Actinomadura sp. 26R4
96 — A. madurae DSM 43067 T (X97889)
A. pelletieri JCM 3388 T (AF163119)
@angshiensis DSLS-70T (FN646682)
A. meridiana DLS-45T (FN646663)
A. xylanilytica BK147 T (FR692101)
A. rayongensis RY35-68 T (AB889544)
A. formosensis JCM 7474 T (AF002263)
A. lutoefluorescens IFO 13057 T (U49008)
A. verrucosospora NBRC 14100 (U49011)
A. coerulea IFO 146797 (U49002)
A. citrea IFO 146787 (U49001)
A. macra NBRC 14102 T (U49009)
A. mexicana A290 T (AF277195)
r Actinomadura sp. 1C52
A. maheshkhaliensis 13-12-50" (AB331731)
Actinomadura sp. 7C214
Actinomadura sp. 8C21
Actinomadura sp. 1C55
6 |Actinomadurasp. 8C39
Actinomadura sp. 1C51
i Actinomadura sp. 18C74
Actinomadura sp. 8C37
—A. glauciflava AS 4.1202" (AF153881)
97 [ A. apis IM17-1T (AB557596)
86 A. rifamycini IFO 141837 (U49003)
A. sediminis YIM M 109317 (JF272484)
[ E A. algeriensis ACD1T"(KT259320)
A. cremea JCM 3308'" (AF134067)
— A. fibrosa ATCC 49459 (AF163114)
64| Actinomadura sp. 7C229
Actinomadura sp. 7C221
96 g9 ||Actinomadura sp. 17H5
Actinomadura sp. 24C3
67| Actinomadura sp. 18C64
Actinomadura sp. 8C22
A. nitritigenes DSM 441377 (AY035999)

— A_ rudentiformis HMC1T (DO285420)
L A gamaensis NEAU-Gz5T (KT989505)

Streptosporangium album NBRC 139007

9

—
0.005

Sekil 4.5. Actinomadura suslari arasindaki filogenetik iligskileri gdsteren Neighbour joining
agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gore olusturuldu. Bootstrap
analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar tizerinde 2%50 deger verilmistir.
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Actinopolymorpha cinsi

16S rRNA gen dizi analizi yapilan 159 izolattan 3H75, 7A210, 14C7 ve 25B202
koduna sahip olan 4 tanesinin Actinopolymorpha cinsi Uyesi oldugu tespit edilmistir.
Bu izolatlarin elde edildikleri toprak kodlari, izolat numaralari, en yakin tip tirleri ve
benzerlik oranlarina iliskin bilgiler Cizelge 4.4’te verilmigtir.

Tum Actinopolymorpha izolatlari 16S rRNA gen bdlgesine dayali olarak
olusturulan filogenetik dendogramda Actinopolymorpha cephalotaxi CPCC 2028087
tip tard ile kimelenmistir.

3N75, 14C7, 7A210 ve 25B202 suslari 16S rRNA gen bélgesine dizi benzerligi
bakimindan Actinopolymorpha cephalotaxi CPCC 202808" tip tlrl ile yakin
benzerlik gostermistir. Bu benzerligin orani 3N75 ve 14C7 izolatlar i¢in %99.86
(1438 nukleotitte 2 nukleotit farkhhgr), 7A210 ve 25B202 izolatlar i¢in ise %100
olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Actinopolymorpha cinsine ait izolatlarin izole edildikleri toprak

numaralari, izolat numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine gore
en yakin tip turleri ve benzerlik oranlari

izolat Toprak  En yakin tip tiiri Benzerlik (%)
no kodu

3N75 3 Actinopolymorpha cephalotaxi CPCC 2028087 99.86
7A210 7 Actinopolymorpha cephalotaxi CPCC 2028087 100.0
14C7 14 Actinopolymorpha cephalotaxi CPCC 2028087 99.86
25B202 25 Actinopolymorpha cephalotaxi CPCC 2028087 100.0

Actinopolymorpha cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iliski Neighbour-
Joining algoritmasina goére belirlenmistir. Streptomyces sparsogenes NRRL 29407

tip susu filogenetik iliskileri belirlemede dis grup olarak yer almistir.
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100 Kribbella hippodromi S1.4T (CP001736)

Kribbella solani DSA1T (AY253862)

Kribbella shirazensis UTMC 693" (AY082063)

Kribbella pittospori PIP 158 (AY082063)

Kribbella albertanoniae BC640T (KC283016)

79| | Kribbella sandramycini ATCC 394197 (AY253862)

Kribbella yunnanensis YIM 30006 (AY082063)

A|:Kribbella endophytica PIP 118 (FM208261)
Kribbella antibiotica YIM 315307 (AY082063)

53— Kribbella italica BC637T (KJ875927)

Kribbella lupini LU14T (AY082063)

100, Kribbella alba YIM 310757 (AY082062)

Kribbella gitaiheensis NEAU-GQTH2-3T (KM094178)
Kribbella catacumbae DSM 19601™ (AQUZ01000130)

78 54_|_7 Kribbella amoyensis XMU 198" (HM368615)
Kribbella flavida DSM 17836" (CP001736)

100 Tenggerimyces flavus S6R2A4-9T (KP405230)
Tenggerimyces mesophilus CPCC035447T(KP284443)

Flindersiella endophytica EUM 378T (FJ805430)

Thermasporomyces composti 13T (AB535715)

A. alba YIM 48868T (EU706350)

91 A. pittospori PIP 1437 (FJ805429)

A. singaporensis IM77447 (LT629732)

A. rutila YIM 457257 (EF601829)

9lg3|Actinopolymorpha sp. 3N75

93

98

78 Actinopolymorpha sp. 14C7
Actinopolymorpha sp. 7A210
Actinopolymorpha sp. 25B202

A. cephalotaxi CPCC 202808 (jgi.1085066)
100 Jiangella gansuensis DSM 448357 (KI1911782)

Jiangella mangrovi 3SM4-07T (AY082063)

84

Planosporangium thailandense HSS8-18T (AY082063)
Polymorphospora rubra TT 97-42T (AB223089)

o 100[ Rugosimonospora africana Delta 3T (FM208262)
Rugosimonospora acidiphila Delta 17 (FM208261)

100

Streptomyces sparsogenes NRRL 29407 (NR114812)

Sekil 4.6.  Actinopolymorpha suslari arasindaki filogenetik iligkileri gdsteren Neighbour

joining agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar (zerinde 2%50 degerler
gosterilmigtir.
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Micromonospora cinsi

16S rRNA gen dizi analizi yapilan 159 izolattan 57 tanesinin Micromonospora cinsi
Uyesi oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin elde edildikleri toprak kodlari, izolat
numaralari, en yakin tip tirleri ve benzerlik oranlarina iligkin bilgiler Cizelge 4.5 ve

Cizelge 4.6'da verilmistir.

16S rRNA gen bodlgesine dizi benzerligi acisindan 17C24,17H24 izolatlar
Micromonospora costi CS1-127 tip turi ile %99.37 (1438 nukleotitte 9 niikleotit
farkliligr); 19C16, 19C161 ve 25C2 izolatlari da %99.51 (1435 nukleotitte 7 nikleotit
farkhhgi) benzerlik gostermektedir(Sekil 4.7).

8C17, 8C20, 24C2 ve 24C14 izolatlari Micromonospora chokoriensis 2-19/6 T
tip tlrd 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi agisindan %99.58 (1436 nikleotitte 6
nukleotit farklihgr); 3C83, 4C13,4C14, 8C24,8C50 ve 14C4 izolatlari ise %99.79
(1436 nikleaotitte 3 nukleotit farkliligi) benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi analizlerinde 8C40 izolati
Micromonospora chaiyaphumensis DSM 452467 tip turi ile %99.51 (1437 nukleotitte
7 nukleatit farklihgi) benzerlik gosterdigi tespit edilmigtir.

Micromonospora sp. 24C5T izolati 16S rRNA gen bodlgesi dizi benzerligi
analizlerinde Micromonospora chalcea DSM 430267 tip turl ile %99.65 (1427

ndkleotitte 5 nikleotit farklihgi) benzerlik géstermistir.

Gergeklestirilen 16S rRNA gen boélgesi dizi benzerligi analizlerinde 7C216
izolati Micromonospora carbonacea DSM 43168" tip turt ile %100 benzerlik

gosterdigi belirlenmistir.

Micromonospora cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iliski Neighbour-
Joining algoritmasina gore belirlenmistir. Streptomyces ambofaciens F3T tip susu

filogenetik iligkileri belirlemede dis grup olarak yer almistir.
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Micromonospora sp. 25C3
icromonospora sp. 1C62
Micromonospora sp. 25C39
Micromonospora sp. 9C51
Micromonospora echinofusca DSM 439137
icromonospora sp. 3C22
Micromonospora chaiyaphumensis DSM 45246
Micromonospora sp. 8C40
Micromonospora echinospora DSM 438167
Micromonospora soli SL3-70"
Micromonospora echinaurantiaca DSM 43904
99Micromonospora sp. 3C38
Micromonospora sp. 3C77
97Micromonospora sp. 3C29
1 |Micromonospora sp. 17H32
icromonospora sp. 17H7
Micromonospora sp. 19C1
Micromonospora sp. 4C18
Micromonospora halotolerans CR18"
Micromonospora sp. 17N24
Micromonospora sp. 17H24
62— Micromonospora costi CS1-12"
63| 8 Micromonospora sp. 25C2
Micromonospora sp. 19C161
Micromonospora sp. 19C16
Micromonospora sp. 18C55
Micromonospora tulbaghiae DSM 451427
Micromonospora sp. 9C53
Micromonospora sp. 8C41
Micromonospora sp. 4C7
Micromonospora sp. 3C40
Micromonospora sp. 3C28
opMicromonospora sp. 3C26
Micromonospora sp. 24C9
Micromonospora sp. 1C39
Micromonospora sp. 1C148
Micromonospora sp. 1C138
Micromonospora sp. 19C2
Micromonospora sp. 18C68
Micromonospora sp. 18C58 -
Micromonospora chalcea DSM 430267
Micromonospora sp. 24C5-T
Micromonospora sp. 17C24
Micromonospora sp. 17C13
Micromonospora sp. 19C12
Micromonospora sp. 17C18
Micromonospora sp. 17C12
Micromonospora palomenae NEAU-CX1"
Micromonospora matsumotoense DSM 441047
Micromonospora sp. 9C225
—24 Micromonospora carbonacea DSM 431687
Micromonospora sp. 7C216
Micromonospora saelicesensis Lupac 09"
Micromonospora sp. 3C13
Micromonospora sp. 14C6-1

1.Grup

©

Micromonospora sp. 14C6 i
Micromonospora sp. 1C151 2. Grup

Micromonospora sp. 25C1

Micromonospora profundi DS3010"

icromonospora sp. 17C30

Micromonospora sp. 26C14

Micromonospora sp. 24C2

Micromonospora sp. 8C17

Micromonospora sp. 8C20

63" Micromonospora chokoriensis DSM 451607

Micromonospora sp. 8C24

66 Micromonospora sp. 4C14

9 Micromonospora sp. 4C13
icromonospora sp. 3C83

Micromonospora sp. 14C4

Streptomyces ambofaciens F37 -
0.01

Sekil 4.7. Micromonospora suslari arasindaki filogenetik iligkileri gésteren Neighbour
joining agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gore olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar tzerinde =%50 degerler
gOsterilmigtir.
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Yapilan 16S rRNA gen boélgesi dizi benzerligi analizlerinde 1C62 ve 3C22
izolatlar1 sirasiyla Micromonospora echinofusca DSM 43913 tip turl ile %99.58 ve
%99.93 benzerlik gostermistir. 3C29 izolatinin 16S rRNA gen boélgesi dizi benzerligi
acisindan Micromonospora echinospora ATCC 15837 tip tlrl ile %99.64 benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. 3C38 izolati Micromonospora echinaurantiaca DSM
43904 T tip tard ile %99.72 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi gostermistir. 19C1
izolati Micromonospora halotolerans CR18" tip turl ile %99.51; 4C18 ve 17H17
izolatlari ise %99.65 16S rRNA gen bodlgesi dizi benzerligi gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 4.8).

16S rRNA gen bdlgesi dizi analizlerine gére 9C225 izolati Micromonospora
matsumotoense DSM 44100 T tip tiirl ile %100 benzerlik gostermistir.
Cizelge 4.5. Micromonospora cinsine ait 1. Grup izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari,

izolat numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine gére en yakin tip tirleri ve
benzerlik oranlari

izolat no Toprak En yakin tip tiirii Benzerlik (%)
kodu

1C39 1 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
1C62 1 Micromonospora echinofusca DSM 439137 99.58
1C138 1 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
1C148 1 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
1C149 1 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
3C22 3 Micromonospora echinofusca DSM 439137 99.93
3C26 3 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
3C28 3 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
3C29 3 Micromonospora echinospora ATCC 158377 99.64
3C40 3 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
3C77 3 Micromonospora echinospora ATCC 158377 99.64
3C83 3 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 7 99.79
4C7 4 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
4C18 4 Micromonospora halotolerans CR187 99.65
8C40 8 Micromonospora chaiyaphumensis DSM 452467 99.51
8C41 8 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
9C50 9 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 7 99.79
9C51 9 Micromonospora soli SL3-70 T 99.51
9C53 9 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
14C6 14 Micromonospora saelicesensis Lupac 097 99.93
17H7 17 Micromonospora halotolerans CR187 99.65
17H24 17 Micromonospora costi CS1-127 99.37
17C24 17 Micromonospora costi CS1-127 99.37
17H32 17 Micromonospora halotolerans CR187 99.65
18C55 18 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
18C58 18 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
18C68 18 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
19C1 19 Micromonospora halotolerans CR18T 99.51
19C2 19 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
19C16 19 Micromonospora costi CS1-127 99.51
19C161 19 Micromonospora costi CS1-127 99.51
24C5T 24 Micromonospora chalcea DSM 430267 99.65
24C9 24 Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 100.00
25C2 25 Micromonospora costi CS1-127 99.51
25C3 25 Micromonospora soli SL3-70 T 99.51
25C39 25 Micromonospora soli SL3-70T 99.51

94



Micromonospora ureilytica GUI23"

Micromonospora saelicesensis Lu(g)ac 09"

Micromonospora profundi DS3010"
Micromonospora zeae NEAU- g9T

Micromonospora vinacea GUI6

Micromonospora noduli GUI43"
Micromonospora chokoriensis 2-19/67

Micromonospora luteifusca FN658633"

Micromonospora matsumotoense DSM 441007
Micromonospora maoerensis NEAU-MES19'

Micromonospora wenchangensis 2602GPT1-05"
Micromonospora rifamycinica AM105"
Micromonospora carbonacea DSM 431687

Micromonospora oryzae CP2R9-1"

Micromonospora harpali NEAU-JC6"

Micromonospora palomenae NEAU-CX17

52~ Micromonospora nickelidurans K557

Micromonospora siamensis TT2-4 "

Micromonospora sediminis CH3-37

99 Micromonospora citrea DSM 43903 T

Micromonospora humi DSM 456477

Micromonospora halophytica DSM 431717

Micromonospora coxensis 2-30-b/28"

53| Micromonospora maritima D10-9-57

Micromonospora marina DSM 455557
Micromonospora sediminicola SH2-13"
Micromonospora aurantiaca ATCC 270297

'— Micromonospora chalcea DSM 430267

93 Micromonospora sp. 3C77

Micromonospora sp. 3C29

Micromonospora echinospora ATCC 158377

99 Micromonospora echinofusca DSM 439137

Micromonospora sp. 18C55

Micromonospora tulbaghiae DSM 451427

Micromonospora sp. 9C53

Micromonospora sp. 8C41

Micromonospora sp. 4C7

Micromonospora sp. 3C40

cromonospora sp. 3C28

cromonospora sp. 3C26

icromonospora sp. 24C9

icromonospora sp. 1C39

icromonospora sp. 1C148

cromonospora sp. 1C138

cromonospora sp. 19C2

icromonospora sp. 18C68

icromonospora sp. 18C58

——Micromonospora nigra DSM 438187

Micromonospora sp. 17H32

N cromonospora sp. 17H7
Micromonospora sp. 19C1

Micromonospora sp. 4C18

Micromonosbora halotolerans CR18"

Micromonospora endolithica DSM 44398 T

Micromonospora cremea DSM 45599 T

— Micromonospora coriariae NARO1"

icromonospora terminaliae TMS7"
Micromonospora inosjtola DSM 4381? T

Micromonospora chersina DSM 44151
Micromonospora sp. 19C161

Blicromonospora sp. 19C16
Micromonospora sp. 25C2

Micromonospora fulviviridis DSM 439067

Micromonospora costi CS1-12"

icromonospora sp. 17N24

icromonospora sp. 17H24 (KX928706)
Micromonospora inyonensis DSM 461237

Micromonospora sp. 8C40

Micromonospora chaiyaphumensis DSM 452467

Micromonospora endophytica DCWR9-8-2"

Micromonosporaauratinigra TT1-11"

icromonospora sp. 3C22

Micromonospora pallida DSM 438177

~ Micromonospora yangguenss FXJ6.0117

Micromonospora sp. 25C3

icromonospora sp. 1C62

zzzzzzo==

=
(o]

Micromonospora sp. 25C39
Micromonospora sp. 9C51
Micromonospora soli SL3-70"
Micromonospora eburnea LK2-107
Micromonospora fluostatini PWB-003"
Micromonospora peucetia DSM 433637
52{ Micromonospora sp. 3C38
73~ Micromonospora echinaurantiaca DSM 439047
— Micromonospora rosaria DSM 803"
— Micromonospora narathiwatensis BTG4-1"

—

0,01

Streptomyces ambofaciens F3'

Sekil 4.8. Micromonospora 1. Grup suslari arasindaki filogenetik iliskileri gésteren Neighbour
joining agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Uzerinde =%50 degerler
gOsterilmigtir.
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17C12, 17C18, 17C13 ve 19C12 izolatlari yapilan 16S rRNA gen boélgesi dizi
analizlerinde sirasiyla Micromonospora palomenae NEAU-CX1T tip turt ile %99.37,
%99.58, %99.65 ve %99.79 benzerlik gdstermistir. 17C30 izolati 16S rRNA gen
bolgesi dizi analizlerinde Micromonospora profundi DS3010" tip turi ile %100
benzerlik gostermistir. 3C13 izolati Micromonospora saelicesensis Lupac 09T tip turi
ile %99.86; 1C151, 14C6,14C61 ve 25C1 izolatlar ise %99.93 16S rRNA gen
bélgesi dizi benzerligi gostermistir. 9C51, 25C3 ve 25C39 izolatlari Micromonospora
soli SL3-70 T tip tiirl ile %99.51 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi gostermistir.
1C39, 1C138, 1C148, 1C149, 3C26, 3C28, 3C40, 4C7, 8C41, 9C53, 18C55, 18C58,
18C68, 19C2 ve 24C9 izolatlari Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 tip turd ile
%2100 16S rRNA gen boélgesi dizi benzerligi gostermistir (Sekil 4.9).
Cizelge 4.6. Micromonospora cinsine ait 2. Grup izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari,

izolat numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine gére en yakin tip tirleri ve
benzerlik oranlari

izolat Toprak En yakin tip tiirii Benzerlik (%)
no kodu

1C151 1 Micromonospora saelicesensis Lupac 097 99.93
3C13 3 Micromonospora saelicesensis Lupac 097 99.86
3C38 3 Micromonospora echinaurantiaca DSM 43904 T 99.72
4C13 4 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 T 99.79
4C14 4 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 T 99.79
7C216 7 Micromonospora carbonacea DSM 431687 100.00
8Cl7 8 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 T 99.58
8C20 8 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 T 99.58
8C24 8 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 T 99.79
9C225 9 Micromonospora matsumotoense DSM 441007 100.00
14C4 14 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 T 99.79
14C61 14 Micromonospora saelicesensis Lupac 097 99.93
17C12 17 Micromonospora palomenae NEAU-CX1T 99.37
17C13 17 Micromonospora palomenae NEAU-CX1T 99.65
17C18 17 Micromonospora palomenae NEAU-CX1T 99.58
17C30 17 Micromonospora profundi DS30107 100.00
19C12 19 Micromonospora palomenae NEAU-CX1T 99.79
24C2 24 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 T 99.58
25C1 25 Micromonospora saelicesensis Lupac 097 99.93
26C14 26 Micromonospora chokoriensis 2-19/6 T 99.58
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Micromonospora sp, 14C6-1
Micromonospora saelicesensis Lupac 097
971 Micromonospora sp. 14C6
Micromonospora sp. 1C151
Micromonospora sp. 25C1
Micromonospora sp. 3C13
Micromonospora ureilytica GUI23"
%M!cromonospora sp. 17C30
99 Micromonospora profundi DS3010"
— Micromonospora noduli GUI43"
— Micromonospora vinacea GUI63"
83~ Micromonospora vulcania JM27
Micromonospora maoerensis NEAU-MES19"

iBEMicromonospora zeae NEAU-gg{%T8T

Micromonospora zamorensis CR3
Micromonospora parathelypteridis NEAU-JXY5"
85— Micromonospora luteifusca FN658633"

Micromonospora sp. 26C14

% Micromonospora sp. 24C2

Micromonospora sp. 8C17

d@ Micromonospora sp. 8C20

iy Micromonospora violae NEAU-zh8"

54" Micromonospora chokoriensis 2-19/6"
Micromonospora sp. 8C24

5% Micromonospora sp. 4C14
Micromonospora sp. 4C13
Micromonospora sp. 3C83
Micromonospora sp. 14C4

rl— Micromonospora mirobrigensis DSM 448307

99, Micromonospora sp. 7C216

Micromonospora carbonacea DSM 431687

Micromonospora harpali NEAU-JC6'

Micromonospora haikouensis 2326177

Micromonospora wenchangensis 2602GPT1-05"

60— Micromonospora rifamycinica AM105"

Micromonospora sp. 9C225

99' Micromonospora matsumotoense DSM 441007

Micromonospora siamensis TT2-4"

Micromonospora nickelidurans K557

Micromonospora sp. 17C18

Micromonospora sp. 17C12
Micromonospora palomenae E\lEAU-CXlT

L4

82

Micromonospora sp. 19C1

Micromonospora sp. 17C24

Micromonospora sp. 17C13

63- Micromonospora sediminicola SH2-13"

61 Micromonospora maritima D10-9-5"

Micromonospora marina DSM 455557

99 Micromonospora aurantiaca ATCC 270297

Micromonospora halophytica DSM 431717

52~ Micromonospora coxensis 2-30-b/28"
Micromonospora humi DSM 456477
Micromonospora sp. 24C5-T
Micromonospora chalcea DSM 430267
Micromonospora sediminis CH3-3"

99' Micromonospora citrea DSM 439037
—— Micromonospora yangpuensis FXJ6.0117
- Micromonospora endophytica DCWR9-8-2T

Micromonospora auratinigra TT1-11"
Micromonospora terminaliae TMS77
56| Micromonospora inositola DSM 438197
Micromonospora chersina DSM 441517
Micromonospora endolithica DSM 44398
Micromonospora halotolerans CR18"
Micromonospora cremea DSM 455997
95— Micromonospora coriariae NARQ1"
Micromonospora rosaria DSM 803"
EMlcromonospora tulbaghiae DSM 451427
9

Micromonospora echinospora ATCC 158377

Micromonospora echinofusca DSM 43913
——Micromonospora nigra DSM 438187
Micromonospora pallida DSM 438177
Micromonospora chaiyaphumensis DSM 452467

Micromonospora narathiwatensis BTG4-1"

Micromonospora eburnea LK2-10"
Micromonospora fluostatini PWB-003"
Micromonospora peucetia DSM 433637
Micromonospora echinaurantiaca DSM 439047
Micromonospora soli SL3-70"
Micromonospora sagamiensis DSM 439127
Micromonospora inyonensis DSM 46123"
Micromonospora fulviviridis DSM 439067
92~ Micromonospora costi CS1-127

Streptomyces ambofaciens F3T
0,01

Sekil 4.9. Micromonospora 2. Grup suslari arasindaki filogenetik iliskileri gésteren Neighbour
joining agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Uzerinde =%50 degerler
gOsterilmigtir.
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Nocardia cinsi

Yapilan 16S rRNA gen bélgesi dizi benzerligi analizlerinde 182208 izolati Nocardia
flavorosea NBRC 108225 tip turtin ile %99.72 (1439 nukleotitte 4 nikleotit farkhihgr)
baz dizi benzerligi gostermistir. 1C61, 1C145 ve18C54-1 izolatlari ise Nocardia
rhamnosiphila NRRL B-24637T tip turi ile %100 benzerlik gostermistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Nocardia cinsine ait izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari, izolat
numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerlijine goére en yakin tip tirleri ve
benzerlik oranlari

izolatno Toprak En yakin tip tiirii Benzerlik
kodu (%)

1C61 1 Nocardia rhamnosiphila NRRL B-246377 100.00

1C145 1 Nocardia rhamnosiphila NRRL B-246377 100.00

18C54-1 18 Nocardia rhamnosiphila NRRL B-246377 100.00

182208 18 Nocardia flavorosea NBRC 1082257 99.72

Nocardia cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iliski Neighbour-Joining
algoritmasina gére belirlenmistir. Rhodococcus equi DSM 777" tip susu filogenetik
iliskileri belirlemede dig grup olarak yer almistir (Sekil 4.10).
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Nocardia sp. 18C54-1
o9 | Nocardia rhamnosiphila NRRL B-24637T (JOAJ01000028)
Nocardia sp. 1C61
Nocardia sp. 14C145
—— Nocardia grenadensis NBRC 108939" (BDCJ01000059)
Nocardia zapadnayensis FMN18T (NR114812)
78 Nocardia speluncae NBRC 108251" (BDBZ01000057)
76 Nocardia jinanensis NBRC 108249" (BDB001000144)

100

L Nocardia carnea NBRC 14403" (BAFV01000017)

Nocardia sp. 182208

Nocardia testacea NBRC 100365" (BAGJ01000040)

Nocardia sienata IFM 10088" (CLG48664)

Nocardia flavorosea NBRC 108225 (BDCG01000048)
Nocardia pigrifrangens JCM 118847 (CLG48647)

Nocardia cyriacigeorgica NBRC 100375" (BAFY01000107)

99 Nocardia paucivorans NBRC 100373" (BAGE01000021)
ﬂcardia brevicatena NBRC 12119" (BAFV01000017)
95 li Nocardia vermiculata NBRC 1004277 (BDCA01000059)
Nocardia vaccinii IMSNU 211847 (CLG48645)
58 —— Nocardia jiangxiensis NBRC 101359 (BAGB01000020)
- 68 Nocardia rayongensis RY45-3" (AB889540)
£ Nocardia pseudobrasiliensis NBRC 108224T (BDBS01000093)
lOOI— Nocardia gamkensis NRRL B-24450" (CLG48650)
Nocardia exalbida NBRC 100660 (BAFZ01000028)
Nocardia xishanensis NBRC 101358 (BDCF01000101)
Nocardia abscessus NBRC 100374 (BAFP01000036)
Nocardia sungurluensis CR32727 (JN989289)
Nocardia thailandica NBRC 100428 (BAGK01000053)
Nocardia shimofusensis NBRC 100134" (BDBT01000060)
Nocardia neocaledoniensis JCM 12604 (CLG48665)
68 Nocardia asteroides NBRC 155317 (BAFO01000006)
Nocardia harenae NRRL B-24459" (CLG48651)
Nocardia brasiliensis NBRC 144027 (BAFT01000033)

53
Nocardia puris NBRC 108233 (BDBW01000167)
79

Rhodococcus equi DSM 7777 (AY771327)

77 97

0.005

Sekil 4.10. Nocardia suslari arasindaki filogenetik iligkileri gésteren Neighbour joining agaci
Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gére olusturuldu. Bootstrap
analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Gzerinde 2%50 degerler gosterilmistir.
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Nonomuraea cinsi

Yapilan 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi analizlerinde Nonomuraea candida
HMC10T tip turi ile 160415 izolati %98.86 (1398 nikleotitte 16 niikleotit farklihgr),
12C250 izolati %99.21 (1398 nikleotitte 11 nukleotit farklihgi); 1422 izolati %99.28
(1388 nukleotitte 10 nukleotit farkhhgi); 12N61, 13A200 ve 13Z33 izolatlari ile de
%99.36 (1397 nukleotitte 9 nukleotit farklhgi) baz dizi benzerligi gdstermistir
(Cizelge 4.8).

7N204 izolati yapilan analizlerde Nonomuraea jabiensis A4036 T tip tur ile
%99.45 (1442 nikleotitte 8 nukleotit farklihdi), 7N207 izolati Nonomuraea zeae
NEAU-ND5T tip tiru ile %99.65 (1443 nikleotitte 5 niikleotit farkliig) 16S rRNA gen
bélgesi dizi benzerligi gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31" tip turl ise 1N79, 3C42, 4N11 ve
13741 izolatlari ile sirasiyla %99.59 (1447 nlkleotitte 6 nukleotit farkliligr), %99.65
(1446 nukleotitte 5 nukleotit farklihidr), %99.65 (1446 nukleotitte 5 nukleotit farkliligr)
ve %99.72 (1435 nukleotitte 4 nukleotit farklihgl) 16S rRNA gen bolgesi dizi
benzerligi gostermistir (Cizelge 4.8).

Nonomuraea cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iliski Neighbour-
Joining algoritmasina gore belirlenmistir. Thermopolyspora flexuosa DSM 43186 tip
susu filogenetik iligkileri belirlemede dis grup olarak yer almistir (Sekil 4.11).

Cizelge 4.8. Nonomuraea cinsine ait izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari, izolat

numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerlidine gdre en yakin tip turleri ve
benzerlik oranlari

izolat Toprak En yakin tip tiiri Benzerlik (%)
no kodu

IN79 1 Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31T 99.59
3C42 3 Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31T 99.65
4N11 4 Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31T 99.65
7N204 7 Nonomuraea jabiensis A4036 T 99.45
7N207 7 Nonomuraea zeae NEAU-ND5T 99.65
12N61 12 Nonomuraea candida HMC10T 99.36
12C250 12 Nonomuraea candida HMC107 99.21
13A200 13 Nonomuraea candida HMC107 99.36
13741 13 Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31T 99.72
13733 13 Nonomuraea candida HMC107 99.36
1472 14 Nonomuraea candida HMC107 99.28
160415 16 Nonomuraea candida HMC10T 98.86
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N. rubra DSM 43768" (AF277200)
N. antimicrobica YIM 61105" (FJ157184)

N. turkmeniaca DSM 43926 (AF277201)
N. helvata IFO 14681" (U48975)

N. polychroma IFO 14345" (U48977)
N. candida HMC10" (DQ285421)

N. jiangxiensis FXJ1.102" (FJ418910)

Nonomuraea sp. 7N207 (KX928703)
N. zeae NEAU-ND5' (KR106591)
Nonomuraea sp.160415 (KX928707)
N. terranata DSM 44505" (AF302078)
Nonomuraea sp. 7N204
N. jabiensis A40367 (HQ157186)
N. angiospora IFO 131557 (U48843)

N. spiralis IFO 140977 (U48983)
N. gerenzanensis ATCC 397277 (AJ582011)

N. maheshkhaliensis 16-5-14T (AB290014)

% N. fusgirosea NEAU-dht8T (KC417350)
N. kuesteri GW 14-1925" (AJ746362)

A Jﬁ N. fastidiosa IFO 14680 (U48844)

N. termotolerans 3-33-9B" (KJ027601)
97 N. bangladeshensis 5-10-10" (AB274966)
%N. coxensis DSM 451297 (ARBV01000098)
N. wenchangensis 2104177 (FJ261959)
N. endophytica YIM 656017 (GU367158)

96 N. dietziae IFO 14309" (AB006156)
100 N. roseola DSM 43767" (AJ278221)
N. recticatena IFO 14525" (U48979)
N. africana IFO 14745" (U48842)
N. shaanxiensis NEAU-st1" (KC287247)
N. rosea GW 126877 (FN356742)
N. rhizophila YIM 67092T (HM755723)
N. solani NEAU-Z6" (JQ073731)
N. purpurea NBRC 1096477 (LC148616)
N. syzygii GKU 164" (KF667499)
N. thailandensis KC-061" (AB720113)
N. monospora PT708" (FJ347524)
Nonomuraea sp. 13A200
Nonomuraea sp. 12N61
Nonomuraea sp. 137233
Nonomuraea sp. 12C250
Nonomuraea sp. 1422
N. salmonea DSM 43678" (AY771327)
N. muscovyensis FMNO3" (JN896617)
N. indica DRQ-2T (KM522835)
N. roseoviolaceae subsp. roseoviolaceae IFO 14098" (AB039959)
N. roseoviolaceae subsp. carminata IFO 15903" (AB039961)
N. rhodomycinica NBRC 1123277 (LC082232)
N. longicatena NRRL 15532 (AB018787)
N. guangzhouensis NEAU-ZJ3" (KC417349)
N. ceibae KCTC39826" (KX024666)
N. flavida ex1T (JX467533)
N. harbinensis NEAU-yn31T (KC306503)
N. ferruginea IFO 14094T (U48845)
Nonomuarae sp. 13241
Nonomuraea sp. 1IN79
65 | Nonomuraea sp. 3C42
Nonomuraea sp. 4N11

66

N. maritima FXJ7.203" (GU002054)

_{— N. rhodomycinica NBRC 1123277 (LC082232)

N. pusilla IFO 146847 (D85491)

N. soli YIM 120770" (JF742631)

Thermopolyspora flexuosa DSM 43186"(AY039253)

Sekil 4.11. Nonomuraea suslari arasindaki filogenetik iligkileri gosteren Neighbour joining

agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline goére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Uzerinde %50 degerler
gOsterilmigtir.

101



Plantactinospora cinsi

Gerceklestirilien 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi analizlerinde 14C51 izolati
Plantactinospora endophytica YIM 68255" tip turi %99.51 (1428 nikleotitte 7
nikleotit farkhhigi) bezerlik gosterdigi belirlenmistir. Buna ilaveten Plantactinospora
sonchi NEAU-QY2" tip turt ile %99.09 (1428 nukleotitte 13 nUkleotit farkligi),
Plantactinospora veratri NEAU-FHS4T tip tirl ile de %99.02 (1428 nukleotitte 14
nikleotit farkliligi) benzerlik géstermistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Plantactinospora cinsine ait izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari, izolat
numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine gore en yakin tip tirleri ve benzerlik

oranlari
izolat Toprak En yakin tip turi Benzerlik (%)
no kodu
14 Plantactinospora endophytica YIM 682557 99.51
14C51 14 Plantactinospora sonchi NEAU-QY2T 99.09
14 Plantactinospora veratri NEAU-FHS4T 99.02

Plantactinospora cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iliski Neighbour-
Joining algoritmasina gore belirlenmistir. Glycomyces rutgersensis IMSNU 220747

tip susu filogenetik iliskileri belirlemede dis grup olarak yer almistir (Sekil 4.12).
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Micromonospora endophytica DCWR9-8-2" (AB981049)
Micromonospora auratinigra TT1-117 (AB159779)
icromonospora chaiyaphumensis DSM 45246 (jgi.1058876)
Micromonospora citrea DSM 43903" (X92617)
34— Micromonospora echinospora ATCC 158377 (U58532)
Micromonospora tulbaghiae DSM 451427 (jgi.1058868)
Micromonospora nigra DSM 43818T (X92609)
—Ijl\llicromonospora echinofusca DSM 439137 (X92625)

1—_Micromonospora fluostatini PWB-003" (LC033898)
Micromonospora yangpuensis FXJ6.011" (GU002071)

Micromonospora eburnea LK2-10T (AB107231)
‘|'7|j Micromonospora spongicola S3-1" (AB645957)

Micromonospora narathiwatensis BTG4-1" (AB193559)

Micromonospora soli SL3-70" (AB981051)
Micromonospora costi CS1-127 (AB981048)
Micromonospora equina Y22' (JF912511)
Micromonospora viridifaciens DSM 43909" (X92623)

—— Micromonospora avicenniae DSM 45758 (jgi.1096645)

g9 [— Micromonospora oryzae CP2R9-1T (AB981052)
_EMicromonspora carbonacea DSM 43168" (jgi.1058872)

56

Polymorphospora rubra TT 97-42" (AB223089)
Micromonospora ovatispora 2701SIM06" (JQ836686)
icromonospora pattaloongensis DSM 452457 (jgi.1107896)
. Jishengella endophytica 202201 (EU560726)
Verrucosispora sonchi NEAU-QY3T (KT633950)
71

Xiangella phaseoli CGMCC 4.7038" (jgi.1085052)
Micromonospora zhanjiangensis 2902at01" (KJ742700)

— Plantactinospora sp.14C51

Plantactinospora endophytica YIM 68255 (GQ494033)
Plantactinospora sonchi NEAU-QY2T (KM108473)
Plantactinospora veratri NEAU-FHS4T (KF888635)

Plantactinospora mayteni YIM 613597 (FJ214343)
Plantactinospora soyae NEAU-gxj3" (KM359703)

1

0.01

Glycomyces rutgersensis IMSNU 220747 (AJ293748)

Sekil 4.12. Plantactinospora suslari arasindaki filogenetik iligkileri gdsteren Neighbour
joining agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Gzerinde 2%50 degerler

gOsterilmigtir.
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Rhodococcus cinsi

Rhodococcus sp. 14C212 izolati ile en yakin tip tlrleri arasinda gergeklestirilen16S
rRNA gen bélgesi dizi benzerligi analizlerinde bu izolatin Rhodococcus
aetherivorans 10bc3127 tip turt ile %99.04 benzerlik (1359 nikleotitte 13 nukleotit
farkhligl), Rhodococcus ruber DSM 43338 T tip turt ile %98.75 benzerlik (1359
nikleotitte 18 nikleotit farkhhdi), Rhodococcus zopfii DSM 441087 tip turl ile
%97.78 benzerlik (1359 nikleotitte 32 nukleotit farklihgi) gosterdigi tespit edilmigstir
(Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Rhodococcus cinsine ait izolatin izole edildikleri toprak numaralari, izolat

numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine goére en yakin tip tdrleri ve
benzerlik oranlari

izolat Toprak En yakin tip tiru Benzerlik (%)
no kodu

14 Rhodococcus aetherivorans 10bc3127 99.04
14C212 14 Rhodococcus ruber DSM 43338 " 98.75

14 Rhodococcus zopfii DSM 44108T 97.78

Rhodococcus cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iliski Neighbour-
Joining algoritmasina gore belirlenmistir. Corynebacterium diphtheriae NCTC
113977 tip susu filogenetik iligkileri belirlemede dis grup olarak yer almistir (Sekil
4.13).
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77r R. corynebacterioides DSM 20151 (AF430066)
10C_|—— R. kroppenstedtii KO7-23 T (AY726605)
—— R. trifolii T8 T (FR714843)
R. triatomae IMMIB RIV-085 T (AJ854055)
R. kronopolitis NEAU-ML12T (AB126876)
R. humicola NBRC 111581 T (KT301939)
R. pedocola NBRC 1115807 (KT301938)
R. canchipurensis MBRL 3537 (JN164649)
R. defluvii Cal1T (JPOC01000058)
R. kunmingensis YIM 45607 T (DQ997045)
R. agglutinans CFH S0262 T (KP232908)
R. equi NBRC 101255 T (APJC01000042)
R. soli DSD51W T (KJ939314)
R. tukisamuensis Mb8T (AB067734)
gg[ R. wratislaviensis NBRC 100605 T (BAWF01000105)
R. imtechensis RKJ300 T (AY525785)
R. opacus DSM 432057 (X80630)
R. nanhaiensis SCSIO 10187 T (JN582175)
R. marinonascens DSM 437527 (X80617)
R. koreensis DNP505 T (AF124343)
L R. globerulus DSM 4954" (X80619)
96| 1qq R. erythropolis NBRC 100887 T (AP008957)
66 R. erythropolis DSM 43066 T (X79289)
| hog R- gingshengii djl-6 T (DQ090961)
R. jialingiae djl-6-2T (DQ185597)
— R. kyotonensis DS472 T (AB269261)

67 R. fascians ATCC12974" (X53204)

R. sovatensis DSM 102881" (KU189221)

r R. rhodnii DSM 433367 (X80621)

R. aerolatus PAMC 273677 (KM044053)
— R. coprophilus DSM 43347 T (X80626)
o3 79 R. zopfii DSM 44108 T (AF191343)
R. phenolicus DSM 448127 (AM933579)
Rhodococcus sp.14C212 (KX928705)
J@herivorams 10bc312T (AF447391)
R. ruber DSM 43338" (X80625)
— R. artemisiae YIM 657547 (GU367155)
R. rhodochrous DSM 432417 (X79288)
R. gordoniae W4937 T (AY233201)
g57— R. biphenylivorans TG9™ (KJ546454)
R. pyridinivorans PDB9" (AF173005)
C. diphtheriae NCTC 113977 (X84248)
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84

P e |
0.01

Sekil 4.13. Rhodococcus suslari arasindaki filogenetik iligkileri gdsteren Neighbour joining
agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline goére olusturuldu.

Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Uzerinde %50 degerler
gOsterilmigtir.
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Saccharopolyspora cinsi

Cinse ait izolat ile en yakin tip tirleri arasinda gerceklestiriien16S rRNA gen bdlgesi
dizi benzerligi analizlerinde 18N54 izolatinin Saccharopolyspora shandongensis 88"
tip tord ile %99.93 (1417 nilkleotitte 1 nikleotit farkhihdi), Saccharopolyspora
phatthalungensis NRRL B-24798T tip turt ile %98.82 (1444 nukleotitte 17 nukleotit
farkhligi), Saccharopolyspora spinosa NRRL 18395 T tip turl ile % 98.34 (1444
ndkleotitte 24 nikleotit farkligi) benzerlik gésterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Saccharopolyspora cinsine ait izolatin izole edildikleri toprak numaralari, izolat

numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine goére en yakin tip tdrleri ve
benzerlik oranlari

izolat Toprak En yakin tip tiirii Benzerlik
no kodu (%)

18 S. shandongensis 887 99.93
18N54 18 S. phatthalungensis NRRL B-24798T 98.82

18 S. spinosa NRRL 183957 98.34

Saccharopolyspora cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iligki
Neighbour-Joining algoritmasina goére belirlenmistir. Actinoplyspora halophila
ATCC27976" tip susu filogenetik iligkileri belirlemede dis grup olarak yer almistir
(Sekil 4.14).
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100 S- jiangxiensis CGMCC 4.3529T (jgi.1076308)
68 S. hirsuta subsp. kobensis JCM 9109 T (EU26702)

LS. indica VRC122T (JX411621)

S. antimicrobica 105-00074" (EF693956)
S. hirsuta subsp. hirsuta ATCC 27875" (U93341)

S. hordei DSM 44065" (FN179275)

S. spinosa NRRL 18395 7

(AEYC01000092)
S.'phatthalungensis NRRL B-24798 7

(J'fgwoégggﬁg%plyspora sp. 18N54
S. shandongensis 88 T (EF104116)
S. subtropica T3 T (KM114900)
S. halophila YIM 905007 (DQ923129)
S. flava AS4.1520 T (AF154128)
S. tripterygii YIM 653597 (FJ214364)

98

53 98 5. dendranthemae KLBMP 1305 T (JQ819260)

S. pathumthaniensis S582 T (HM067865)
S. endophytica YIM 61095 (EU814512)

S. cebuensis SPE 10-1" (EF030715)
0 S. erythraea NRRL 2338" (AM420293)

% S. spinosporotrichia AS 4.198" (Y09571)
S. taberi DSM 43856 T (AF002819)
S. rosea IMMIB L-1070" (AM992060)
S. halotolerans TRM 451237 (KC295227)
S. gloriosae YIM 60513" (EU005371)
76 S. gregorii NCIMB 128237 (X76962)
S. azurea NA-128 T (AGIU02000033)
57 H. rhizosphaerae CPCC 2042797(KX128908)
64 10q—A. dongchuanensis YIM 75904"(IJN656710)
(- A. sacchari DSM 44468 (jgi.1085899)
S. rectivirgula ATCC 335157 (X53194)
S. cavernae YIM C01235" (KF177334)
83 S. gijiacjingensis YIM 91168" (EF687715)
S. lacisalsi TRM 40133" (JF411070)
Actinoplyspora halophila ATCC27976" (X54287)

84

| e |
0.01

Sekil 4.14. Saccharopolyspora suglari arasindaki filogenetik iligkileri gdsteren Neighbour
joining agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gore olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar tzerinde =2%50 degerler
gOsterilmigtir.

Streptomyces cinsi

Yapillan 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi analizlerinde 9C54 izolat
Streptomyces aculeolatus NBRC 14824 tip turl ile %99.16 (1437 nukleotitte 12
niikleotit farklihgi), Streptomyces synnematoformans S155T tip tur( ile %98.77

(1385 nikleotitte 17 nikleotit farklilig) ve Streptomyces morookaense LMG 200747
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tip tard ile %97.70 (1435 nikleotitte 33 nukleotit farkhligil) baz dizi benzerligi

gostermistir.

Streptomyces sp. 16236 ve 4N5 izolatlarinin yapilan analizlerde Streptomyces
bingchenggensis BCW-1T tip turl ile %99.38 (1450 nukleotitte 9 niikleotit farkliligr)
16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi goésterdigi belirlenmistir.

Streptomyces sp. 17H28 izolatinin yapilan 16S rRNA gen bdlgesi dizi
benzerligi analizlerinde Streptomyces roseolus NBRC 128167 tip tlr ile %99.51
(1432 nukleotitte 7 nukleotit farkliligi) baz dizi benzerligi gésterdigi gérilmugtir.

Streptomyces cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iliski Neighbour-
Joining algoritmasina gore belirlenmistir. Micrococcus psychrophilum T2T tip susu
filogenetik iligkileri belirlemede dis grup olarak yer almistir (Sekil 4.15, 4.16, 4.17,
4.18).
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Streptomyces sp.2416
Streptomyces sp.17G2
Streptomyces sp.1R37
Streptomyces sp.14G2
Streptomyces sp.2413
Streptomyces sp.24116
Streptomyces sp.3172
Streptomyces sp.14Z1
Streptomyces sp.8127
Streptomyces sp.3R72
Streptomyces sp.24119
Streptomyces sp.16129
Streptomyces sporoclivatus NBRC 10076[77
Streptomyces sp.3R69
Streptomyces sp.8126
Streptomyces sp.13Z236
Streptomyces sp.3277
Streptomyces sp.24115
Streptomyces sp.13Z43 —1.Grup
Streptomyces sp.7G103
Streptomyces sp.18H51
Streptomyces sp.7C113
od Streptomyces sp.7C104
Streptomyces sp.25R30
92 Streptomyces sp.18C50
Streptomyces sp.25224
Streptomyces samsunensis M14637
Streptomyces sp.25Z22
Streptomyces sp.25R31
Streptomyces sp.19Z26
Streptomyces sp.13125
Streptomyces sp.7C119
Streptomyces sp.1R36
Streptomyces sp.7G106
Streptomyces sp.4Z3
Streptomyces sp.24112
Streptomyces sp.1781 —

—L
GJE
98— Streptomyces sp.4N5 /)
Streptomyces sp.16Z36
g E

|

Streptomyces bingchenggensis BCW-1 T
Streptomyces sp.9C61
Streptomyces sp.3C10
Streptomyces sp.7G109
Streptomyces sp.7C109
Streptomyces rapamycinicus NRRL B-54917
Streptomyces sp.9C54 :
Streptomyces aculeolatus NBRC 14824
[ Streptomyces sp.1272 — 2. Grup
Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408"
Streptomyces sp.24C5-B
Streptomyces decoyicus NRRL 2666
Streptomyces sp.4R5
Streptomyces nigrescens NBRC 128947
Streptomyces sp.12H61

©

70|

5 Streptomyces caniferus NBRC 153897
9 Streptomyces sp.26H3
757 Streptomyces sp. 26H66 _J
Streptomyces sp.8C19 R
9 Streptomyces globisporus NBRC 128677
7 Streptomyces sp.17B4

Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 129127

Streptomyces sp.14Z205

Streptomyces atratus NRRL B-169277

96 Streptomyces sp.17H28

Streptomyces roseolus NBRC 128167

99— Streptomyces sp.3Z50
Streptomyces caeruleatus NRRL B-248027
Streptomyces sp.26H52

9 Streptomyces mirabilis NBRC 134507

0 ©

8 Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 418967
9 Streptomyces sp.3168
Streptomyces sp.1N8O > 3.G|’Up

38 Streptomyces galilaeus JCM 47577
—29 Streptomyces sp.7C103
Stregtomy)c/:es iakF;/rus NRRL ISP-54827
Streptomyces sp.7N206
Streptomyces sp.1R29
o 8 Streptomyces tricolor NBRC 154617
Streptomyces sp.7C110
Streptomyces coelescens DSM 404217
99 Streptomyces sp.1R30
Streptomyces sp.17104
8 Streptomyces sp.1N18
Streptomyces sp.1R70
Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 J
Micrococcus psychrophilum T27

Sekil 4.15. Streptomyces suslari arasindaki filogenetik iligkileri gdsteren Neighbour joining
agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline goére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Uzerinde =%50 degerler
gosterilmigtir.
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Yapilan analizlerde 7C103 izolatinin Streptomyces iakyrus NRRL ISP-5482T
tip tdrd ile, 3Z50 izolatinin da Streptomyces caeruleatus NRRL B-24802T tip turt ile
%99.52 (1448 nulkleotitte 7 nukleotit farkhligi) 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi
gOsterdigi tespit edilmigtir (Cizelge 4.12).

Yapilan 16S rRNA gen bodlgesi dizi benzerligi analizlerinde 12Z2 ve 12H61
izolatlarinin Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408T tip turu ile (1439 nikleotitte 5
nlkleotit farkliligi), 26H52 izolatinin da Streptomyces mirabilis NBRC 13450 tip tur
ile (1445 nukleotitte 5 nukleotit farklihidr) %99.65 baz dizi benzerligi gdsterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Yapilan 16S rRNA gen bodlgesi dizi benzerligi analizlerinde 3168 izolati
Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 418967 tip tiri ile %99.72 (1438 nikleotitte 4
nikleotit farkhh@r), 1N18 izolati Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 tip turi ile
(1448 nukleotitte 3 nukleotit farkhhgi) ve 18C50 izolati da Streptomyces
samsunensis M1463" tip tirl ile (1425 nikleotitte 3 niikleotit farkliligi) %99.79 baz
dizi benzerligi géstermistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. Streptomyces cinsine ait 1. Grup izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari,
izolat numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine goére en yakin tip tlrleri ve
benzerlik oranlari

izolat Toprak En yakin tip tiri Benzerlik (%)
no kodu

1781 1 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
1R37 1 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
1R36 1 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
3R69 3 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
3Z77 3 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
3172 3 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
3R72 3 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
473 4 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
7C113 7 Streptomyces samsunensis M14637 100.00
7G103 7 Streptomyces samsunensis M14637 99.93
7G106 7 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
7C104 7 Streptomyces samsunensis M1463T 100.00
7C119 7 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
8126 8 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
8127 8 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
13743 13 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
13736 13 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
13125 13 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
1471 14 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
14G2 14 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
16129 16 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
17G2 17 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
18C50 18 Streptomyces samsunensis M1463T 99.79
18N50 18 Streptomyces samsunensis M1463T 100.00
18H51 18 Streptomyces samsunensis M1463T 99.93
19726 19 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
2413 24 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
24112 24 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
24116 24 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 100.00
24115 24 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 99.93
25722 25 Streptomyces samsunensis M14637 100.00
25R30 25 Streptomyces samsunensis M14637 100.00
25R31 25 Streptomyces samsunensis M14637 100.00
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70

51

68

Streptomyces antimycoticus NBRC 128397
Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677

Streptomyces sp.13Z236

Streptomyces sp.14G2

Streptomyces sp.1471

Streptomyces sp.16129

Streptomyces sp.17G2

Streptomyces sp.1R37

Streptomyces sp.24116

Streptomyces sp.24119

Streptomyces sp.2416

Streptomyces sp.3172

Streptomyces sp.3R69

Streptomyces sp.3R72

Streptomyces sp.3Z277

Streptomyces sp.8127

Streptomyces sp.8126

- Streptomyces sp.24115

- Streptomyces melanosporofaciens NBRC 130617
LStreptomyces sp.13243

B Streptomyces geldanamycininus NRRL B-36027
— Streptomyces mordarskii NRRL B-1346"
Streptomyces sp.7G106

Streptomyces sp.7C119

Streptomyces sp.4Z3

Streptomyces sp.24112

Streptomyces sp.1781

Streptomyces sp.1R36

Streptomyces sp.197226

Streptomyces sp.13125

— Streptomyces castelarensis DSM 40830 T
— Streptomyces yatensis NBRC 1010007
Streptomyces rhizosphaericus NBRC 1007787
- Streptomyces indonesiensis DSM 417597
— Streptomyces cangkringensis D13P3"

— Streptomyces griseiniger NRRL B-1865"
Streptomyces malaysiensis NBRC 164467
Streptomyces sp.7C113
Streptomyces sp.7C104
Streptomyces sp.25224
Streptomyces sp.25Z222
Streptomyces sp.25R31
Streptomyces sp.25R30
Streptomyces sp.18H51
Streptomyces sp.18C50

I Streptomyces sp.7G103
Streptomyces samsunensis M14637
Streptomyces sp.7C109
Streptomyces iranensis HM 357
Streptomyces demainii NRRL B-14787
Streptomyces albiflaviniger NRRL B-1356 T
Streptomyces javensis NBRC 1007777
Streptomyces yogyakartensis NBRC 1007797
Streptomyces violaceusniger NBRC 134597
Streptomyces celluloflavus NRRL B-2493T

6

98]

99

[
0.01

Micrococcus psychrophilum T27

Sekil 4.16. Streptomyces 1. Grup suslar arasindaki filogenetik iligkileri gosteren Neighbour
joining agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline goére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Uzerinde =%50 degerler

gOsterilmigtir.
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Yapilan 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi analizlerinde 4R5 izolati
Streptomyces nigrescens NBRC 128947 tip tirl ile, 3C10 ve 7G109 izolatlari
Streptomyces rapamycinicus NRRL B-5491T tip tiri ile, 26H3 ve 26H66 izolatlari
Streptomyces caniferus NBRC 15389" tip turl ile, 7G103 ve 18H51 izolatlari
Streptomyces samsunensis M1463" tip turu ile, 1R36, 1281, 4Z3, 7G106, 7C119,
13Z43,13125, 19226, 24112 ve 24115 izolatlari da Streptomyces sporoclivatus NBRC
1007677 tip tlrd ile %99.93 baz dizi benzerligi gostermistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Streptomyces cinsine ait 2. Grup izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari,
izolat numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine gbre en yakin tip turleri ve
benzerlik oranlari

izolat Toprak En yakin tip tiirii Benzerlik (%)
no kodu

4AN5 4 Streptomyces bingchenggensis BCW-17 99.38
4R5 4 Streptomyces nigrescens NBRC 128947 99.93
7G109 7 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-54917 99.93
7C109 7 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-54917 99.93
8C19 8 Streptomyces globisporus NBRC 128677 100.00
9C54 9 Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 99.16
9C61 9 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-5491T 99.93
1272 12 Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408" 99.65
12H61 12 Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408" 99.65
16236 16 Streptomyces bingchenggensis BCW-17 99.38
24C5B 24 Streptomyces decoyicus NRRL 26667 100.00
26H66 26 Streptomyces caniferus NBRC 15389" 99.93
26H3 26 Streptomyces caniferus NBRC 15389" 99.93
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73 Streptomyces sp.26H3
Streptomyces sp. 26H66
82" Streptomyces caniferus NBRC 15389 T
Streptomyces glebosus CGMCC 4.1873

5 Streptomyces platensis JCM 46627

Streptomyces sp.12H61
Streptomyces sp.4R5
Streptomyces nigrescens NBRC 12894 T

Streptomyces sp.24C5-B
Streptomyces decoyicus NRRL 2666 T
Streptomyces monomycini NRRL B-24309 T

r
7
837 Streptomyces tubercidicus DSM 40261 7
9
5

Streptomyces sp.1272
Streptomyces auratus NRRL 8097 T

Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408

S.globisporus NBRC 12867 '
Streptomyces sp.8C19

74 | Streptomyces sporoclivatus NBRC 100767
7 étreptomyces antimycoticus NBRC 128397
9 Streptomyces melanosporofaciens DSM 40318 T
Streptomyces yatensis NBRC 101000 7
Streptomyces javensis NBRC 1007777

Streptomyces violaceusniger NBRC 134597
82 ! streptomyces yogyakartensis NBRC 100779 T

Streptomyces demainii NRRL B-1478 T

Streptomyces iranensis HM 357
Streptomyces sp.9C61

76| | Streptomyces sp.7G109

Streptomyces sp.7C109

Streptomyces sp.3C10

Streptomyces rapamycinicus NRRL B-54917
Streptomyces hiroshimensis NBRC 3839 T
Streptomyces morookaense LMG 200747
Streptomyces palmae CMU-AB204 T
Streptomyces milbemycinicus NRRL 5739 T
gq Streptomyces sparsogenes ATCC 254987
Streptomyces cuspidosporus NBRC 123787

Streptomyces aldersoniae NRRL 185137
Streptomyces bingchenggensis BCW-17
62| | Streptomyces sp.4N5
96 Streptomyces sp.16Z36
Streptomyces synnematoformans S1557

99 Streptomyces sp.9C54
8 Streptomyces aculeolatus NBRC 148247
Micrococcus psychrophilum T27

—
0.01

Sekil 4.17. Streptomyces 2. Grup suslar arasindaki filogenetik iligkileri gésteren Neighbour
joining agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Uzerinde 2%50 degerler

gosterilmigtir.

114



Streptomyces sp. 1N80 izolati Streptomyces galilaeus JCM 47577 tip turd ile,
1R30, 1R70 ve 12104 izolatlar Streptomyces rubrogriseus LMG 20318 tip tari ile,
7C110 izolati Streptomyces tricolor NBRC 15461" tip turi ile, 1R29 ve 7N206
izolatlar1 Streptomyces coelescens DSM 404217 tip tird ile, 14Z205 izolati
Streptomyces atratus NRRL B-169277 tip tirl ile, 17B4 izolati Streptomyces
rubiginosohelvolus NBRC 129127 tip tiirt ile, 24C5B izolati Streptomyces decoyicus
NRRL 2666" tip turt ile, 7C14, 7C113, 18N50, 25722, 25724, 25R30, 25R31
izolatlarl Streptomyces samsunensis M1463T tip turt ile ve 1R37, 3R72, 3172, 3277,
8126, 8127, 13236, 1421,14G2, 16129, 17G2, 2413, 24116 izolatlari da Streptomyces
sporoclivatus NBRC 1007677 tip turt ile %100 16S rRNA gen bolgesi sekans
benzerligi gostermistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Streptomyces cinsine ait 3. Grup izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari,

izolat numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine gbre en yakin tip turleri ve
benzerlik oranlari

izolat Toprak En yakin tip turii Benzerlik
no kodu (%)
1N18 1 Streptomyces rubrogriseus LMG 203187 99.79
1N80 1 Streptomyces galilaeus JCM 47577 100.00
1R70 1 Streptomyces rubrogriseus LMG 203187 100.00
1R29 1 Streptomyces coelescens DSM 404217 100.00
1R30 1 Streptomyces rubrogriseus LMG 203187 100.00
12104 1 Streptomyces rubrogriseus LMG 203187 100.00
3750 3 Streptomyces caeruleatus NRRL B-248027 99.52
3C10 3 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-54917 99.93
3168 3 Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 418967 99.72
7C103 7 Streptomyces iakyrus NRRL ISP-5482T 99.52
7C110 7 Streptomyces tricolor NBRC 154617 100.00
7N206 7 Streptomyces coelescens DSM 404217 100.00
147205 14 Streptomyces atratus NRRL B-169277 100.00
17H28 17 Streptomyces roseolus NBRC 128167 99.51
17B4 17 Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 129127 100.00
26H52 26 Streptomyces mirabilis NBRC 134507 99.65
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Streptomyces sindenensis NBRC 3399 T
Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 129127
Streptomyces pluricolorescens NBRC 12807
Streptomyces parvus NBRC 3388 T
99| Streptomyces badius NRRL B-2567 7
Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 129127
Streptomyces globisporus NBRC 12867 7
Streptomyces sp.17B4
Streptomyces sp. 8C19
Streptomyces anulatus NRRL B-2000 7
Streptomyces pulveraceus LMG 203227
Streptomyces gelaticus NRRL B-2928 T
73| 1 Streptomyces yanii NBRC 14669 T
76| | Streptomyces sanglieri NBRC 1007847
s3|| Streptomyces sp.142205
69" Streptomyces atratus NRRL B-16927 T
100 | Streptomyces tanashiensis LMG 202747
Streptomyces nashvillensis NBRC 13064
Streptomyces roseoviridis NBRC 129117
Streptomyces violaceorectus NBRC 131027
Streptomyces bikiniensis NRRL B-10497
Streptomyces roseofulvus NBRC 13194 T
Streptomyces sp.17H28
Streptomyces roseolus NBRC 128167
73| Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 418967
Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 418967
69| Streptomyces sp.3168
Streptomyces bobili JCM 46247
70 Streptomyces sp.1N80
4’ Streptomyces galilaeus JCM 47577
Streptomyces resistomycificus NRRL ISP-5133"
Streptomyces pseudovenezuelae DSM 402127
Streptomyces sp.26H52
Streptomyces kaempferi 1377
Streptomyces mirabilis NBRC 134507
Streptomyces olivochromogenes DSM 404517
Streptomyces sp.3Z50
Streptomyces bungoensis DSM 417817
Streptomyces griseoruber NRRL B-1818"
Streptomyces shaanxiensis CCNWHQ 00317
Streptomyces caeruleatus NRRL B-24802"
Streptomyces lincolnensis NRRL 29367
Streptomyces sp.7G103
65 Streptomyces iakyrus NRRL ISP-54827
99| — Streptomyces coeruleorubidus ISP 51457
Streptomyces albogriseolus NRRL B-1305"
9" Streptomyces viridodiastaticus NBRC 131067
Streptomyces sp.1N18
o Streptomyces rubrogriseus LMG 203187
Streptomyces sp.1R30
Streptomyces sp.1R70
Streptomyces sp.12104
“o2| Streptomyces sp.7N206
Streptomyces sp.7C110
Streptomyces sp.1R29
o Streptomyces tricolor NBRC 154617
Streptomyces coelescens DSM 404217
Streptomyces anthocyanicus NBRC 148927
Streptomyces violaceoruber NBRC 12826 T
Micrococcus psychrophilum T27

©
©

91

95

53

55_|

69

58

98

0.01

Sekil 4.18. Streptomyces 3. Grup suslari arasindaki filogenetik iligkileri gésteren Neighbour
joining agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline gére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Uzerinde =%50 degerler
gosterilmigtir.
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Verrucosispora cinsi

Verrucosispora sp. 3C81 izolati ile en yakin tip tlrleri arasinda gercgeklestirilien16S
rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi analizlerinde bu izolatin Verrucosispora lutea YIM
013" tip turt ile %99.86 benzerlik (1407 nlkleotitte 2 nikleotit farkhhgr),
Verrucosispora andamanensis SP03-05" tip turl ile %99.35 benzerlik (1395
nikleotitte 9 nikleotit farkliligi), Verrucosispora sediminis CGMCC 4.3550 T tip tur
ile %99.23 benzerlik (1437 nukleotitte 11 nukleotit farkliligi) gosterdigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Verrucosispora cinsine ait izolatlarin izole edildikleri toprak numaralari, izolat

numaralari, 16S rRNA gen dizi benzerligine gére en yakin tip turleri ve
benzerlik oranlari

izolat Toprak En yakin tip tiirii Benzerlik (%)
no kodu

3 Verrucosispora lutea YIM 013 99.86
3C81 3 Verrucosispora andamanensis SP03-05" 99.35

3 Verrucosispora sediminis CGMCC 4.3550 " 99.23

Verrucosispora cinsine ait izolatlarin arasindaki filogenetik iliski Neighbour-
Joining algoritmasina gore belirlenmistir. Prauserella rugosa DSM 431947 tip susu
filogenetik iligkileri belirlemede dis grup olarak yer almistir (Sekil 4.19)
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81 Verrucosispora andamanensis SP03-05" (JX524154)
Verrucosispora wenchangensis 2344027 (HQ123435)
Verrucosispora sediminis CGMCC 4.3550" (jgi.1076312)

oo Verrucosispora sp. 3C81

98 Verrucosispora lutea YIM 013" (EF191199)

o1 Verrucosispora fiedleri MG-37" (JQ423921)

52 78— Verrucosispora gifhornensis DSM 443377 (Y15523)

Verrucosispora maris AB-18-032 T (CP002638)

Actinoplanes liguriensis NRRL B-16723" (JNYN01000213)
Phytohabitans kaempferiae KK1-3" (LC031774)
Phytohabitans flavus K09-06277 (AB663558)
Spirilliplanes yamanashiensis IFO 15828 (D63912)
— Xiangella phaseoli CGMCC 4.7038 T (jgi.1085052)
gg[— Verrucosispora sonchi NEAU-QY3" (KT633950)
_|_— Verrucosispora giuiae Rtll477 (EU427445)
Jishengella endophytica 202201 (EU560726)

Micromonospora olivasterospora DSM 43868" (X92613)

Micromonospora equina Y22 T (JF912511)
Polymorphospora rubra TT 97-42T (AB223089)

Micromonospora pattaloongensis DSM 452457 (jgi.1107896)

70

Micromonospora ovatispora 2701SIM06" (JQ836686)

— 97 Micromonospora sonneratiae 274745" (JQ619535)
Micromonospora polyrhachis NEAU-ycm2' (KC139400)

Micromonospora auratinigra TT1-117 (AB159779)

Micromonospora chaiyaphumensis DSM 452467 (jgi.1058876)
Micromonospora endophytica DCWR9-8-2" (AB981049)
Micromonospora yangpuensis FXJ6.011T (GU002071)

Micromonospora fluostatini PWB-003" (LC033898)
Micromonospora pallida DSM 438177 (X92608)
Micromonospora endolithica DSM 44398 (AJ560635)
Micromonospora spongicola S3-17 (AB645957)
Micromonospora narathiwatensis BTG4-1" (AB193559)

Micromonospora rhizosphaerae 2110187 (FJ261956)

Prauserella rugosa DSM 43194 (NR024889)

0.01

Sekil 4.19. Verrucosispora suslari arasindaki filogenetik iligkileri gosteren Neighbour joining
agaci Jukes-Cantor (Jukes ve Cantor, 1969) modeline goére olusturuldu.
Bootstrap analizi 1000 kez tekrar edildi ve nodlar Uzerinde %50 degerler
gOsterilmigtir.
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4.1.4. Streptomyces sp. 9C54 izolatinin multilokus sekans analizi ve filogenetik
dendogram olusturulmasi

16S rRNA gen bdlgesi nikleotit dizi analizi sonucu Streptomyces cinsine ait ve yeni
tur olma potansiyeli yuksek oldugu belirlenen 9C54 izolatinin atpD, gyrB, recA, rpoB
ve trpB gen bolgeleri ilgili primerler kullanilarak amplifiye edildi ve dizi eldesinde her
bir gen bdélgesi icin iki oligonikleotit primeri kullanildi (Kim vd, 2003). 9C54 izolatinin
ve izolatin en yakin olduklari tip tlrlerinin NCBI/GenBank (Benson vd, 2004) gibi
veritabanlarindan atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bdlgesi nikleotit baz dizileri
MEGA 7.0 (Kumar vd, 2016) programi kullanilarak hizalandi ve elde edilen diziler
filogenetik analizlerde kullanildi. Buna ilaveten atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen
bolgesi nikleotit farkliliklari PHYDIT 3.1 (Chun, 2001) programlari kullanilarak
karsilastirmali bir sekilde manuel olarak analiz edilmistir.

Forward ve revers primerleri kullanilarak elde edilen baz dizi verileri yan yana
getirilerek yaklasik 496 b¢’den olusan atpD gen bolgesi, 471 bg’den olugan gyrB gen
bolgesi, 572 bg’den olusan rpoB bélgesi, 504 b¢’den olusan recA gen bélgesi ve 571
b¢’den olusan trpB gen boélgesi nikleotit baz dizileri elde edildi. Baz dizilim
farkliliklari ve yuzde benzerlikleri Cizelge 4.16-20'de verilmigtir. Tek dizi haline
donusturulen rpoB, gyrB, recA, trpB ve atpD gen bdlgelerinin nikleotit baz dizileri
filogenetik dendogramin olusturulmasi igin kullaniimistir.

Test izolati ve Streptomyces tip tirlerinin rpoB, gyrB, recA, trpB ve atpD gen
bolgelerinin sekans analizine bagl filogenetik dendogramlari icin filogenetik uzaklik
matrisi olarak Jukes ve Cantor (1969) modeli ve dis grup olarak Streptomyces
megasporus TDI-217 tip tiirt kullanildi. Test izolatinin rpoB, gyrB, recA, trpB ve atpD
gen bodlgeleri nlkleotit dizilerine dayali olusturulan Neighbour-joining (Jukes ve
Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik dendogramlari Sekil 4.18-23'de
verilmistir.

Streptomyces sp. 9C54 izolati %99.16 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi
ve 1437 nikleotitte 12 niikleotit farkliigi gosterdigi S. aculeolatus NRRL B-24312T
tip tard ile %98.59 atpD gen bdlgesi nikleotit dizi benzerligi ve 496 nikleotitte 7
ndkleotit farkhihgr géstermigtir. 16S rRNA gen bolgesi bakimindan %98.77 benzerlik
ve 1385 nilkleottite 17 nudkleotit farkhligi gbsteren S. synnematoformans DSM
419027 tip turl ile atpD gen bolgesi nikleotit dizi benzerligi bakimindan %96.37
benzerlik ve 496 nukleotitte 18 baz farkliigi géstermistir. S. morookaense NRRL B-
12429 T tip turG ile de ayni gen bolgesi bakimindan %90.52 benzerlik ve 496
nukleottite 47 baz farklihgi gostermigstir (Cizelge 4.16, Sekil 4.18).

Streptomyces sp. 9C54 izolati %99.16 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi

ve 1437 nikleotitte 12 niikleotit farklligi gosterdigi S. aculeolatus NRRL B-243127
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tip turd ile %96.57 gryB gen bdlgesi nukleotit dizi benzerligi ve 408 nikleotitte 14
nakleotit farkhligi gostermistir. 16S rRNA gen bdlgesi bakimindan %98.77 benzerlik
ve 1385 nikleottite 17 nudkleotit farkhligi gosteren S. synnematoformans DSM
419027 tip turh ile gryB gen bdlgesi nikleotit dizi benzerligi bakimindan %83.33
benzerlik ve 378 nikleotitte 63 baz farkhligi gostermistir. S. morookaense NRRL B-
12429 T tip tlrG ile de ayni gen bolgesi bakimindan %82.45 benzerlik ve 376
nukleottite 66 baz farklihgi gostermistir (Cizelge 4.17, Sekil 4.19).

Streptomyces sp. 9C54 izolati %99.16 16S rRNA gen boélgesi dizi benzerligi
ve 1437 nikleotitte 12 niikleotit farkliigi gosterdigi S. aculeolatus NRRL B-243127
tip taru ile %97.42 recA gen bolgesi nukleotit dizi benzerligi ve 504 nikleotitte 13
nukleotit farklihgi gostermistir. 16S rRNA gen bolgesi bakimindan %98.77 benzerlik
ve 1385 nikleottite 17 nuUkleotit farklihgi gdsteren S. synnematoformans DSM
419027 tip tlru ile recA gen bolgesi niikleotit dizi benzerligi bakimindan %96.83
benzerlik ve 504 nukleotitte 16 baz farkligi géstermistir. S. morookaense NRRL B-
12429 T tip turG ile de ayni gen bdlgesi bakimindan %89.68 benzerlik ve 504
nikleottite 52 baz farklihgr gostermistir (Cizelge 4.18, Sekil 4.20).

Streptomyces sp. 9C54 izolati %99.16 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi
ve 1437 nukleotitte 12 niikleotit farkhhgi gosterdigi S. aculeolatus NRRL B-243127
tip tard ile %97.59 rpoB gen bolgesi nukleotit dizi benzerligi ve 540 nikleotitte 13
nikleotit farkhhgr gdstermistir. 16S rRNA gen bélgesi bakimindan %98.77 benzerlik
ve 1385 nikleottite 17 nukleotit farkhligi gosteren S. synnematoformans DSM
419027 tip turi ile rpoB gen bolgesi nikleotit dizi benzerligi bakimindan %98.15
benzerlik ve 540 nikleotitte 10 baz farkhligi gostermistir. S. morookaense NRRL B-
12429 T tip tlrG ile de ayni gen bolgesi bakimindan %90.15 benzerlik ve 540
nukleottite 53 baz farklihgi gostermistir (Cizelge 4.19, Sekil 4.21).

Streptomyces sp. 9C54 izolati %99.16 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi
ve 1437 nikleotitte 12 niikleotit farkliigi gosterdigi S. aculeolatus NRRL B-243127
tip tlru ile %96.85 trpB gen bolgesi nukleotit dizi benzerligi ve 571 nukleotitte 18
nukleotit farklihgr gostermistir. 16S rRNA gen bolgesi bakimindan %98.77 benzerlik
ve 1385 nikleottite 17 nukleotit farkhhgi gdsteren S. synnematoformans DSM
419027 tip turl ile trpB gen bolgesi nikleotit dizi benzerligi bakimindan %89.46
benzerlik ve 569 nikleotitte 60 baz farkliligi géstermistir. S. morookaense NRRL B-
12429 T tip turG ile de ayni gen bolgesi bakimindan %86.51 benzerlik ve 571
nikleottite 77 baz farkhhgi géstermistir (Cizelge 4.20, Sekil 4.22).

16S rRNA, rpoB, gyrB, recA, trpB ve atpD gen bdlgelerinin birlestiriimesiyle
elde edilen nukleotit dizilerine dayali olusturulan Neighbour-joining (Jukes ve
Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik dendogrami Sekil 4.23’te verilmistir.
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Olusturulan dendogramda Streptomyces sp. 9C54 izolati en yakin iligkili oldugu S.
aculeolatus NRRL B-24312" ve S. synnematoformans DSM 419027 tip trleri ile ayni
pozisyonda yer almislardir (Sekil 4.23).

MLSA bagh filogenetik uzaklik matriksi (p. distance) Streptomyces sp. 9C54
izolati ve 13 tip tlrl arasindaki Mega 7 programi (Kimura vd, 2016) kullanilarak
olusturulmustur. Uzaklik matriks sonuglari Cizelge 4.21°de verilmigtir. Streptomyces
sp. 9C54 izolati yakin iligkili oldugu tip tirlerinden MLSA bagli filogenetik uzaklk
bakimindan ylksek degerler vermistir. Streptomyces sp. 9C54 susu; S. aculeolatus
NRRL_B-243127 tip tirl ile 0.024, S. synnematoformans DSM_41902" tip turt ile
0.049, S. morookaense NRRL B-124297 tip turt ile 0.108 MLSA bagli filogenetik

uzaklik degerine sahiptir.
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Cizelge 4.16. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve Streptomyces cinsine ait tip tlirleri arasindaki atpD gen bdlgesinin nikleotit sayisi
farkliliklari ve dizi benzerlik % degerleri

[4A)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 --- 71496  18/496 47/496 25/495 30/495 33/495 25/495 25/495 30/496 25/495 25/495 51/496 49/496
2 98.59 - 17/496 48/496 28/495 34/495 37/495 30/495 30/495 35/496 30/495 30/495 52/496 50/496
3 96.37 96.57 --- 44/496  23/495 27/495 29/495 25/495 25/495 29/496 23/495 25/495 49/496 46/496
4 90.52 90.32 91.13 --- 25/495 34/495 36/495 25/495 25/495 37/496 27/495 27/495 41/496  6/496
5 94.95 94.34 95.35 94.95 --- 12/495 16/495  2/495 2/495  21/495  4/495 4/495  42/495 28/495
6 93.94 93.13 94.55 93.13 97.58 --- 7/495  12/495 12/495 27/495 12/495 10/495 47/495 37/495
7 93.33 92.53 94.14 92.73 96.77 98.59 --- 14/495 14/495 29/495 14/495 12/495 49/495 39/495
8 94.95 93.94 94.95 94.95 99.60 97.58 97.17 --- 0/495  19/495  2/495 2/495  40/495 28/495
9 94.95 93.94 94.95 94.95 99.60 97.58 97.17  100.00 --- 19/495  2/495 2/495  40/495 28/495
10 93.95 92.94 94.15 92.54 95.76 94.55 94.14 96.16 96.16 --- 17/495 19/495 43/496 35/496
11 94.95 93.94 95.35 94.55 99.19 97.58 97.17 99.60 99.60 96.57 --- 2/495  42/495 30/495
12 94.95 93.94 94.95 94.55 99.19 97.98 97.58 99.60 99.60 96.16 99.60 --- 42/495 30/495
13 89.72 89.52 90.12 91.73 91.52 90.51 90.10 91.92 91.92 91.33 91.52 91.52 --- 45/496
14 90.12 89.92 90.73 98.79 94.34 92.53 92.12 94.34 94.34 92.94 93.94 93.94 90.93 ---

*1-Streptomyces sp. 9C54 atpD, 2-S. aculeolatus NRRL B-243127T, 3-S. synnematoformans DSM 41902 T, 4-S. morookaense NRRL B-12429 T, 5-S.
melanosporofaciens AS 4.1742 T, 6-S. hygroscopicus subsp. hygr CGMCC 4.1527 7, 7-S. demainii DSM 41600 T, 8-S. sporoclivatus DSM 41461 T, 9-S.
antimycoticus AS 4.1591 T, 10-S. cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220 T, 11-S. violaceusniger AS 4.1423 7T, 12-S. javensis DSM 41764 T, 13-S. thioluteus NRRL
B-1667T



(oA

. sporoclivatus DSM 414617 (FJ406172)

. antimycoticus AS 4.15917 (FJ406144)

. melanosporofaciens AS 4.17427 (FJ406153)

. javensis DSM 417647 (FJ406177)

. violaceusniger AS 4.1423T (FJ406139)

. ramulosus AS 4.143T (FJ406140)

. hygroscopicus subsp. glebosus AS 4.1873T (FJ406158)
. decoyicus AS 4.1915T (FJ406159)

. caniferus NRRL B-16358" (KT384499)

. sclerotialus DSM 43032 T (FJ406181)

. thioluteus NRRL B-1667T (KT384739)

. albospinus AS 4.1628" (FJ406146)

. morookaense NRRL B-12429T (KT384650)

. lacticiproducens NRRL B-24800T (KT384614)

. cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220 T(KT384494)
S. synnematoformans DSM 41902 T (KU721033)

99_|: Streptomyces sp. 9C54
96 S. aculeolatus NRRL B-24312T (KT384446)
—— S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.1527 T (HQ244473)

99— s. demainii DSM 41600 ATP T (FJ406182)
Streptomyces megasporus NRRL B-16372T (KT384639)
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Sekil 4.20. Streptomyces sp. 9C54 izolatinin ve yakin iliskili tip tir érneklerinin atpD gen bdlgesi sekansina dayali Neighbour-joining (Jukes ve Cantor,
1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soy agaci. Agacta, % 50’nin Gzerinde desteklenen dallanma noktalar icin bootstrap degerleri verildi.
Dis grup olarak Streptomyces megasporus NRRL B-16372T organizmasi kullanildi.



Cizelge 4.17. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve Streptomyces cinsine ait tip tirleri arasindaki gryB gen bdlgesinin nikleotit sayisi
farkliliklari ve dizi benzerlik % degerleri

174"

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14
1 --- 14/408 63/378 66/376  74/376  65/376  68/376  70/378  67/376  53/309 67/376  66/378  66/376
2 96.57 == 61/378  69/376  69/376  67/376  71/376  65/378  70/376  56/309 65/376  69/378  66/376
3 83.33 83.86 --- 50/376  54/376  49/376  53/376  66/378 52/376  42/309 56/376  48/378  48/376
4 82.45 81.65 86.70 --- 59/498  11/498  5/498 67/376  3/498 1/309 61/498  2/376 10/498
5 80.32 81.65 85.64 88.15 --- 58/498  61/498  74/376  60/498  38/309  65/498 43/376  60/498
6 82.71 82.18 86.97 97.79 88.35 --- 16/498  68/376  14/498  9/309 58/498  8/376 9/498
7 81.91 81.12 85.90 99.00 87.75 96.79 --- 66/376  4/498 2/309 62/498  6/376 15/498
9 81.48 82.80 82.54 82.18 80.32 81.91 82.45 --- 65/376  53/309 69/376  67/378  67/376
10 82.18 81.38 86.17 99.40 87.95 97.19 99.20 82.71 --- 0/309 62/498  4/376 13/498
11 82.85 81.88 86.41 99.68 87.70 97.09 99.35 82.85 100.00  --- 42/309  2/309 9/309
12 82.18 82.71 85.11 87.75 86.95 88.35 87.55 81.65 87.55 86.41 --- 47/376  59/498
13 82.54 81.75 87.30 99.47 88.56 97.87 98.40 82.28 98.94 99.35 87.50 --- 8/376
14 82.45 82.45 87.23 97.99 87.95 98.19 96.99 82.18 97.39 97.09 88.15 97.87 ---

*1-Streptomyces sp. 9C54 gryB, 2-S. aculeolatus NRRL B-24312T, 3-S. synnematoformans DSM 41902 7, 4-S. morookaense NRRL B-12429 T, 5-S.
melanosporofaciens AS 4.1742 T, 6-S. hygroscopicus subsp. hygr CGMCC 4.1527 T, 7-S. demainii DSM 41600 T, 8-S. sporoclivatus DSM 41461 7, 9-S.
antimycoticus AS 4.1591 7, 10-S. cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220 7T, 11-S. violaceusniger AS 4.1423 7T, 12-S. javensis DSM 41764 T, 13-S. thioluteus NRRL
B-1667T
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castelarensis DSM 40830 T (FJ406227)
mordarskii NRRL B-1346T (KT384999)
sporoclivatus DSM 414617 (FJ406228)
melanosporofaciens AS 4.17427 (FJ406209)
yatensis NRRL B-24116" (KT385115)
yogyakartensis DSM 417667 (FJ406234)
javensis DSM 417647 (FJ406233)

demainii DSM 416007 (FJ406238)

violaceusniger AS 4.1423 T (FJ406195)
hygroscopicus subsp. hygroscopicus AS 4.1252 T (HQ244483)
rimosus subsp. rimosus AS 4.14387 (FJ406197)
morookaense NRRL B-12429" (KT385000)
lacticiproducens NRRL B-24800" (KT384963)
caniferus AS 4.1588" (FJ406199)

hygroscopicus subsp. glebosus AS 4.1873T (FJ406214)
albospinus AS 4.1628T (FJ406202)

decoyicus AS 4.1915T (FJ406215)

ramulosus AS 4.1434 T (FJ406196)

antimycoticus AS 4.1591T (FJ406144)

thioluteus NRRL B-1667T (KT385088)

cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220 T (KT384843)
sclerotialus DSM 430327 (FJ406237)

[ Streptomyces sp. 9C54

aculeolatus NRRL B-24312T (KT384795)

Streptomyces megasporus NRRL B-16372T (KT384988)

Sekil 4.21. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve yakin iligkili tip tr érneklerinin gyrB gen bélgesi sekansina dayali Neighbour-joining (Jukes ve
Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soy adaci. Agagta, % 50’nin Uzerinde desteklenen dallanma noktalari i¢in bootstrap
degerleri verildi. Dis grup olarak Streptomyces megasporus NRRL B-16372T organizmasi kullanildi.



Cizelge 4.18. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve Streptomyces cinsine ait tip tlrleri arasindaki recA gen bdlgesinin nikleotit sayisi farkliliklari ve
dizi benzerlik % degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 --- 13/504 16/504 52/504 51/504 62/504 62/504 52/504 52/504 75/504 53/504 52/504 62/504
2 97.42 === 19/504 51/504 46/504 57/504 57/504 47/504 47/504 70/504 48/504 47/504 60/504
3 96.83 96.23 = 46/504 47/504 56/504 56/504 49/504 47/504 75/504 48/504 47/504 60/504
4 89.68 89.88 90.87 --- 38/504 46/504 46/504 40/504 38/504 68/504 39/504 38/504 50/504
5 89.88 90.87 90.67 92.46 --- 17/504 17/504 3/504 1/504 62/504 3/504 2/504 42/504
6 87.70 88.69 88.89 90.87 96.63 --- 0/504 20/504 18/504 58/504 20/504 19/504 53/504
7 87.70 88.69 88.89 90.87 96.63 100.00 --- 20/504 18/504 58/504 20/504 19/504 53/504
8 89.68 90.67 90.28 92.06 99.40 96.03 96.03 --- 2/504 65/504 4/504 3/504 45/504
9 89.68 90.67 90.67 92.46 99.80 96.43 96.43 99.60 --- 63/504 2/504 1/504 43/504
10 85.12 86.11 85.12 86.51 87.70 88.49 88.49 87.10 87.50 --- 64/504 63/504 60/504
11 89.48 90.48 90.48 92.26 99.40 96.03 96.03 99.21 99.60 87.30 --- 1/504 44/504
12 89.68 90.67 90.67 92.46 99.60 96.23 96.23 99.40 99.80 87.50 99.80 --- 43/504
13 87.70 88.10 88.10 90.08 91.67 89.48 89.48 91.07 91.47 88.10 91.27 91.47 ---

9T

*1-Streptomyces sp. 9C54 recA, 2-S. aculeolatus NRRL B-24312T, 3-S. synnematoformans DSM 41902 T, 4-S. morookaense NRRL B-12429 T, 5-S.
melanosporofaciens AS 4.1742 T, 6-S. hygroscopicus subsp. hygr CGMCC 4.1527 7, 7-S. demainii DSM 41600 T, 8-S. sporoclivatus DSM 41461 T, 9-S.
antimycoticus AS 4.1591 7, 10-S. cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220T, 11-S. violaceusniger AS 4.1423 T, 12-S. javensis DSM 41764 T, 13-S. thioluteus NRRL B-
16677
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S. castelarensis DSM 40830 T (FJ406283)
S. mordarskii NRRL B-1346 T (KT385350)
S. antimycoticus AS 4.15917 (FJ406256)
S
S
S

. sporoclivatus DSM 414617 (FJ406284)

. melanosporofaciens AS 4.1742 T (FJ406265)

. yatensis NRRL B-24116 T (KT385469)
S. violaceusniger AS 4.14237 (FJ406251)
9 10 — S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.1527 T (HQ244483)
99— S. demainii DSM 416007 (FJ406294)

— S. yogyakartensis DSM 41766" (FJ406290)
Vi 106—s. javensis DSM 417647 (FJ406289)
S. morookaense NRRL B-12429T (KT385351)
Streptomyces sp. 9C54

10 _Zq: S. aculeolatus NRRL B-24312T (KT385143)
. synnematoformans DSM 419027 (KU721031)
. sclerotialus DSM 430327 (FJ406293)
. thioluteus NRRL B-1667T (KT385441)
. lacticiproducens NRRL B-24800T (KT385313)
. rimosus subsp. rimosus AS 4.1438" (FJ406253)
. ramulosus AS 4.14347 (FJ406252)
. albospinus AS 4.1628T (FJ406258)
. decoyicus AS 4.19157 (FJ406271)
. hygroscopicus subsp. glebosus AS 4.1873T (FJ406270)
. caniferus NRRL B-16358T (KT385196)

S. cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-12207 (KT385191)
Streptomyces megasporus NRRL B-16372T (KT385339)
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Sekil 4.22. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve ve yakin iligkili tip tir érneklerinin recA gen bolgesi sekansina dayali Neighbour-
joining (Jukes ve Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soy adaci. Adacta, % 50’nin Uzerinde desteklenen
dallanma noktalari igin bootstrap degerleri verildi. Dis grup olarak Streptomyces megasporus NRRL B-16372T
organizmasi kullanildi.



Cizelge 4.19. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve Streptomyces cinsine ait tip tirleri arasindaki rpoB gen bodlgesinin nlkleotit sayisi
farkliliklari ve dizi benzerlik % degerleri

8¢T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 --- 13/540 10/540  53/540 37/540 59/540  58/540 33/540 35/540 58/540 33/540 35/540  54/540
2 97.59 --- 11/540  46/540  28/540 50/540  49/540  24/540  26/540 57/540  24/540 26/540  55/540
3 98.15 97.96 --- 53/540  37/540 55/540 54/540 33/540 35/540 60/540 33/540 35/540  60/540
4 90.19 91.48 90.19 --- 48/540  43/540  42/540  46/540  48/540 55/540  46/540  47/540  54/540
5 93.15 94.81 93.15 91.11 --- 39/540  38/540  4/540 6/540 54/540  4/540 6/540 63/540
6 89.07 90.74 89.81 92.04 92.78 --- 1/540 37/540  39/540 55/540  37/540  38/540  61/540
7 89.26 90.93 90.00 92.22 92.96 99.81 --- 36/540  38/540 54/540  36/540  37/540  60/540
8 93.89 95.56 93.89 91.48 99.26 93.15 93.33 --- 2/540 53/540  0/540 2/540 61/540
9 93.52 95.19 93.52 91.11 98.89 92.78 92.96 99.63 --- 55/540  2/540 4/540 62/540
10 89.26 89.44 88.89 89.81 90.00 89.81 90.00 90.19 89.81 --- 53/540 54/540  62/540
11 93.89 95.56 93.89 91.48 99.26 93.15 93.33 100.00  99.63 90.19 --- 2/540 61/540
12 93.52 95.19 93.52 91.30 98.89 92.96 93.15 99.63 99.26 90.00 99.63 --- 62/540
13 90.00 89.81 88.89 90.00 88.33 88.70 88.89 88.70 88.52 88.52 88.70 88.52 ---

*1-Streptomyces sp. 9C54 rpoB, 2-S. aculeolatus NRRL B-243127, 3-S. synnematoformans DSM 41902 7, 4-S. morookaense NRRL B-12429 T, 5-S.
melanosporofaciens AS 4.1742 7, 6-S. hygroscopicus subsp. hygr CGMCC 4.1527 7, 7-S. demainii DSM 41600 T, 8-S. sporoclivatus DSM 41461 T, 9-S.
antimycoticus AS 4.1591 7, 10-S. cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220 T, 11-S. violaceusniger AS 4.1423 T, 12-S. javensis DSM 41764 T, 13-S. thioluteus
NRRL B-1667T
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_|: S. sporoclivatus NRRL B-16377 T (KJ996374)
63 S. antimycoticus AS 4.15917 (FJ406312)
S. castelarensis DSM 40830" (FJ406338)
99 —— S. mordarskii NRRL B-1346 T (KT388969)
S
S
S

. melanosporofaciens AS 4.17427 (FJ406321)
55 Gé:

. yatensis NRRL B-241167 (KT389087)
49%: . yogyakartensis DSM 417667 (FJ406345)
S. javensis NRRL B-24423T (KJ996577)
53 — S. aculeolatus NRRL B-24312T (KT388765)
o9 Streptomyces sp. 9C54
_98|: S. synnematoformans DSM 419027 (KU721034(
— S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.15277 (HQ244488)
106—— S. demainii DSM 416007 (FJ406349)
S. cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220T (KT388813)
100 S. morookaense NRRL B-12429T (KT388970)
S. lacticiproducens NRRL B-24800" (KT388934)
gg— S. thioluteus NRRL B-1667 T (KT389059)
S. glebosus NRRL B-3248T (KJ996716)
. rimosus subsp. rimosus NRRL B-2661 T (KJ996628)
. sclerotialus NRRL B-2950 T (KJ996681)
. albospinus AS 4.1628T (FJ406314)
. ramulosus AS 4.1434T (FJ406308)
. violaceusniger NRRL B-164977 (KJ996381)
. hygroscopicus subsp. glebosus AS 4.1873 T (FJ406326)
. decoyicus NRRL ISP-5087 T (KJ996822)

. caniferus NRRL B-16358 T (KT388818)
Streptomyces megasporus NRRL B-16372" (KT388959)
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Sekil 4.23. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve ve yakin iligkili tip tir 6érneklerinin rpoB gen bdlgesi sekansina dayal Neighbour-joining (Jukes ve Cantor,
1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soy agaci. Agacta, % 50’nin Uzerinde desteklenen dallanma noktalari igin bootstrap degerleri verildi.
Dis grup olarak Streptomyces megasporus NRRL B-16372T organizmasi kullanildi.



Cizelge 4.20. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve Streptomyces cinsine ait tip tlrleri arasindaki trpB gen bdlgesinin nikleotit sayisi farkliliklar
ve dizi benzerlik % degerleri

0€T

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

1 --- 18/571 60/569 77/571 86/567 83/567 84/567 90/567 87/567 94/571 86/567 88/571 73/567 82/567
2 96.85 === 62/569 72/571 74/567 76/567 77/567 80/567 77/567 90/571 76/567 78/571 69/567 77/567
3 89.46 89.10 === 60/569 71/567 79/567 80/567 78/567 75/567 73/569 74/567 74/569 56/567 52/567
4 86.51 87.39 89.46 === 84/567 81/567 82/567 85/567 82/567 75/571 83/567 84/571 50/567 63/567
5 84.83 86.95 87.48 85.19 = 26/567 29/567 16/567 13/567 75/567 12/567 13/567 74/567 81/567
6 85.36 86.60 86.07 85.71 95.41 --- 3/567 22/567 19/567 72/567 20/567 21/567 T74/567 80/567
7 85.19 86.42 85.89 85.54 94.89 99.47 --- 23/567 22/567 73/567 23/567 24/567 75/567 81/567
8 84.13 85.89 86.24 85.01 97.18 96.12 95.94 --- 3/567 81/567 6/567 7/567 81/567 85/567
9 84.66 86.42 86.77 85.54 97.71 96.65 96.12 99.47 --- 78/567  3/567 4/567 78/567 82/567
10 83.54 84.24 87.17 86.87 86.77 87.30 87.13 85.71 86.24 --- 75/567 76/571 74/567 74/567
11 84.83 86.60 86.95 85.36 97.88 96.47 95.94 98.94 99.47 86.77 --- 1/567 76/567 81/567
12 84.59 86.34 86.99 85.29 97.71 96.30 95.77 98.77 99.29 86.69 99.82 --- 77/567 81/567
13 87.13 87.83 90.12 91.18 86.95 86.95 86.77 85.71 86.24 86.95 86.60 86.42 --- 59/567
14 85.54 86.42 90.83 88.89 85.71 85.89 85.71 85.01 85.54 86.95 85.71 85.71 89.59 ---

*1-Streptomyces sp. 9C54 trpB, 2-S. aculeolatus NRRL B-243127, 3-S. synnematoformans DSM 41902 T, 4-S. morookaense NRRL B-12429 T, 5-S.
melanosporofaciens AS 4.1742 7, 6-S. hygroscopicus subsp. hygr CGMCC 4.1527 T, 7-S. demainii DSM 41600 T, 8-S. sporoclivatus DSM 41461 T, 9-S.
antimycoticus AS 4.1591 7, 10-S. cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220 T, 11-S. violaceusniger AS 4.1423 T, 12-S. javensis DSM 41764 T, 13-S. thioluteus
NRRL B-1667T
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Sekil 4.24. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve ve yakin iligkili tip tir érneklerinin trpB gen boélgesi sekansina dayal Neighbour-joining (Jukes ve
Cantor, 1969; Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soy agaci. Agacta, % 50’'nin Uzerinde desteklenen dallanma noktalari igin bootstrap

nu ununononuonon

. decoyicus AS 4.1915" (FJ406382)

. caniferus NRRL B-16358T (KT389168)

. hygroscopicus subsp. glebosus AS 4.18737 (FJ406381)
. thioluteus NRRL B-16677 (KT389408)

. lacticiproducens NRRL B-24800" (KT389283)

. sclerotialus DSM 430327 (FJ406404)

. synnematoformans DSM 419027 (KU721037)

Streptomyces sp. 9C54

S.
S.
. albospinus AS 4.1628T (FJ406369)

. rimosus subsp. rimosus AS 4.1438" (FJ406364)

. ramulosus AS 4.1434T (FJ406363)

. cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220T (KT389163)
. yogyakartensis DSM 417667 (FJ406401)

. javensis DSM 417647 (FJ406400)

. violaceusniger AS 4.1423T (FJ406362)

. hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.15277 (HQ244493)
. demainii DSM 416007 (FJ406405)

. melanosporofaciens AS 4.1742T (FJ406376)
. yatensis NRRL B-24116" (KT389436)

. sporoclivatus DSM 414617 (FJ406395)

. antimycoticus AS 4.15917 (FJ406367)

. castelarensis DSM 40830 T (FJ406394)

. mordarskii NRRL B-1346 T (KT389318)

nnuununnunnunnnunnuononon

aculeolatus NRRL B-24312T (KT389115)
morookaense NRRL B-12429T (KT389319)

Streptomyces megasporus NRRL B-16372T (KT389308)

degerleri verildi. Dis grup olarak Streptomyces megasporus NRRL B-16372T organizmasi kullanildi.



Cizelge 4.21. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB birlestiriimis dizileme analizlerine gore Streptomyces sp. 9C54 izolati ve Streptomyces cinsine ait tip
turleri arasindaki distance matrix

ceT

Streptomyces sp. 9C54 atpD

S. aculeolatus NRRL_B-243127 0,024

S. synnematoformans DSM_419027 0,049 0,052

S. morookaense NRRL B-124297 0,108 0,103 0,097

S. melanosporofaciens AS 4.17427 0,095 0,084 0,085 0,093

S. hygroscopicus subsp. hygr 0,111 0,103 0,103 0,097 0,045
CGMCC 4.15277

. demainii DSM 41600 7 0,113 0,105 0,104 0,097 0,047 0,006

. sporoclivatus DSM 414617 0,095 0,086 0,088 0,093 0,011 0,044 0,044

. antimycoticus AS 4.15917 0,095 0,085 0,086 0,092 0,010 0,042 0,044 0,004

. cacaoi subsp. Cacaoi NRRL B-1220 0,122 0,119 0,113 0,112 0,101 0,101 0,102 0,104 0,102

. violaceusniger AS 4.14237 0,104 0,104 0,102 0,100 0,051 0,046 0,047 0,051 0,049 0,100
. javensis DSM 417647 0,087 0,081 0,084 0,090 0,036 0,044 0,044 0,033 0,032 0,094 0,049
. thioluteus NRRL B-1667T 0,117 0,114 0,102 0,200 0,114 0,120 0,122 0,115 0,113 0,134 0,118 0,114

. lacticiproducens NRRL B-24800T 0,103 0,099 0,093 0,051 0,093 0,100 0,101 0,095 0,093 0,114 0,104 0,090 0,086
. hygroscopicus subsp. glebosus AS 0,124 0,121 0,110 0,099 0,107 0,113 0,114 0,108 0,107 0,124 0,087 0,110 0,111 0,097
18737
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S.hygroscopicus subsp. glebosus NBRC 13786 T
72— S.platensis JCM 4662 T
S. libani subsp. rufus LMG 20087 7
S. glebosus CGMCC 4.1873 T
S.caniferus NBRC 15389 T
S. ramulosus NRRL B-2714 T
S.decoyicus NRRL 2666 T
S. albospinus NBRC 13846 T
S. rimosus subsp. rimosus ATCC 10970 7
73'; S. sclerotialus NRRL ISP-5269 T
S.yatensis NBRC 101000 T
S.castelarensis DSM 40830 7
S. mordarskii NRRL B-1346 T
S.melanosporofaciens DSM 40318 T
S. melanosporofaciens NBRC 13061 T
S. sporoclivatus NBRC 100767 T
S. antimycoticus NBRC 12839 T
S. bingchenggensis BCW-1 T
S.lacticiproducens GIMN4.001 T
98{ S.morookaense LMG 20074 7
9

S.thioluteus LMG 20253 7
S.iranensisHM 35 T

55

90

99 S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NBRC 13472 T
S. demainii NRRL B-1478 T

S.yogyakartensis NBRC 100779 T
S. javensis NBRC 100777 T
S.violaceusniger NBRC 13459 T

S. poonensis NBRC 13485 T
S. cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748 T
S. synnematoformans S1557

38 Streptomyces sp. 9C54
78'7—

S. aculeolatus NBRC 148247

0.005

S.megasporus TDI-217

Sekil 4.25. Streptomyces sp. 9C54 izolati ve tip tdrlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB
birlestiriimis dizileme analizleri Neighbour-joining (Jukes ve Cantor, 1969; Saitou

ve Nei, 1987) filogenetik soy agaci. 1000 tekrarli uygulanan bootstrap degeri
%50 ve lzerinde olan nodlar verilmigtir.

133



4.1.5. DNA-DNA ve dDNA- dDNA homolojisi sonuglari

Chun vd (2018) yaptigi calismalarda 16S rRNA gen boélgesi dizi benzerlikleri
bakimindan suslarin, ilgili tip tirleri ile benzerliklerinde yeni tlir olma potansiyellerini
ifade eden esik degerinin %98.7 olarak ortaya koyuldugu literartlr bilgisine
dayanarak Actinomadura geliboluensis A8036" tip turlu ile %98.54 benzerlik
gbsteren Actinomadura sp. 14C53 izolatinin DNA homolojisi analizine ihtiyac

gorilmemistir.

Nonomuarae sp. 160415 izolatinin Nonomuraea candida NRRL B-24552T tip
tard ile dijital DNA-DNA degeri %25.7, Nonomuraea zeae DSM 100528 tip tiiru ile
%27.7, Nonomuraea turkmeniaca DSM43926" tip turi ile %29.30 olarak

belirlenmisgtir.

Rhodococcus sp.14C212 izolatinin R. aetherivorans 10bc312" tip turl ile
homoloji sonucu %73, R. ruber DSM 43338" tip turt ile homoloji sonucu ise % 60

olarak tespit edilmistir.

4.1.6. NiUmerik taksonomi

16S rRNA dizi benzerligi analizleri ve filogenetik pozisyonlanmalarina gére yeni tur
olma ihtimali yiksek olan test suslari ve bunlarin en yakin tip tarleri 80 birim karakter
Uzerinden fenotipik degerlendirmeye tabi tutuldu. Test secimleri, suslar arasindaki
morfolojik, besinsel, biyokimyasal ve fizyolojik farkliliklari en iyi ortaya koyacak
sekilde yapildi. Bazi izolatlarin fenotipik testlerin uygulandidi petri gorunttleri Sekil
4.26'de verilmigtir. izolatlarin azot ve karbon kaynaginda gelisim testleri negatif ve
pozitif kontrol petrileri ile kiyaslanarak tespit edildi. Biyokimyasal testler yapilirken
kicuk deney tupleri 5 mllik yatik agarlar halinde hazirlandi. Suslarin ekimi
gercgeklestirildi ve test ortamin renk degisimine gore pozitif ve negatif olarak
degerlendirildi. Bazi izolatlarin ve tip tirlerinin fenotipik 6zellikleri Cizelge 4.22-
4.23'de verildi.
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Degredasyon (Hipksantin) Arbutin Hidrolizi Ure Hidrolizi

Sekil 4.26. Bazi izolatlarin fenotipik testlerin uygulandidi besiyeri gérintileri
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Cizelge 4.22. Nonomuraea spp. 160415, 7N207, 12C250, 13Z33 izolatlarinin en
yakin tip turleri ile fenotipik karakterizasyonu

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Azot kaynaklari
Alfa-iso-losin + + + + + + + + +
DL-Fenilalanin + + + + + + + + i
Glisin - + + + + - + + ¥
L-Alanin + + + + + - + + +
L-Arjinin - - + + + + + + +
L-Asparajin + + + + + + + + +
L-Sistein - + + + + + - + +
L-Histidin - - + + + + - + T
L-Hidroksiprolin + + + + + + + + ¥
L-Metiyonin + + + + + + + + +
L-Prolin + + + + + - + " +
L-Serin + + + + + + ¥ + +
L-Treonin + + + + + + + + +
L-Tirozin + + + + + + + + +
L-Lizin + + + + + + ¥ + +
Karbon kaynaklari
D(-)Arabinoz + - + + r - - +
D(-)Fruktoz - - - r + - T o
D(-)Sorbitol + + + + + - + - -
D(+)Riboz - - = - - - & + +
D(+) Sellobiyoz + + + + + + + + "
D(+)Galaktoz + + + + + - + + +
D(+)Mannoz + + + + + d - _ +
D(+)Melezitoz + + + + + + + i
D(+)Melibiyoz + + + + + - - + +
Dekstran + + + 4 + + - _ _
Dextrin + + + + + + " + &
Glikoz + + + + + - + + ¥
inulin + + + + - - + + +
L(-)Sorboz - - - - + - + - -
L(+)Arabinoz + + + + - - - - +
L(+)Ramnoz + + + + + - - + -
Laktoz + + + + + - _ " _
L-glutamin + - + - + - - + "
Maltoz + + + + + - + + +
Mannitol + + + + + + + - i
myo-inositol + + + + + - - + -
Starch + + + + + - + - ¥
Suksinik asit - - - - - - - + +
(%0.1)
Sukroz + + + + + - - + +
Ksilitol - - + + + - + - -
Ksiloz + + + + + - + +
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Cizelge 4.22. (Devami) Nonomuraea spp. 160415, 7N207, 12C250, 13Z33 izolatlarinin en

yakin tip turleri ile fenotipik karakterizasyonu

1

)]

Degradasyon testleri

Adenin
Guanin
Hipoksantin
Nisasta
Tween 20
Tween 40
Tween 80
Ksantin
Ksilan
Tolerans testleri
Sicaklik (°C)

4
10
28
37

12
NaCl (%, wiv)
0

O©CO~NOOUTA WN P

10

+
+
+

+ 4+ + !

Biyokimyasal testler

Allantoin
Arbutin
Ure
Nitrat

+
+

+

+ 4+ + !

o4 4

L E S

+

o4 4

LI .

+

+ 4+ + + ' + 4+ + !

+
+

+

o4 4 v

+ o+ + +

+
+

+

Vo o+ o+ ' + + + o+ o+ o+t

+ + +

+ 4+ +

+ o+ o+ o+

+ + +

+ 4+ 0 R

+ 4+ +

+ + +

+ 4+ + !

+ + 4+ + 4

I+ + + '

+
+

+ 4+ + !

+ + 4+ + 4

+ + + + '

+

1 Nonomuraea sp. 160415 2 Nonomuraea sp.7N207 3 Nonomuraea
Nonomuraea sp.13Z33 5 N. candida DSM 45086 6 N. salmonea DSM 43678T 7 N.
turkmeniaca DSM 439267 8 N. kuesteri DSM 447537 9 N. zeae DSM 1005287

sp.12C2504
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Cizelge 4.23. Actinomadura sp. 14C53 izolatinin en yakin tip tirleri ile fenotipik
karakterizasyonu

1 2 3
Azot kaynaklari
Alfa-iso-l6sin + + +
DL- + + +
Fenilalanin
Glisin + + +
L-Alanin + + +
L-Arjinin + + +
L-Asparajin + + +
L-Sistein + + +
L-Histidin + + +
L- + + +
Hidroksiprolin
L-Metiyonin + + +
L-Prolin + + +
L-Serin + + +
L-Treonin + + +
L-Tirozin + + 1
L-Lizin + % +
Karbon kaynaklari
D(-)Arabinoz = - =
D(-)Fruktoz = + =
D(-)Sorbitol - = =
D(+)Riboz - = =
D(+) = + -
Sellobiyoz
D(+)Galaktoz - = =
D(+)Mannoz - + =
D(+)Melezitoz + + =
D(+)Melibiyoz - - -
Dekstran - - -
Dextrin + + +
Glikoz + + -
inulin - + -
L(-)Sorboz - - -
L(+)Arabinoz - + -
L(+)Ramnoz - - -
Laktoz - - -
L-glutamin + + +
Maltoz + - +
Mannitol - + -
myo-inositol - - -
Starch - + -
Suksinik asit - + -
(%0.1)
Sukroz + + -
Ksilitol - - -
Ksiloz + + -
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Cizelge 4.23. (Devami) Actinomadura sp. 14C53 izolatinin en yakin tip tdrleri ile
fenotipik karakterizasyonu

Degradasyon testleri
Adenin - - -
Kazein - - -
Kitin - - -
Jelatin -
Hipoksantin + -
Nisasta - +
Tween 20 + +
Tween 40 + +
Tween 80 + +
Ksilan - -
Tolerans testleri

Sicaklik (°C)

4 - - -
10 - -
28 + + -
37 + +

12 - - -
NaCl (%, wiv)
0 +

O©CoOoO~NOOODWNPE
1
1
1

10 - - -
Biyokimyasal testler

Allantoin + +
Arbutin - -
Ure - +
Nitrat + + +

+ 1+

1 Actinomadura sp. 14C53 2 A. geliboluensis A8036" 3 A. alkaliterrae D310ATT
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4.1.7. Antimikrobiyal aktivite

Nonomuraea sp. 160415, N. candida DSM 450867, N. turkmeniaca DSM 43926, N.
zeae DSM 100528"T, Actinomadura sp. 14C53, A. geliboluensis A8036", A.
alkaliterrae D310ATT izolatlari ve tip tirlerinin Aspergillus niger-izolat, Bacillus
subtilis NRRL-B 209 T, Candida albicans ATCC 10231 T, Escherichia coli ATCC
25922 T, Entereccoccus faecalis ATCC 19433 T ve Staphylacoccus aureus ATCC
25923" patojenleri Gzerinde antimikrobiyal aktivitesi test edilmis ancak bir zon ¢api

Olcllememisgtir.

4.1.8. Kulturel ve morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi

izolatlarin farkli besiyerlerindeki biiyiime ve gelisimleri

izolasyon agarlarindan saflastirilan ve kiiltire alinan bazi izolatlarin (14C53,
160415, 7N207, 12C250, 13233) on farkli besiyerlerindeki kultirel ve morfolojik
Ozellikleri incelenmek Uzere en yakin akraba tip tdrleriyle birlikte blyime ve
gelismeleri saglandi. On farkll besiyerinde izolatlarin gelisimi, spor rengi, substrat
miselyum ve c¢Ozunur pigment rengi Ozellikleri belirlendi (Cizelge 4.24-4.25).
izolatlardan bazilarinin farkli besiyerlerindeki gelisim morfolojileri Sekil 4.27'de

verildi.
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C

Sekil 4.27. Baz izolatlarin 10 farkl besiyeri gelisim morfolojileri (A- Actinomadura
sp. 14C53, B- Nonomuraea sp. 160415 C- Nonomuraea sp.7N207)
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Cizelge 4.24. Nonomuraea spp. izolatlari ve tip tirlerinin 10 farkli besi yerinde gelisim ve pigment ézellikleri

ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 ISP6 ISP7 Bennett's TSA Czapek’s Nutrient A
A A
Nonomuraea sp. Gi+++ G+ ++ G+ G:i++ G:- +++ Gi++ Gi+++ G+ Gi+++ G:i++
160415 R: - R: bej R:- R: - R:- R:- R: - R:- R: - R:-
A: A: Kah A: Kah A: Koy.kah  A:-Kah. A:Kah A: Kah A:Kah A: Kah A:Kah
Acikkah. S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
S:-
Nonomuraea Gi+++ Gi+++ Gi++ G:- G:+++ G:+ G:+++ G:+++ Geligim G:+++
sp.7N207 R: - R: - R: - R:- R:- R: mor R: siyah R:kahve yok R:-
A:Ac. Kah  A: Ag. A: kahve A:- A: kahve A: mor A: beton A:kahve A:Kahve
S: - Kah S: - S:- S:- S: kirmizi S: siyah S: bazalt S:-
S:-
Nonomuraea G+ ++ Gi+++ Gelisim G:i++ Gi+++ Gi+++ Gi+++ Gi++ + Gelisim Gi++ +
sp.12C250 R:- R: Bej yok R: - R: - R: - R: - R: - yok R: -
A: Kahve A: Krem A: Kahve A:kahve A: Kahve A: Kahve A:Kahve A: Kahve
S:Turuncu  S:- S:- S:- S:- S:- S:- S:-
Nonomuraea Gi++ + G+ ++ Geligim G:++ Gi++ + Gi+++ Gi+++ Gi+++ Geligim G: +++
sp.13Z33 R: R: Krem yok R: - R: - R:- R: - R:- yok R:-
A: kahve A: Kahve A: Kahve A: Kahve A:Koyu A: Kah A:Kahve A:Kahve
S:-Turuncu  S:- S: - S: - Kah S: Aclk S:- S:-
S:- kah
N. candida DSM Gi++ + Gi+++ Gelisim Gelisim Gi+++ G+ + Gi+++ Gi+++ Gelisim Gi+++
450867 R: krem R:Krem yok yok R: - R: Krem R: Gri R: - yok R: -
A: A:Kahve A: Siyah A: Turuncu  A: A:Turuncu A:
KoyuKah S:- S:Agik Kah  S:- KoyuKah S:- KoyuKah
S:Kahve S:Sari S:Acik Kah
N. salmonea DSM G+ ++ Gi+++ Geligim Gelisim G:+ G:+ Gi+++ G:++ Geligim G:++
436787 R: Krem R: Bej yok yok R: - R: Krem R: - R: - yok R: -
A: Kahve A: Koyu A: Kahve A: Acik A: Koyu A: Turuncu A: Agik
S:- kirmizi S:- kah Bordo S:- Turuncu
S:- S:- S:Bordo S:-
N. turkmeniaca DSM Gi++ + G+ ++ Geligim Geligim Geligim G:+ G:++ G:- Gi++ + G:++
439267 R: - R: Krem yok yok yok R: - R: - R: - R: - R: -
A: Kahve A: Mor A: Koyu A: Acik A - A: Truncu A: Truncu
S:- S:-Acik yes kah S:- S:- S:-
mor S:- S:-
N. zeae DSM Gi+++ Gi++ Gi++ Gelisim G:i++ G+ Gi+++ Gi+++ Gelisim G:i++
1005287 R:Koyu R: Gri R: Bordo yok R: Kahve R: Turuncu R: R:Mor yok R:
kahve A: Beyaz A:- A- A:- Kahve - Kirmizi
A: beyaz S:- S:- S:- S:- A:- S:- A:-
S:- S:- S:




evl

Cizelge 4.25. Actinomadura sp. 14C53 ve tip tirlerinin 10 farkh besi yerinde gelisim ve pigment 6zellikleri

ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 ISP6 ISP7 Bennett's TSA Czapek’s Nitrient A
A A
Actinomadura Gi+++ G:++ G:+ Gi+++ Gi+++ G:++ Gi+++ Gi+++ Gelisim yok G:++
sp. 14C53 R:Agik R:Beyaz R:Sari R:Krem R: R:Bordo R:Pudra R Agik turuncu R:Agik sari
turuncu A:Krem A: Beyaz A: Krem Acik A:Krem A: Krem A:Krem A: Beyaz
A: krem S:- S:- S:- turuncu S:- S:- S:- S:-
S:- A:Krem
S:-
A. G:+++ G: G: +++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++ G:+++
geliboluensis R: +++ R:Agik gri R: Krem R: R: Bej R: Krem A: R:Sari R: Krem R Sari
A8036" Sari R: Yesilimsi A: Beyaz A: Beyaz Acik - Beyaz S:- A: Beyaz A: Beyaz A: Beyaz
A: Beyaz gri S:- S: - turuncu S:- S:- S:
S: - A: Beyaz A: beyaz
S:- S:-
A. alkaliterrae Gi+++ Gelisim yok  Gelisim yok G+ G:++ G+ Gi+++ Gi+++ Gelisim yok Gi+++
D310ATT R:Bej R:Pudra R:Sar R:Gri R: Krem R:AcikTuruncu R:Sar
A:- A:- A:Beyaz - A: Krem A:- A: Beyaz
S:beyaz S: S:- S:- S:- S:- S:Beyaz




Taramali elektron mikroskobisi (SEM) ile spor morfolojisi

16S rRNA gen dizi analizine gére yeni tlr olma potansiyeli daha fazla olan
Actinomadura sp. 14C53, Nonomuraea sp. 160415 ve Rhodococcus sp. 14C212
izolatlarinin aerial miselyum morfolojileri taramali elektron mikroskobu ile belirlenmis

ve gorselleri Sekil 4.28'de verilmistir.

Actinomadura sp. 14C53 susu spor ylzeyi purlzsuz ve kisa spor zincirlerine
sahiptir. Nonomuraea sp. 160415 izolatinin kisa spor zincirlerini olugturan sporlarin
ylzeyleri purizstzdir. Rhodococcus sp. 14C212 izolatinin sporlari ise yuvarlak

sekilli ve ylzeyleri purlzsuz olarak belirlenmistir.

a
y ‘t‘,__,;

GUFEF

X*3,'Bea Skm

Rhodococcus sp. 14C212

Sekil 4.28. Actinomadura sp. 14C53, Nonomuraea sp. 160415 ve Rhodococcus sp.
14C212 izolatlarinin SEM goruntuleri
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4.1.9. Kemotaksonomik karakterizasyon

izolatlarin, ait olduklari cinslerin karakteristik kimyasal ézelliklerinin belirlenmesi icin
kemotaksonomik analizleri gercgeklestirildi. Bu analizler diaminopimelik asit, seker,

yag asiti profili, polar lipit ve menakinon analizlerini kapsamaktadir (Cizelge 4.28).

Seker analizi

Yeni tir olma ihtimali yiksek olan Nonomuraea sp. 160415 ve Actinomadura sp.
14C53 izolatlarinin tim-hicre seker hidrolizatlari tek boyutlu ince tabaka
kromatografisi ile analiz edildi. Standart olarak glukoz (%1, w/v), galaktoz (%1, wiv),
arabinoz (%1, w/v), mannoz (%1, w/v), ksiloz (%1, w/v), riboz (%1, w/v) ve ramnoz
(%1, wiv) sekerlerini igeren ¢ézelti kullanildi. izolatlarin seker profili, tim-hiicre
seker hidrolizatlarinin  kromatografi plakasi (zerindeki hareketlerinin ve renk

profillerinin standart sekerler ile kargilastiriimasiyla belirlenmigtir.

Sekil 4.29. Nonomuraea sp. 160415 ve Actinomadura sp. 14C53 suslarinin seker profilleri.
(Std 1: Gal; galaktoz; Ara; arabinoz; Xyl; ksiloz; Std 2: Glu; glikoz; Man, mannoz;
Rib, riboz; Rham, ramnoz; Mad, maduroz)

Polar lipid analizi

Actinomadura sp. 14C53 ve Nonomuraea sp. 160415 suslarinin DSMZ firmasindan
hizmet alimi yoluyla elde edilen molibdofosforik asitle boyanmis tim lipit profillleri
Sekil 4.30 ve 4.31'de goérulmektedir. Amino gruplari ninhidrin ile, glikolipitler a-naftol
ile ve fosfat gruplari molibden blue ile ayrica boyanmig ancak TLC kromatogramlari
analiz islemlerinde kullanildigi ve firma kural ve sartlari nedenleriyle tarafimiza

sunulmamigtir.
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Sekil 4.30. Actinomadura sp. 14C53 turunun polar lipit profili. (L,lipit; GL, glikolipit; PL,
fosfolipit; PlI, fosfotidilinositol)
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Sekil 4.31. Nonomuraea sp. 160415 tirtnin polar lipit profili. (L, lipit; GL, glikolipit; AL,
aminolipit; PL, fosfolipit; PG, fosfotidilgliserol; PGL, fosfoglikolipit; DPG,
difosfotidilgliserol )

Menakinon analizi

Actinomadura sp. 14C53 ve Nonomuraea sp. 160415 izolatlarin menakinon
analizleri Almanya’nin Leibniz Institute DSMZ (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures) firmasindan hizmet alimi  yoluyla
gerceklestiriimistir. Menakinonlarin belirlenmesinde literatr olarak Collins vd, (1977)

ve Tamaoka vd, (1983)’e gore gerceklestirilmistir.
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Actinomadura sp. 14C53 susunun baskin menakinon olarak MK9(H4) (2%),
MK9(He) (20%), MK9(Hs) (43%) ve MK9(Hio) (4%) bilesiklerini icermektedir.
Nonomuraea sp. 160415 susunun ise MK9 (4%), MK9(H>) (5%), MK9(H4) (69%) ve
MK9(Hs) (14%) menakinonlarini igerdigi belirlenmigtir.

Yag asiti analizi

Gaz kromatografisi verilerine gore test suslari ve en yakin akraba tip tirlerinin yag
asiti metil esteri profilleri Cizelge 4.26 ve 4.27'de verilmigtir. Actinomadura sp.
14C53 izolatinin majér yag asiti olarak iso Cieo (%37.82) ve Ciso (%23.15) yag
asitlerini icerdigi belirlenmigtir. Nonomuraea sp. 160415 izolatinin major yag asitleri
ise iso Ciso (%31.59), Cizo 10-metil (%17.9), iso Cie1 G (%14,64) ve iso Ciso
(%10.02) olarak belirlenmisgtir.

Cizelge 4.26. Actinomadura sp. 14C53 izolatinin en yakin tip turlerinin yad asiti analiz

sonuglari
Yag asidleri 1 2 3
Doymus
Cu40 1.0 5.63 3.09
Ciso 4.32 1.25 0.79
Cis0 23.15 22.82 71.26
Ciro 3.75 1.04 1.03
Ciso 0.72 8.13 5.30
C200 - 1.33
Doymamig
Cis5:0 30H 6.07 - -
C16:0 30H - 3.45 -
Ci61B - 1.27 0.51
Ci6:1Cis 9 2.44 1.64 5.34
Ci17:1Cis 9 0.66 - -
Cig:1Cis 9 0.81 6.41 2.54
Dallanmig
iso Ci4:0 0.76 2.90 -
iso Cis:0 37.82 20.07 3.32
iso Ciso 1.82 1.22 -
iso C17:020H 1.47 - -
iso Cis5:1 F - 2.07 1.98
iso Cig:1 H 0.96 - -
Ci6:0 9-methyl - 2.58 -
Ci6:0 10-methyl 2.39 - 4.40
Ci7:0 10-methyl 3.47 1.17 0.44
Cis:0 10-methyl (TBSA) 2.01 11.65 -
Summed Feature 6 - 3.43 -
Summed Feature 9 1.04 0.98 -
Unknown 14.966 6.31 - -

*1, Actinomadura sp. 14C53; 2, A. geliboluensis A8036T; 3, A. alkaliterrae D310AT

*Summed Feature 6 comprised anteiso Ciso /18:2c, Summed Feature 9 comprised un
18.858/.846/19cy
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Cizelge 4.27. Nonomuraea sp. 160415 izolatinin en yakin tip tlrlerinin yag asiti
analiz sonuglari

Yag asidleri 1 2 3 4 5
Doymus

C130 0.37 - 0.78 - 0.44
Cus0 1.03 2.46 2.18 1.60 1.91
Ciso 2.74 2.47 6.53 3.22 4.61
Cie0 1.55 4.01 5.82 1.61 4.61
Ci7o 1.63 1.03 4.81 4.10 7.73
Ciso0 2.58 - - - 3.43
Doymamig

C150 20H - - 1.40 0.78 1.12
C15.0 30H - 6.28 1.26 2.77 -
C16:0 20H - - 1.17 1.14 1.42
C17.0 20H - - 0.31 2.07 -
Cie:1Cis 9 0.81 - 1.38 1.41 1.34
Ci7:1Cis 9 - 0.96 2.54 4.52 1.83
Cis:1Cis 9 - 3.01 0.43 0.88 0.36
Dallanmisg

iso Ci20 0.31 - - - -

iso Ci40 2.34 0.67 0.94 0.48 0.80
iso Cis0 10.02 9.71 3.30 5.53 3.59
iso Ci60 31.59 14.89 22.85 14.82 23.12
iso Ci70 0.76 - 0.63 - 0.61
iso Ciso 1.42 0.61 0.50 0.63 1.21
is0 C16:020H 4.12 4.10 9.77 9.88 11.96
iso C17:020H - - 0.29 0.60 1.52
iso C161 G 14.64 4.11 3.08 7.53 2.76
iso Cis1 H 0.19 - - - 0.43
Ci6:0 10-methyl 1.80 1.52 2.82 1.07 -
Ci7:0 10-methyl 17.90 7.88 20.09 26.22 18.90
Cis:010-methyl (TBSA) 0.58 0.94 1.76 1.68 1.58
iso Cis:0 10-methyl - 8.35 2.46 3.46 -
anteiso Cis:o - - 0.45 0.54 -
anteiso Ci7.0 0.96 - 0.66 1.35 0.84
Summed Feature 6 - 19.04 - - 0.56
Unknown 16.048 1.68 - 0.49 - -
Unknown 14.966 - 7.06 1.29 2.11 -

*1; Nonomuraea sp. 160415; 2, N. candida DSM 450867; 3, N. zeae DSM 100528T; 4, N. turkmeniaca
DSM 439267; 5, N.kuesteri DSM 447537

* Summed Feature 6 comprised anteiso Cis:0/18:2¢
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Cizelge 4.28. Analizi yapilan Actinomadura sp. 14C53 ve Nonomuraea sp. 160415
izolatlarinin kemotaksonomik dzellikleri

izolat Seker profili Major yag asitleri Polar lipitler Baskin
menakinonlar

Actinomadura sp. Glukoz, iso Cie:0, C16:0 L, GL, PL, PI MK9(Hs),

14C53T Maduroz, MK9(Hs)

Mannoz, Riboz,
Nonomuraea sp. Galaktoz,Glukoz, iso Ciso, Cizo 10- L, GL, AL, MK9(Ha4),
1604157 Maduroz, Riboz, methyl, iso Ci61 G, iso PL, PG, PGL, MK9(He)
Cis0 DPG

*L(lipit), GL (glikolipit), AL (aminolipit), PI (fosfotidilinositol), PL fosfolipit), PG (fosfotidilgliserol), PGL
(fosfoglikolipit), DPG (difosfotidilgliserol)

4.1.10. Tum genom sekans analizleri

Tum genom sekans dizilemeleri sonucuda elde edilen tim genom verileri draft
olarak elde edilmis olup, ylksek sayida kontiklerden olusmaktadir. Tim genom
dizilemesi yapilan Actinomadura sp. 14C53 izolatinin genom verilerinin RAST server

(URL 14: http://rast.nmpdr.org/rast.cqi ; Brettin vd, 2015) ile analizi sonucunda 623

kontikten olusan toplam 9042531 baz icerdigi belirlendi. Ayrica izolatin G+C
iceriginin %71.3 oldugu, 9117 adet protein kodlamasi yapabildigi ve 73 adet RNA'ya
sahip oldugu tespit edildi. Actinomadura sp. 14C53 susunun 16S rRNA gen bdlgesi
bakimindan en yakin tip tirii olan A. geliboluensis A8036" tip susunun analizinde ise
798 kontik sayisina, 9423243 baz igerigine, %72.2 G+C igerigine, 73 adet RNA'ya
sahip oldugu ve 9457 adet protein kodladigi tespit edildi.

Tdm genom sekansi yapilan bir diger izolat Nonomuraea sp. 160415 izolatinin

genom verilerinin RAST server (URL 14: http://rast.nmpdr.org/rast.cqi; Brettin vd,

2015) ile analizi sonucunda 671 kontikten olusan toplam 14338389 baz icerdigi
belirlendi. Ayrica izolatin G+C igeriginin %69.6 oldugu, 15205 adet protein
kodlayabildigi ve 75 adet RNA’ya sahip oldugu tespit edildi. Nonomuraea zeae DSM
100528 T susunun 756 kontikten olusan toplam 13620107 baz icerdigi belirlendi.
Ayrica izolatin G+C igeriginin %71.0 oldugu, 13212 adet protein kodladigi ve 71
adet RNA'ya sahip oldugu tespit edildi. Nonomuraea turkmeniaca DSM 439267
susunun 592 kontikten olusan toplam 11352082 baz icerdigi belirlendi. Ayrica
izolatin G+C igeriginin %69.7 oldugu, 11739 adet protein kodladidi ve 70 adet
RNA’ya sahip oldugu tespit edildi.

Tdm genom sekans dizilemesi yapilan Actinomadura sp. 14C53 susunun

genom verilerinin  antiSMASH bacterial version uygulamasinda (URL 16:

https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start; Weber vd, 2015)
gerceklestirilen analizlerinde; Actinomadura sp. 14C53 susunun 9042531 baz

ciftinde (623 kontik) 68 tanimlanmamis 36 tanimlanmis olmak Uzere toplam 104
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sekonder metabolit gen kiimesine sahip oldugu ve bunlarin ribozomal olmayan
peptit sentetaz (NRPS), poliketit sentaz (PKS) gen bdlgeleri ile terpen, lantipeptit,
siderofor, bakteriyosin ve ektin gibi metabolitlerin yaninda farkh sekonder

metabolitleri de kodladig! belirlenmistir.

Nonomuraea sp. 160415 susnunda 14338389 baz ciftinde (671 kontik)
toplamda 173 olmak dzere 137’si tanimlanmamig, 36’st tanimlanmis sekonder
metabolit gen kimesine sahip oldugu yapilan analizlerde belirlenmistir. N. zeae
DSM 100528 tip turiinde tanimlanmis 67, tanimlanmamis 104 olmak lzere toplam
171, N. turkmeniaca DSM 43926 tip tlriinde tanimlanmis 44 tanimlanmamis 92
olmak Uzere toplam 136 sekonder metabolit gen kiimesi belirlenmistir. Bu gen
kimelerinin NRPS, PKS gen bdlgeleri ile terpen, lantipeptit, lassopeptit, siderofor,
indol ve bakteriyosin gibi metabolitleri de kapsayan farkli sekonder metabolitleri
icerdigi tespit edilmistir. Bu sekonder metabolit gen kimelerinin bazilari ve bunlarin
bezerlik oranlari Cizelge 4.29°'da verilmistir. Buna ilaveten disik ylzde benzerlik
oranlarinda da olsa (<%10); alnumycin, enduracidin, salinomycin, thiotetronate
(antibiyotik), fostriecin, herboxidiene (antitimdr ajan), enterocin (antiviral), cinerubin
B (antiparazitik), fengycin (antifungal), simocyclinone (DNA giraz inhibitor) gibi

tanimlanmamis sekonder metabolit gen kiimelerinin varligi da tespit edilmistir.
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Cizelge 4.29. Tim genom sekans analizi yapilan suslar ve tip tlrlerinin tanimlanmis
bazi sekonder metabolit gen kimleri ve yuzde benzerlikleri

Biyosentetik gen 1 2 3 4
kiimesi
Ectoine %2100
Lantipeptide (%) Catenulipeptin - Catenulipeptin
(60), (60)
Venezuelin (50)
Terpene (%) 2- Frankiamicin (21), 2- 2-
methylisoborneol Geosmin (100) methylisoborneol methylisoborneol
(50), (100), (100),
Hopene (46, 38) Geosmin (100) Geosmin (100)
NRPS (%) Kauitamisin (33), - Coelichelin (54) Coelibactin  (72),
Mirubaktin (78) Scabichelin (100)
T1PKS (%) Marinopirol (48) Heronamide (41), Nigericin (55)
Vicenistatin (25)
T3PKS (%) - Alkilresorsinol Alkilresorsinol (66)  Alkilresorsinol
(60) (100)
Siderofor (%) Tanimlanmamis Macrotetrolide Tanimlanmamis Tanimlanmamig
(33), (2 adet) (2 adet)
Tanimlanmamis
(2 adet)
Indigoidine - %80

1-Actinomadura sp. 14C53, 2-Nonomuraea sp. 160415, 3-N. zeae NEAU-ND5 T, 4-N. turkmeniaca
DSM 439267

4.2. Tartigsma

Toprakta yasayan makro canlilarin yaninda, mikroorganizmalarinda organik
maddelerin ve mineral-kayaglarin parcalanmasinda énemli rolleri bulunmakta ve bu
canhlar bazen mekanik, bazen de kimyasal etki meydana getirerek kayac-mineralleri
ayristirarak toprak olusumuna yardimci olmaktadirlar. Kayalik habitatlarda yaygin
olarak bulunan bakterilerin Actinobacteria, Bacteroides ve Proteobacteria Uyelerinin
olduklari daha énceki ¢alismalarla gésterilmis olmakla birlikte endolitik habitatlarda
Actinobacteria’nin 6nemli gruplardan biri oldugu bildirilmistir (Cockell vd, 2009).

Actinobacteria filumlarindan, Micromonospora uyeleri 06zellikle humusca
zengin topraklarda yayilig gostermekte ve sahip oldugu hidrolitik enzimler sayesinde
organik madde déngusinde dnemli rol oynamaktadirlar. Seltloz, kitin, lignin ve diger
kompleks polisakkaritleri sahip oldugu hidrolitik enzimlerle parcalayabilmektedir
(Erikson, 1941; Wilson, 1992; Gacto vd, 2000; Menezes vd, 2008).

Actinobacteria izolatlarinin  flamentleri kaya ylzeyinde farkli ydnlerde
blylyerek vezikller bosluklarda dallanma yetenegindedir. Bu stre¢ fungal hiflerin
kayalara tutunmasinin analogu bir sire¢ olarak yorumlanmistir (Burford vd, 2003).
Ayni zamanda flamentli Actinobacteria Uyelerinin bircok yonde hareket ederek
gecirgen kayalarda sistematik olarak kolonize olmasini saglamaktadir. Bu durum

kayalardan elde edilen izolatlardaki Actinobacteria yogunlugunun Bacteriodetes
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Uyelerine oranla daha fazla olmasini agiklamaktadir. Benzer sekilde volkanik
piroklastik katmandan yapilan izolasyonlarda da goézlenmistir (Ibekwe vd, 2007).
2007 yihna kadar yapilan tim c¢alismalarda Actinobacteria tyelerinin Acidobacteria
Uyelerinden sonra Hawaiian lavlarinda bulunan tek filum oldugunu gostermigstir. Bu
gOzlemler, Actinobacteria’nin volkanik kayalarda ve kullerinde ve potansiyel olarak
ardigik asinmalarinda énemli bir rol oynadigini géstermektedir (Cockell vd, 2009).

Tang vd (2012), Cin’in Guizhou Karst alanlarinda kire¢ tasi ve dolomite
Uzerinde yer alan endolithik bakterilerin belirlenmesine yoénelik bir arastirma
yapmiglardir. Yapilan g¢alismaya gére bu kayaglar Uzerinde en fazla
Cyanobacteria’nin yaygin oldugu bunu Alphaproteobacteria, Acidobacteria ve
Actinobacteria izledigini belirlemiglerdir.

2016 yilinda bazaltik cam Gzerinde Henri vd yaptigi ¢alismada tim 6rneklerde
temsil edilen organizma gruplari;  Actinobacteria,  Alphaproteobacteria,
Deltaproteobacteria ve Gammaproteobacteria olarak belirlenmistir. Ote yandan Dias
vd (2018) tarafindan yapilan ve dogal kire¢ tasinda meydana gelen renk degisikligi
ile ilgili olan ¢alismada baskin filum olarak Actinobacteria (% 87.2) ve Proteobacteria
(% 7.1) tespit edilirken, prokaryotik populasyonda yaygin familyalarin
Geodermatophiliceae (% 36.8), Micrococcaceae (% 19.4) ve Nocardioidaceae (%
10.9) taksalari oldugu belirlenmistir.

Bu tez calismasinda, kayaglarin ayrisma sireglerinde mikroorganizmalarin
rollerini arastiran bilim insanlarinin galismalarinin sinirl kaldigi ve aktinobakteriyel
cesitliliginin yeterli dizeyde ortaya konulamadi§i bazaltik ana materyal ve Uzerinde
olusmus ylzey toprak ve ana materyal érneklerinden Actinobacteria sinifina ait 10
farkh  cinsten izolatlar elde edilmistir. Actinomadura, Actinopolymorpha,
Micromonospora, Nocardia, Nonomurae, Plantactinospora, Rhodococcus,
Saccharopolyspora, Streptomyces ve Verrucosispora cinslerine mensup bu test
izolatlar1 9, 13, 17, 19 ve 26 kodlu ana materyal érneklerinden ve 1, 3, 4, 7, 8, 12,
14, 16, 18, 24 ve 25 kodlu bazaltik ana materyal Gzerinde olusmus ylzey toprak
orneklerinden izole edilmisgtir.

Xi vd (2018) yaptigi calismada, kaya ayrismasinda rol alan bakteri
populasyonlarinin cesitliligi ve farkhihdinin, bitisik topraklarin yanisira degisme
ugramis kayaclarin ylizeyinde de mevcut oldugunu gdstermistir. Buna ilaveten,
degisime ugramis kayalardan ve topraklarda bulunan kaya ayristirici tlrlerin gcogu
daha o6nce bildiriimemigtir. Bu durum ayristirici bakterilerinin ortamlarina 6zgu
oldugunu dusundiarmektedir. Ayrica, degisime ugramis kayalardaki bakterilerin
yarisindan fazlasinin bitisik topraklarda bulunanlardan farkh oldugunu belirtmislerdir
(Xi vd, 2018). Certini vd (2004), kaya yuzeylerinde ve bu yuzeyleri cevreleyen
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topraklarda yasayanlardan farkli spesifik bakteri turlerinin kolonize oldugunu
gOstermistir.

Bu literartr bilgisi ile uyumlu olarak tez ¢alismamizda 9, 13, 17, 19 ve 26
kodlu ana materyal drneklerinden Actinomadura, Micromonospora, Nonomuraea ve
Streptomyces cinslerine ait suglar izole edilmigken, bunlardan farkli olarak 1, 3, 4, 7,
8, 12, 14, 16, 18, 24 ve 25 kodlu ana materyal lzerinde olusmus ylzey toprak
orneklerinden  Actinopolymorpha, Nocardia, Plantactinospora Rhodococcus,
Saccharopolyspora ve Verrucosispora cinslerine ait suslar izole edilmistir.

Son yillara kadar yeni turlerin tanimlanmasi igin 16S rRNA geninin benzerlik
degeri %97 olarak O6nerilmistir (Stackebrandt ve Goebel, 1994), ancak son
zamanlarda yapilan cgalismalarda bu esik degeri %98.7-99 olarak 6nerilmis ve
yaygin olarak kullaniimaya baglanmigtir (Meier-Kolthoff vd, 2013, Chun vd, 2018).
Bu literatlr bilgisi 1s1ginda, ¢alismada elde edilen izolatlardan 16S rRNA gen dizi
benzerligi %98.7-99 olan izolatlar yeni tir olma potansiyeli yuksek olan izolatlar
olarak belirlenmigtir. 16S rRNA gen dizi benzerligi %98.7-99 degerinin arasinda
olan izolatlarin yeni tir olma durumlarinin dogrulanabilmesi i¢in MLSA, DDH-DDH
ve dDDH-dDDH analizleri yapilmistir. 16S rRNA gen dizi benzerligi %99'un Gzerinde
olan izolatlarin yeni tur statulerinin dogrulanabilmesi in silico DDH analizleri en kisa
sirede yapilacaktir.

Deniz seviyesinden 251 m yukseklige sahip tepe Ustl duzluk alani ve mera
olarak kullanilan 6 numaral toprak profilinin yuzey topragi olan ve 14 laboratuvar
kodu verilen 0©rnekten Actinomadura, Micromonospora, Plantactinospora,
Rhodococcus ve Streptomyces cinslerine ait suslar izole edilmistir. Bunlarin
icerisinden Actinomadura sp. 14C53 izolati, 16S rRNA gen dizi benzerligi en yakin
tip tdrd ile 16S rRNA gen dizi benzerlik oraninin %98,7’in altinda (%98,54) olmasi
nedeniyle yeni tir olma potansiyeli en yiksek olan izolat olarak
degerlendiriimektedir. Bu izolatin Genbank accesion numarasi alinmig, Almanya
Mikroorganizma ve Hucre Kilturleri Koleksiyonu'nda (DSMZ — Almanya) ve Kore Tip
Kaltarleri Koleksiyonu'nda (KCTC — Glney Kore) depolanmis (Cizelge 4.30),
kemotaksonomik ve numerik karakterizasyonu tamamlanmigstir. Tim hicre duvar
seker analizinde karakteristik seker olarak galaktoz, glukoz, maduroz ve riboz
sekerleri belirlenmigtir. Polar lipit profilinde L, GL, PL, Pl bulunmaktadir.
Kemotaksonomik agidan Actinomadura cinsinin genel 6zellikleri ile kiyaslandiginda,
cins ile uyumlu 6zellikler gdsterdigi gorulmektedir. En yakin tip tdrleri ile yapilan
fenotipik karsilastirmada Actinomadura sp. 14C53 izolati melezitoz, sukroz ve
ksilozu karbon kaynagi olarak kullanabilme bakimindan A. alkaliterrae D310ATT tip

tira ile farkhlik gbstermektedir. Maltozu karbon kaynagi olarak kullanabilmekte, A.
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geliboluensis A8036T tip turi ise kullanamamaktadir. Hipoksantini degrede
edebilmesi bakimindan en yakin tip tirlerinden farklilik gdstermistir. Ozellikle pH 8
disinda herhangi bir pH degerinde gelisim gdstermemesi tip tdrlerinin gosterdigi pH

gelisim araliklarina gore oldukga farklidir.

Cizelge 4.30. Genbanka ve kiltir koleksiyonlarina depozit edilen turlerin listesi ve
depozit numaralari

izolat Accesion numarasi DSMZ kiilt. no. KCTC kdlt. no
Nonomuraea sp. 160415 KX928707 DSM 104309 KCTC 39875
Nonomuraea sp. 7N207 KX928703 DSM 104310 KCTC 39877
Actinomadura sp. 14C53 KX928704 DSM 104447 KCTC 39878
Actinomadura sp. 7C222 KX928701 DSM 104315 KCTC 39879
Micromonospora sp. 17H24  KX928706 DSM 104279 KCTC 39882
Rhododccus sp. 14C212 KX928705 DSM 104641 KCTC 39883

Blyuk bir bélima antimikrobiyal aktiviteye sahip olan Nonomuraea cinsinin
sekonder metabolitleri N. pusilla IFO 14684 tarafindan Uretilen aktinotiyosinin, N.
rubra DSM 43768" tarafindan Uretilen ve Gram-pozitif organizmalar izerinde etkili
olan maduromisin gibi farmakolojik kullanim alanlari genis olan bilesikleridir (Sebek
ve Dolak, 1984).

Nonomuraea cinsine ait olan 160415 izolatinin 16S rRNA gen dizi benzerlik
oraninin %98.7-99 degerlerinin arasinda olmasi bu susun yeni tir olma durumunun
belirlenmesinin polifazik taksonomik yaklasimla ve DNA-DNA homolojisi ile ortaya
koyulmasini gerektirmektedir. Yapilan niumerik analizierde Nonomuraea sp. 160415
susunun D(-) arabinoz, L(+) arabinoz, inulini karbon kaynagi olarak kullanabilirken
Nonomuraea candida HMC10" tip tUrinun kullanamadidi; laktoz, myo-inositol,
ramnoz ve sorbitoli karbon kaynagi olarak kullanabilirken N. zeae DSM 100528 tip
tirinin kullanamadigi; D(-) arabinoz, dekstran, L(+) arabinoz, laktoz, L-glutamin,
mannoz, melibiyoz, myo-inositol, ramnoz ve sukrozu kullanabilirken N. turkmeniaca
DSM 43926 tip turintin kullanamadigi tespit edilmistir. Degredasyon testlerinde ise
Nonomuraea sp. 160415 izolati guanin ve hipoksantini degrede edebilirken N. zeae
DSM 100528" ve N. turkmeniaca DSM 43926 tip tlrlerinin bu maddeleri degrede
edemedigi belirlenmistir. Nonomuraea sp. 160415 susu 10°C’ de ve pH 6’ da gelisim
gosterirken Nonomuraea candida HMC10" ve N. turkmeniaca DSM 439267 tip turleri
bu sicaklik ve pHda gelisim gdsterememistir. Ayrica nitrat rediksiyonu igin tip
turlerinden farkl olarak pozitif sonu¢ vermistir. En yakin tip turleri ile yapilan dDDH-
dDDH analizlerinde %29.30 ile %25.7 araliginda dijital homoloji degeri gostermistir.
Kemotaksonomik analizlerde cinsin diger Uyeleri ile olan hiucre duvar seker profili,
polar lipit profili ve bilesiklerinde oransal farkliliklar olmakla birlikte benzer yag asidi
profiline sahip oldugu belirlenmigtir. NUmerik testleri tamamlanan Nonomuraea sp.
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12C250 izolatinin en yakin tip trd ile %99.21 16S rRNA gen dizi benzerlik
oraninina sahip olmasi ve 1389 nikleotitte 11 nukleotit farklihgi gdstermesi yeni tur
olma potansiyeline sahip olup olmadiginin belirlenmesi icin DNA-DNA homolojisi
analizine ve kemotaksonomik 6zelliklerinin ortaya koyulmasina gerek duyuldugunu
gbstermektedir. L(-) sorboz ve L(+) arabinoz karbon kaynagi olarak kullanip
kullanamama 06zelligi bakimindan tip tdrleri ile benzerlik ve farkhliklar
gOstermektedir. NUmerik testleri tamamlanan bir diger organizma olan ve en yakin
tip tiri Nonomuraea candida HMC10" ile %99.36 16S rRNA gen dizi benzerligi
goOsteren Nonomuraea sp. 13Z33 izolatinin yeni tir olma potansiyeline sahip olup
olmadiginin belirlenmesi icin DNA-DNA homolijisi analizine ve kemotaksonomik
analizlerinin tamamlanmasina gerek duyumaktadir. Nonomuraea sp. 13Z33 izolati
en yakin tip tdrleri ile arbutin hidrolizi ve nitrat rediksiyonu bakiminda farklilik
gostermektedir. Guanini hidrolize edememekte ve tip turlerinden farkli olarak pH 6
degerinde gelisim gdsterebilmektedir.

Rhodococcus suslari, katabolik ¢ok yonlilige sahip oldukga o6nemli
organizmalardir. CUnkl ksenobiyotik ve organik bilesigi pargalayabilen enzimleri
kodlayan bir dizi genler tasirlar (Larkin vd, 2005). Biyoremediasyon potansiyeline ek
olarak; karotenoidler, biyosirfaktanlar ve biyolojik ¢okeltme ajanlari gibi endistriyel
potansiyelli metabolitleri Uretirler (Jones ve Goodfellow, 2012). Rhodococcus
rhodochrous gibi bazi turlerin de akrilamid gibi ticari olarak degerli Urlnleri
sentezledigi tespit edilmigtir (Bell vd, 1998).

Rhodococcus sp. 14C212 izolati en yakin tip tiri (Rhodococcus aetherivorans
10bc3127) ile 16S rRNA gen bolgesi dizileri agisindan %99.04 olan benzerlik ve
1359 nikleotitte 13 nlkleotit farkhligi nedeniyle, en yakin tip tlrleriyle DNA-DNA
homoloji testi uygulunmisg, elde edilen dederler R. aetherivorans 10bc312T tip tiird ile
homoloji sonucu %73, R. ruber DSM 43338 tip turl ile homoloji sonucu ise % 60
olarak belirlenmistir. Bu degerler Rhodococcus sp.14C212 izolatinin yeni tur
olmadigi dusundurmektedir. Ancak son vyillarda yapilan c¢aligmalarda dijital DNA-
DNA homoloji c¢alismalarinin daha guvenli olarak tanimlanmasi nedeniyle
Rhodococcus sp.14C212 izolatinin tim genom dizilemesi yapilarak dijital homoloji
degerlerinin elde edilmesine gerek duyulmaktadir.

Rong ve Huang 2010 yilinda yaptiklarn ¢alismada birbirleri ile yakin iligkili
olduklari bilinen Streptomyces griseus 16S rRNA gen kimesine ait tirlerin
DNA:DNA hibridizasyon ve multi gen dizi analizi sonuclarini kiyaslamistir. Bu
calisma sonucunda DNA:DNA hibridizasyon degeri ve multi gen dizi analizi
filogenetik uzakhgi arasinda sinir deger olarak MLSA bagli filogenetik uzakhgd: 0.007
olarak bulmuslardir. Rong ve Huang (2012), Streptomyces hygroscopicus 16S rRNA
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gen kimesi 58 organizma ile atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bdlgelerini
kullanarak multi gen dizi analizi ¢calismalari gergeklestirmis elde ettikleri sonuglar
Isiginda MLSA bagh filogenetik uzakhgi 0.007 ve altindaki degerlere sahip tirler
arasinda DNA:DNA hibridizasyon degerinin % 70’in Uzerinde c¢iktigini, MLSA bagli
filogenetik uzakhgl 0.007°den yuksek degerlere sahip turler arasinda DNA:DNA
hibridizasyon degerinin % 70’in altinda ¢iktigini belirlemislerdir.

En yakin tip tirG olan Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 ile %99.16
benzerlik goOsteren Streptomyces sp. 9C54 izolatinin yeni tur olma ihtimalinin
kuvvetlendiriimesine yonelik multilokus sekan analizleri gercgeklestiriimigtir. Bu
izolatin Streptomyces aculeolatus NBRC 14824 tip tiirli ile MLSA bagh filogenetik
uzakhgi 0,024 olarak belirlenmigtir. Diger yakin tip turleri olan MLSA bagh filogenetik
uzakhigi da S. synnematoformans DSM 41902 " ile 0.049, S. morookaense NRRL B-
12429 " ile de 0.108 olarak belirlendi. Bu sonuglar dikkate alindaginda fenotipik ve
kemotaksonomik analizlerin tamamlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Micromonosporaceae igerisinde sistematize edilen birgok yeni sug icin DNA-
DNA hibridizasyon analizi yapilmistir. Genel olarak, DNA-DNA homoloji degerleri
16S rRNA gen dizi benzerligi dederleri ile kiyaslandiginda oldukga disik degerlere
sahip olduklari gérulmektedir (Trujillo vd, 2014).

Micromonospora inyonensis ve M. sagamiensis tip turleri arasindaki 16S
rRNA gen sekans benzerligi orani %99.4 iken DNA-DNA hibridizasyon oraninin
(%61.3) olarak belirlenmis ve bu deger cins igerisindeki en ylksek DDH orani
oldugu bildirilmistir (Kroppenstedt vd, 2005). Benzer bir sekilde, 16S rRNA gen dizi
benzerligi oraninin  %99.1'in Uzerinde oldugu belirlenen M. chersina ve M.
endolithica (%33.5) (Hirsch vd, 2004), M. aurantiaca ve M. chalcea (%44) (Kasai vd,
2000), M. echinospora ve M. sagamiensis (%52), M. citrea ve M. echinofusca
(%53), M. echinoaurantiaca ve M. viridifaciens (%53) (Kroppenstedt vd, 2005) tip
turleri arasinda da benzer homoloji degerleri tespit edilmistir (Trujillo vd, 2014).

Bu literatur bilgisi isiginda en yakin tip turleri olan Micromonospora costi CS1-
12" ve Micromonospora palomenae NEAU-CX1T tip turleri ile 9%99.37 16S rRNA gen
dizi benzerligi oranina sahip olan sirasiyla Micromonospora sp. 17H25 ve
Micromonospora sp. 17C12 izolatlarinin niimerik, kemotaksonomik, MLSA ve DNA
homolojisi galigmalarinin tamamlanmasina ihtiyag duyulmaktadir.

Nonomuraea sp. 160415, N. candida DSM 450867, N. turkmeniaca DSM
43926", N. zeae DSM 1005287, Actinomadura sp. 14C53, A. geliboluensis A8036T,
A. alkaliterrae D310AT' izolatlari ve tip tlrlerinin Aspergillus niger-izolat, Bacillus
subtilis NRRL-B 209", Candida albicans ATCC 10231", Escherichia coli ATCC
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25922 T, Entereccoccus faecalis ATCC 19433 T ve Staphylacoccus aureus ATCC
25923 patojenleri lizerinde antimikrobiyal aktivitesinin olmadigi tespit edildimistir.
Nonomuraea sp. 160415 ve Actinomadura sp. 14C53 suslari ile tip tlrleri olan
N. turkmeniaca DSM 439267, N. zeae NEAU-ND5 T ve A. geliboluensis A8036"
organizmalarinin  tim genom sekans dizileme c¢alismalari  Birmingham
Universitesi’nden hizmet alimi yoluyla yapiimis ve A. geliboluensis A8036" tip turu
disindaki organizmalarin sekans dizileme sonuglari analizleri yapilabilecek kalitede
elde edilmigtir. German Collection of Microorganisms and Cell Cultures’in (DSMZ)
digital ortamda sundugu bir hizmet olan Genom to Genom Distance Calculator
(URL 15: http://ggdc.dsmz.de/ ) uygulamasinda yapilan dijital DNA-DNA homoloji

analizlerine gore Nonomuarae sp. 160415 izolatinin dijital DNA-DNA homoloji
degerleri Nonomuraea candida NRRL B-245527 tip turt ile %25.7, Nonomuraea
zeae DSM 100528" tip tirl ile %27.7, Nonomuraea turkmeniaca DSM43926" tip
tlru ile %29.30 olarak belirlenmigstir. Bu degerler yeni tir tanimlamasinda esik degeri
olarak kabul edilen %70 degerinin ¢ok altinda olmasi nedeniyle, Nonomuarae sp.
160415 susunun yeni tir oldugunu gostermektedir.

Tim genom sekans dizilemesi yapilan Actinomadura sp. 14C53 ve
Nonomuarae sp. 160415 suslarinin genom analizleri antiSMASH bakteriyel version

uygulamasinda (URL 16: https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start;

Weber vd, 2015) gerceklestiriimistir. Bu analizlere gore test izolatlarinda ectoine,
lantipeptide (Katenulipeptin, Venezuelin), terpene (2-metilisoborneol, Frankiamisin,
Geosmin, Hopene), NRPS (Koelibaktin, Koeliselin, Kauitamisin, Mirubaktin,
Skabiselin), T1PKS (Heronamid, Marinopirol, Nigerisin, Visenistatin), T3PKS
(Alkilresorsinol) ve Siderofor (Macrotetrolide ve % benzerligi belirlenmemis) gibi
tanimlanmis sekonder metabolit gen kimeleri ile berarber alnumisin, endurasidin,
salinomysin, thiotetronat (antibiyotik), fostriesin, herboksidien (antitimor ajan),
enterosin (antiviral), sinerubin B (antiparazitik), fengycin (antifungal), simocyclinone
(DNA giraz inhibitorll) gibi tanimlanmamis sekonder metabolit gen kiimeleri de tespit

edilmigtir.
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5. SONUC VE ONERILER

Actinobacteria uUyeleri toprak, tatli su, durgun su, gol, kompost, kanalizasyon ve
deniz ortamlari gibi cesitli ekolojik habitatlardan izole edilmistir (Goodfellow ve
Williams, 1983; Manivasaganet vd, 2014). ilk olarak, ¢alismalar tiim karasal ve sucul
ortamlarda yasayan Actinobacteria Uyelerinin % 20 ila % 50'sinin antibakteriyel ve
antifungal faktorler Uretebildigini ve seltloz, hemiseliloz, pektin ve kitin gibi organik
maddeleri ayristirdigini gostermistir. Son 50 yildan daha uzun siredir yapilan
calismalarda yer kirenin farkl bolgelerindeki topraklar yogun bir sekilde
taranmasina ragmen gezegenimizdeki Actinobacteria tlrlerinin sadece % 10'unun
filen izole edilmis olmasi tahmin edilmektedir (Enright, 2003; Dhanasekaran vd,
2015).

Aktinobakteriler farkl biyolojik aktiviteleri olan ¢esitli antibiyotikler ve terapdétik
olarak faydal bilesikler Urettikleri icin oldukga degerli sayilirlar. Bu metabolitlerin
blylk bir ¢cogunlugu (%70), aktinobakterilerden elde edilmektedir. Gunumizde
insan tedavilerinde ve tarimda yaklasik 160 antibiyotik kullaniimis ve streptomisin,
eritromisin, gentamisin ve avermektin de dahil olmak Gzere bu bilesiklerin 100-120'si
aktinomisetler tarafindan uretilmistir (Bérdy, 2005). Bundan dolay! aktinobakterilerin,
ilaclarin ve diger biyoaktif metabolitlerin kesfi icin kapsamli olarak c¢alisilan
organizmalar icerisinde belki de en énemli grubu oldugu bilinmektedir (Prabavathy
vd, 2006; Dhanasekaran vd, 2015).

Cesitli insan, hayvan ve bitki patojenlerine karsi etkili, bitki gelisimini tesvik
eden molekilleri sentezleme kabiliyetinde olan ve kayac¢ ayrismasi Uzerinde etkili
olan siderofor gibi yeni sekonder metabolitlerin kaynagdini olusturacak Actinobacteria
dyelerinin literatire kazandirilmasi o6nem kazanmaktadir. Son zamanlarda
yayginlasan tim genom dizi analizi galismalari ile bu mikroorganizmalarin sekonder
metabolit gen kimelerinin taranmasi ve tanimlanmasi da biyoteknolojik
potansiyellerinin ortaya c¢ikartiimasi bakimindan o6nemlidir. Yeni Actinabacteria
Uyelerinin Ulkemiz mikrobiyotasina kazandirilmasi ve daha onceki calismalarda
Actinobacteria cgesitliliginin yeterli dlgide ortaya konulmayan bazaltik ana materyal
ve ana materyal Uzerinde olugsmus ylzey toprak Orneklerinin aktinobakteriyal
cesitliligin belilenmesi amaciyla yaptigimiz calismada; 570 izolat igerisinden
secilen 159 organizmanin Actinomadura, Actinoplymorpha, Micromonospora,
Nocardia, Nonomuraea, Plantactinospora, Rhodococcus, Saccharopolyspora,
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Streptomyces ve Verrugosispora cinslerinin Gyesi olduklari belirlenmistir. Literatir
taramalarinda bazaltk ana materyalden izole edilen aktinobakterilerin
Geodermatophilaceae ve Nocardioidaceae familyasi ile Streptomyces, Kocuria ve
Microbacterium cinslerine Uye oldugu bildirilmistir (Gorbushina, 2007; Cockell vd,
2009, 2013; Dias vd, 2018; Xi vd, 2018). Calismamizda bazaltik ana materyal
orneklerimizi tegkil eden ve farkli derinliklerde bulunan 9 (>66 cm), 13 (>11 cm), 17
(>84 cm), 19 (>16 cm) ve 24 (>57 cm) o&rneklerden izole edilen suslarin
Actinomadura, Micromonospora, Nonomuraea ve Streptomyces cinslerine Uye
olduklari belirlenmistir. Yukarida verilen literatir bilgisine gére Actinomadura,
Micromonospora ve Nonomuraea cinslerine ait suglar bazaltik ana materyalden ilk

defa izole edilmistir.

Deniz seviyesinden 251 m yukseklige sahip tepe ustu duzluk alani olan ve
mera olarak kullanilan toprak profilinin ylzey topragi olan ve 14 laboratuvar kodu
verilen ornekten izole edilen Actinomadura sp. 14C53 izolati 16S rRNA gen dizi
benzerligi en yakin tip tiri olan A. geliboluensis A8036" tip tiirli ile %98.54 benzerlik
gbstermis ve polifazik karakterizasyonu tamamlanmistir. DSMZ (Almanya) ve KCTC
(Glney Kore) kltir koleksiyonlarinda depolanan ve tiim genom sekans dizilimi de
tamamlanan bu izolat en kisa zamanda Turkiye mikrobiyotasindan dlnya

literatlirtine kazandirilacaktir.

Tdm genom sekans dizilemesi yapilmigs olan Nonomuarae sp. 160415
izolatinin German Collection of Microorganisms and Cell Cultures’in (DSMZ) digital
ortamda sundugu bir hizmet olan Genom to Genom Distance Calculator (URL 15:
http://ggdc.dsmz.de/ ) uygulamasinda yapilan dijital DNA-DNA homoloji analizlerine
gore Nonomuraea candida NRRL B-24552T tip turi ile dijital DNA-DNA homoloji
degeri %25.7, Nonomuraea zeae NEAU-ND5' tip turl ile %27.7, Nonomuraea
turkmeniaca DSM43926" tip tlrl ile %29.30 olarak belirlenmistir. DNA-DNA

homoloji degeri icin esik sayillan %70’lik degerin altindaki benzerlik orani bu sugun

yeni tUr oldugunu gdstermektedir. Polifazik karakterizasyonu da tamamlanan ve
DSMZ (Almanya) ve KCTC (Guney Kore) kiltlr koleksiyonlarinda depolanan bu
sus, en kisa zamanda ulkemiz mikrobiyotasindan literatire kazandirilacak tdrler

arasinda yerini alacaktir.

Rhodococcus sp. 14C212 izolati en yakin tip ttrd (Rhodococcus aetherivorans
10bc312") ile gosterdigi 16S rRNA gen bolgesi dizileri agisindan %99.04 olan
benzerlik ve 1359 nikleotitte 13 nikleotit farkliligi nedeniyle, DNA-DNA homolojisi

uygulunmistir. Elde edilen dederler R. aetherivorans 10bc3127 tip turt ile homoloji
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sonucu %73, R. ruber DSM 43338" tip tlr( ile homoloji sonucu ise % 60’dir.
Uluslararas! Sistematik Bakteriyoloji Komitesi'nin standart tir sinirinin kriteri olarak
belirledigi DNA-DNA hibridizasyon degerinin 2%70 olmasi gerektigi (Wayne vd,
1987) bilgisine g6ére Rhodococcus sp.14C212 izolatinin yeni tir olmadigi
gorulmektedir. Ancak son yillarda yapilan calismalarda dijital DNA-DNA homoloji
calismalarinin daha guvenli olarak tanimlanmasi nedeniyle Rhodococcus
sp.14C212 izolatinin tim genom dizilemesi yapilarak dijital homoloji degerlerinin
elde edilmesinden sonra yeni tir olup olmadigina karar verilmesinin daha guvenilir

olacagi duslntlmektedir.

Streptomyces sp. 9C54 izolatinin en yakin tip tlri olan Streptomyces
aculeolatus NBRC 14824 tip turu ile %99.16 benzerlik gdstermesi yeni tir olma
ihtimalinin  kuvvetlendiriimesi acisindan farkh testlere ihtiyac duyuldugunu
go6stermistir. Bu baglamda susun en yakin tip tlrleri ile multilokus sekan analizleri
gerceklestirilmistir. Bu izolatin Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 tip turu ile
MLSA bagli filogenetik uzakligi 0,024 olarak belirlenmistir. Diger yakin tip tlrleri olan
MLSA bagl filogenetik uzakligi da S. synnematoformans DSM 419027 ile 0.049, S.
morookaense NRRL B-12429" ile de 0.108 olarak belirlenmistir. MLSA bagli
filogenetik uzakligi 0.007’den yuksek degerlere sahip tlrler arasinda DNA:DNA
hibridizasyon degerinin % 70’in altinda c¢iktigi (Rong ve Huang, 2010) literatir
bilgisine dayanarak Streptomyces sp. 9C54 susunun yeni tur olma ihtimalinin
yuksek oldugu dusunulmektedir. Polifazik karakterizasyonu tamamlandiktan ve
kultdr koleksiyonlarina depolandiktan sonra bu sus en kisa zamanda Ulkemiz

mikrobiyotasindan literatiire kazandirilacaktir.

Micromonospora costi CS1-12T7 ve Micromonospora palomenae NEAU-CX1T
tip tdrleri ile %99.37 16S rRNA gen dizi benzerligi oranina sahip olan sirasiyla
Micromonospora sp. 17H25 ve Micromonospora sp. 17C12 izolatlari polifazik
karakterizasyonlari ve tium genom sekans analizleri yapilarak literatire

kazandirilacaktir.

Biyoaktif bilegiklerin taranmasi igin klasik klltir temelli stratejilerle
kombinasyon halinde uygulanan verimliligi yuksek yontemler, yeni metabolik
yolaklara ve yeni metabolitlere karsilik gelen gen dizilerinin taranmasini ve kesfini
icermektedir (Bull vd, 2005; Goodfellow ve Fiedler, 2010; Lawson, 2018). Bu amagla
gerceklestirdigimiz tim genom sekans dizileme calismalarindan elde -ettigimiz
Actinomadura sp. 14C53 ve Nonomuarae sp. 160415 suslarinin genom dizilerinin

analizini  antiSMASH bakteriyel  version uygulamasinda  (URL 16:
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gerceklestirilmistir.

Ektoin; proteinlerin, nikleik asitlerin ve tim hucrelerin evrensel bir
biyoprotektanidir. ilk olarak mikroorganizmalar ve makromolekiiller igin tanimlanan
ektoinin ¢ok islevli Ozellikleri daha sonra c¢esitli nesnelerde dogrulanmigtir. Bu
bilesigin ilag, kozmetik, bilimsel uygulama ve ilgili alanlarda kullanim igin Umit verici
oldugu kesfedilmistir (Trotsenko ve Khmelenina, 2008; Jebbar vd, 2005). Diger
disik molekuler agirhktaki saperoninlere (betain, trehaloz ve sitrulin) benzer sekilde
ektoin, in vitro amiloid plaklarinin olusumunu inhibe eder, néroblastomun hicreler
Uzerindeki toksik etkisini azaltir ve diyabet ve Alzheimer hastaliginin tedavisi igin
potansiyel bir ilagtir (Kanapathipillai vd, 2005). Ektoin ayrica kas-iskelet sistemi
hastaliklarinin tedavisinde de kullanilabilir, ¢lnki suyu muhafaza eder ve
kikirdaklarda sinovyal sivinin olusumunu uyarir. Buna ilaveten ektoin daha etkin bir
sekilde kozmetik alaninda da kullanilir. Cink( kolayca hicrelere nifuz eder ve
turgorunu arttirir, toksisite ve immiinojenite gdstermez. Ektoinin lokal uygulanmasi
erken yaslanmayi dnler. Ektoin, epidermal hicreleri ultraviyole 1sina karsi korur ve
cildin oksidatif hasarini 6nemli Ol¢cide azaltir. Ektoinin ylzeyden su kaybini
Onleyebilecedi ve gliserolden ¢ok daha etkili bir nemlendirici oldugu goésterilmistir
(Doronina vd, 2010). Ektoin ayrica yumurta, spermatozoid, doku ve tim organlarin
korunmasinda bir kriyoprotektan olarak kullanilir. Hayvanlara bir besin takviyesi
olarak uygulandiginda, ectoin hastaliklara karsi direncin 6nemli 6lglide arttirir ve
hayvanlarin biyokutlesinde artigi uyarir. Bu bilgilere gére, bu degerli metabolitin yeni

ureticilerinin arastiriimasi 6nemlidir (Doronina vd, 2010).

Lantipeptidler bir dizi Gram-pozitif bakteriyle Uretilir ve genellikle gugcli
antibakteriyel aktivitelerle karakterize edilirler (Willey ve Donk, 2007; Goto vd, 2010).
Antimikrobiyal aktiviteleri olan lantipeptitler, lantibiyotik olarak adlandirilirlar (Schnell
vd, 1988; Shi vd, 2010). Lantionin igeren bu peptitler (lanthipeptitler), lantionin (metil)
kalintilarini iceren ribozomal olarak sentezlenmis ve translasyon sonrasi modifiye
edilmis peptitlerin bir ailesidir (Zhang vd, 2012). Yeni hedef molekuller ile mevcut
antibiyotik ihtiyaci, gram-pozitif bakteriler tarafindan dretilen ribozomal olarak
sentezlenen peptitler olan bu sekonder metabolitlerin yapisal ve fonksiyonel analizi
icin teknik yaklasimlardaki ilerlemelerle ortismustir. Bu peptitler, antibiyotik veya
morfogenetik aktiviteye sahiptir ve yapisal olarak, translasyon sonrasi modifikasyon
ile ortaya konulan sira disi amino asitlerin varhgiyla tanimlanirlar. Daha énemlisi,
lantibiyotiklerin yapisal ve fonksiyonel cgesitliligi, dnceden distnildiginden ¢ok
daha genistir (Willey ve Donk, 2007; Goto vd, 2010).
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Aktinomisetlerde; Streptomycetaceae, Micromonosporaceae ve
Pseudonocardiaceae familyalarina ait turler tarafindan ¢ok sayida peptit ve poliketit
sentezlenmektedir. Poliketit sentazlarin (PKS) ve ribozomal olmayan peptit
sentetazlarin  (NRPS)  biyosentetik  sistemleri,  aktinomisetlerle  birlikte;
mikobakterilerde, siyanobakterilerde ve filamentéz mantarlarda da yodun olarak
tanimlanmistir (Beyer vd, 1999; Sauser vd, 2002). Tipta, tarimda ve biyokimyasal
arastirmalarda dahil genis alandaki uygulamalara sahip; biyolojik olarak aktif poliketit
ve peptit bilesikleri, tip | poliketit sentazlar (PKS-1) ve ribozomal olmayan peptit
sentetazlar (NRPS) tarafindan sentezlendigi bilinmektedir. Yapisal olarak gesitlilige
sahip olan bu metabolitler; antifungaller (6rnegin nystatin-poliketit), antitimdr ajanlar
(6rnegin ansamitosin-poliketit, bleomisin-hibrit poliketit peptit), antihelmintikler
(6rnegin avermektin-poliketit), immun sistemi baskilayici ajanlar (6rnegin rapamisin-
poliketit ile FK506-poliketit) ve diger antibiyotikler gibi (6rnegin penisilinler-peptit,
vankomisin-peptit ve eritromisin-poliketit) farkli sekonder metabolitler arasinda yer

alir (Ayuso-Sacido ve Genilloud, 2005).

AntiSMASH (Weber vd, 2015) bakteriyel version uygulamasinda
gerceklestirilen analiz sonuglarina gére; Actinomadura sp. 14C53 susunun 9042531
baz ciftlik (623 kontik) genemunda ilgili gen bolgesi itibariyle %100 ektoinik, %50 ve
%60 oranlarinda benzerlie sahip lantipeptid (Catenulipeptin, Venezuelin), %50
terpene (2-methylisoborneol), %78 NRPS (Mirubaktin), %48 T1PKS (Marinopirol)
benzerlige sahip oldugu ve yiizde benzerligi belirlenememis bir siderofor gen kiimesi

basta olmak Uzere sekonder metabolit gen kiimelerine sahip oldugu tespit edilmigtir.

Ektoinin biyoprotektan 6zelligi itibariyle ilag, kozmetik, bilimsel uygulama ve
ilgili alanlarda yaygin kullanimi, bu sekonder metabolit bakimindan %100 benzerlige
sahip gen bdlgesi ihtiva eden Actinomadura sp. 14C53 susunun biyoteknolojik
acidan potansiyelinin bir gdstergesi olarak degerlendiriimektedir. Bunun yanisira
antimikrobiyal aktiviteleri ile karakterize olan lantipeptidlerden gen bolgesi itibariyle
%50 ve %60 oranlar ile katenulipeptin ve venezuelini kodlayan benzer gen
kimelerine sahip olmasi, ve yine gen bodlgesi itibariyle %78 benzerlige NRPS
(Mirubaktin) ile, %48 benzerlige de T1PKS (Marinopirol) ile sekonder metabolit gen
kimelerine sahip olmasi; Actinomadura sp. 14C53 susunun yeni sekonder

metabolitlerin Ureticisi olabileceginin gostergesi olarak degerlendiriimektedir.

Bakteriyel orijinli kokulu terpen metabolitleri uzun zamandir bilinmektedir.
Genomlari  sekanslanmig  Streptomycetaceae  familyasinin  Uyesi  olan

mikroorganizmalarin blyuk g¢ogunlugu indirgenmis bir seskiterpen alkoll olan
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jeosmini uretir. 50.000 terpenoid metaboliti hem karasal hem de deniz bitkilerinden
ve mantarlardan izole edilmistir. Aksine, prokaryotlarda bu yaygin olarak olusan

metabolitlerin nispeten kiglk bir kismi tanimlanmistir (Yamada vd, 2015).

Terpenler dogada yuksek varliklarindan 6turl; kokularin, parfumlerin,
aromalar ve farmasoétiklerin yani sira yararl sentetik ara maddeler ve kiral yapili
bilesiklerin endustriyel Uretimi igin ticari agidan onemli olan, yeni ve degerli
bilesiklere dénusturllebilen bir dogal Urin sinifi olarak dikkat gekmektedir (Schwab
vd, 2013). Onemli terpenler arasinda; mentol (tatlandirici, regetesiz ilag), kafur
(tatlandirici, kovucu, regetesiz ilag), piretrinler (insektisitler), limonen (tatlandirici,
insektisit), karvon (lezzet), geraniol (tatlandirici), linalool (lezzet, A), a- ve b-pinen
(aroma kimyasallarinin dncdulleri), a-borneol (aroma), farneshen (aroma, ©nerilen
biyoyakit), a-trans-bergamoten (tat), nerolidol ( lezzet), absisik asit (fitohormon, bitki
koruma), hecogenin (deterjan), taksol (ilag), retinoik asit (ilag), digitoksigenin (ilag)
ve zeaksantin (gida katki maddesi, hayvan yemi) sayilabilir. Bazi terpenlerdeki
antimikrobiyal etki, 1980'lerden beri ciddi olarak incelenmistir (Trombetta vd, 2005).
Terpenler, antibakteriyel sabunlar, kozmetikler ve ev urlnleri igine dahil edilmistir
(Yamada vd, 2015). Bir Amycolatopsis sp. tarafindan Uretilen Vancoresmycinisa
C65 yiuksek oksijenli terpenoid glikozittir. Hopmann vd (2002) tarafindan terpenlerin
ozellikle vankomisin antibiyotigine (¢ogunlukla direngli bakterilerin tedavisi igin son
care olarak goriilen antibiyotik kabul edilir) direngli tlirlere ve cgesitli bakterilere kargi
antimikrobiyal etki gésterdigi bildirilmistir (Hopmann vd, 2002; Kigler vd, 2015).
Terpen glikozitleri, literatiirde gecen aktinobakteriyel cinslerin Uyelerinden elde
edilen drlnler olarak bildirilmis olup bu cinsler; Arthrobacter (Arpin vd, 1972),
Corynebacterium (Weeks ve Andrewes, 1970), Micrococcus (Osawa vd, 2010) ve
Rhodococcus (Takaichi vd, 1997).

Sideroforlar doga haricinde bulunmayan, pek ¢ok degisik amino asitleri
yapisinda bulunduran 400-1500 Da molekul agirhgindaki demir baglayan
proteinlerdendir. Sideroflarin yapisi, mikrobiyal tlrler arasinda olduk¢a byuk
farkhlklar gostermektedir. 2000’li yillarin bagina kadar yaklasik 500 siderofor degisik
mikroorganizmalardan izole edilmistir (Boukhalfa ve Crumbliss, 2002). Streptomyces
pilosus tirinden desferrioksamin B, Streptomyces coelicolor tirinden
desferrioksamin E ve Actinomadura madurae tirinden de maduraferrin sidereforlari

Actinobacteria Uyelerinden izole edilmis sideroforlardir (Erdem, 2013).

Cok hicreli organizmalarin demiri ¢ézmesi ¢ok zor olmasina karsin,

prokaryotlar kendilerine gerekli olan demiri kullanmak icin farkli stratejiler
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gelistirmiglerdir. Demirin Fe-lll formundaki ¢6zinurliga ¢ok disuktir. Bundan dolayi
organizmalar tarafindan kullanilamazlar. Oksijensiz sartlarda demir (Fe-Il) suda
¢ozunar, fakat oksik sartlarda ise demir genelde (Fe-lll) suda ¢6ziinemezler. Bu
ortamlarda bulunan bakteriler demir ihtiyaglarini karsilamak igin siderefor olarak
bilinen selat ajanlari kullanirlar. Sidereforlar bakterinin yasadigi ortamda kompleks
olarak bulunan demir elementlerinin ¢ézinmesini saglarlar. Boylelikle bu ¢6zinmuisg

kompleksler aktif tagima ile hucre igine alinirlar (Kraemer, 2004).

Nonomuraea sp. 160415 susnun 14338389 baz ciftlik (671 kontik) genomunda
ise ilgili gen bolgesi itibariyle %100 benzerlige sahip terpene (Geosmin), %60
benzerlige sahip T3PKS (Alkilresorsinol), %41 benzerlige sahip T1PKS
(Heronamide), bir tanesinin %33 benzerlige sahip 2 tane de ylzde benzerligi

belirlenememis siderofor (Macrotetrolide) gen kimeleri belirlenmigtir.

Terpenlerin farkli alanlardaki yaygin kullanimi g6z éninde bulunduruldugunda
hem Actinomadura sp. 14C53 hem de Nonomuraea sp. 160415 izolatinin tim
genom analizlerinde bu molekdl bakimindan potansiyele sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica NRPS ve PKS gen bélgelerinin sahip oldugu yuksek benzerlik her
iki susun da yeni antibiyotiklerin kesfinde bu &zelliklerinin ortaya c¢ikartiimasi

gerektigini disundirmektedir.

Stranghoener vd (2018) farkli dogal bazaltlarda alterasyon ve Fe
mobilizasyonunda mikroorganizmalarin potansiyel rolinld arastirmak igin biyotik
(mikroorganizma) ve abiyotik faktérler kullanilarak laboratuvar kosullarinda yaptigi
¢alismada, biyotik érneklerin bir kisminda abiyotik drneklerden farkli olarak 30 °C’de
pH’In nétlrden 4,.5 -5.5 seviyelerini indigi ve tekrar nétire yaklastigi, 8 °C’de ise 5.5
seviyelerinde asidik kaldi§ tespit edilmistir. Ote yandan ¢éziinmis Fe, tim biyotik
deneylerde kayda deger miktarlarda tespit edilmistir. Bunun yaninda
mikroorganizmalarin  biyotik kosullarda solisyondan besin elde edememesi
durumunda, organizmanin, gerekli besinleri elde etmek ve bdylece ¢ézlinme oranini
arttirmak icin pH"'I duslrerek muhtemelen kayaya ve sentetik bazaltik camlara
saldirmaya basladi§i goralmustir. Bu literatlr bilgisine ilave olarak; sidereforlar
bakterinin yasadigi ortamda kompleks olarak bulunan demir elementlerinin
¢6ziinmesini sagladiklari (Kraemer, 2004) bilgisi de g6z 6niinde bulunduruldugunda
Nonomuraea sp. 160415 izolatinda bir tanesinin %33 benzerlige sahip, 2 tane de
ylizde benzerligi belirlenememis, Actinomadura sp. 14C53 susunda da ylzde
benzerligi belirlenememis bir siderofor gen kiumesinin tespit edilmis olmasi bu

organizmalarin demir igerigi yuksek olan bazaltik ana materyalin ayrisma sureglerine
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katki sagladigi distincemizin literatirle uyumlu oldugunu géstermistir. N. zeae DSM
100528T ve N. turkmeniaca DSM 43926 tip tirlerinin de ikiser tane ylizde benzerligi
belirlenememis siderefor gen kiimesine sahip olduklarinin gérilmesi bu dislnceyi
daha da kuvvetlendirmektedir. Buna ilaveten tez c¢alismamiz kapsaminda
Actinomadura ve Nonomuraea cinslerinin UOyelerinin bazaltik ana materyalden ilk
defa izole edilmis olmalari, bu cinslerin siderefor Uretim 6zelliklerinin ve bazaltik ana
materyal ayrisma sureclerine katkisinin ayrica aragtirilmasi gerektiginin  bir

gOstergesi olarak degerlendiriimektedir.

Buna ilaveten hem Actinomadura sp. 14C53 susunda hem de Nonomuraea
sp. 160415 susunda tanimlanmamis sekonder metabolit gen kimelerinin varligi
belirlenmigtir. Genomda %10’un altinda baz dizi benzerligi gésteren bu sekonder
metabolit gen kiUmelerinin alnumycin, enduracidin, salinomycin, thiotetronate
(antibiyotik), fostriecin, herboxidiene (antitimdr ajan), enterocin (antiviral), cinerubin
B (antiparazitik), fengycin (antifungal), simocyclinone (DNA giraz inhibitdrd) gibi
tanimlanmamis sekonder metabolit gen kiimeleri oldugu yapilan analizlerde tespit

edilmis olmasi oldukga Umit veren sonuglar arasindadir.

Polifazik karakterizyonu tamamlanan Actinomadura sp. 14C53 ve
Nonomuarae sp. 160415 izolatlarinin makale yazim sirecleri tamamlanarak bir an
once ulkemizden literatlre kazandirilan yeni aktinobakteri tlrleri arasindaki yerlerini

almalari saglanmalhdir.

Rhodococcus sp. 14C212 izolatinin ve en vyakin tip tdrleri olan R.
aetherivorans 10bc312™ ve R. ruber DSM 43338" organizmalari ile tim genom
dizileme islemleri gerceklestirilip dijital DNA-DNA homolojileri yapildiktan sonra yeni
tir olma durumlari belirlenerek polifazik karakterizasyonlari tamamlandiktan sonra

literature kazandirilmalidirlar.

Streptomyces sp. 9C54 susunun polifazik karakterisyonu ve dijital DNA-DNA
homoloji analizleri gerceklestirilerek ivedi olarak literatire kazandiriima suregleri
tamamlanmalidir. Buna ilaveten; en yakin tip turleri ile 16S rRNA gen dizi benzerligi
orani bakimindan yeni tlr olma potansiyeli gésteren Micromonospora sp. 17H25 ve
Micromonospora sp. 17C12 izolatlarinin polifazik karakterizasyonlari ve tim genom

sekans analizleri yapilarak literatlire kazandiriimasi saglanmalidir.

Actinomadura sp. 14C53 ve Nonomuarae sp. 160415 suslarinin ektoin,
lantipeptid ve terpenin yanisira gesitli antibakteriyel, antikanser, antiviral, antifungal
ve antiparazitik ajanlarin sentezini kodlayan gen bdlgelerine sahip olmalarindan

kaynakh biyoteknolojik Urlin sentezleyebilme potansiyelleri yeni deneysel
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calismalarla ortaya koyulmalidir. Her iki susun da siderofor sentezinden sorumliu
tanimlanmis gen kimelerine sahip olugunun goérilmesi bu mikroorganizmalarin
bazaltik ana materyalin ayrisma sureclerinde rol sahibi olma potansiyellerini akla
getirmistir. Bu potansiyelleri yeni laboratuvar ¢alismalariyla uygulamal olarak aciga
cikartilmali ve izolasyon calismalari kapsaminda elde edilen diger Actinobacteria
tyelerinin siderofor gen kumelerine sahip olup olmadiklarina iligkin tUm genom
sekans analizleri yapilarak ana materyal ayrisma sulreclerine etki potansiyelleri

ortaya koyacak olan yeni arastirma projeleri ivedilikle planlanmalidir.
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EKLER: Besi ortamlari ve Cozeltiler

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

Humik asit* 1g
Vitamin ¢ozeltisi** 1ml
CaCOs 0.02g
FeS04.7H20 0.01g
KCI 1749
MgS0a4.7H20 0.05¢g
NazHPO4 05¢9
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml
pH 7.2+£0.2

*Humik asit 10 ml 0.2 N NaOH igerisinde ¢ozlilerek hazirlandi.
**\/itamin Stok Cozeltisi

Asagidaki vitaminler 100 ml distile su igerisinde ¢ozildikten sonra 0.1 M HCl ile ¢dzeltinin pH
(3.0£0.2) ayari yapildi ve sterilizasyonu igin filtre kullanildi.

p-aminobenzoik asit 1mg
Biyotin 1mg
inozitol 1 mg
Nikotinamid 1mg
Pantotenik asit (B5) 1mg
Piridoksin (B6) 1mg
Riboflavin Na-kolin (B2) 1mg
Tiyamin (B1) 1mg
Siyanokobalamin (B12) 0.05 mg
Folik asit 0.05 mg
Antibiyotikler

Nistatin 50 pg/mi
Rifampisin 5 pyg/ml

Nigasta Kazein — Vitamin Agar (Kuster ve Williams, 1964)

Kazein 0.3g
KNOs 29
NaCl 29
MgS04.7H20 0.05¢g
CaCOs 0.02g
FeS04.7H20 0.01g
Cozunebilir nisasta 10g
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.0+£0.2
Antibiyotikler

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

Siikroz 30g9
NaNO3 39
MgS0a4.7H20 05¢g
KCI 05¢g
FeS04.7H20 0.01
KzHPO4 1lg
Agar 13 g
Distile su 1000 ml
pH 7.2
Antibiyotikler

Nistatin 50 ug/mi
Rifampisin 5 ug/ml

Rafinoz — Histidin Agar (Vicker vd, 1984)

Rafinoz 10¢g
L-histidin lg
K2HPO4 lg
MgS04.7H20 05g¢g
FeS04.7H20 0.01g¢g
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.2
Antibiyotikler

Nistatin 50 ug/ml
Rifampisin 5 pg/ml

SM1 Agar (Tan vd, 2006)

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

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

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

D(-)-Sorbitol %1, wiv
Antibiyotikler

Siklohekzimid 50 pg/mi
Neomisin sulfat 4 pg/ml

Nistatin 50 pg/mi
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SM2 Agar (Tan vd, 2006)

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

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

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

D(+) Melezitoz %1, wiv
Antibiyotikler

Siklohekzimid 50 pg/mi
Neomisin silfat 4 pg/ml

Nistatin 50 pg/mi

SM3 Agar (Tan vd, 2006)

Glukoz 10g
Pepton 549
Tripton 30

Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.2
Antibiyotikler

Siklohekzimid 50 ug/mi
Nalidiksik asit 10 pg/mi
Novobiyosin 10 pg/mi
Nistatin 50 pg/ml

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

Glukoz 10¢g
Cozunebilir nisasta 209
Maya Oziti 59
N-Z-Amin 50
CaCOs 1lg
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Glukoz — Maya Oziitiu — Malt Oziitii (ISP2; Shirling ve
Gottlieb, 1966)

Glukoz 49
Maya Oziitii 49

Malt Oziitii 10g
CaCOs 29

Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 72+0.2
Antibiyotikler

Nistatin 50 pg/mi
Rifampisin 5 pg/ml

207



Tripton — Maya Oziitii — Glukoz Agar (DSMZ Medium-680)

Tripton 39
Maya Ozutu 59
Glukoz 590
Agar 20g
Distile su 1000 ml
pH 7

Gliserol — Asparajin Agar (ISP5;

Shirling ve Gottlieb, 1966)

L-asparajin 1lg
Gliserol 10g
KH2PO4 1lg

iz element gozeltisi 1ml
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 6.8+0.2

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

Distile su 500 ml
K2HPO4 1g
MgS0a4.7H20 1g
(NH4)2S04 29

NacCl 1g
CaCOs 29
Cozunebilir nisasta ¢ozeltisi 500 ml
Agar 15¢

pH 7.2+0.2

Co6zunebilir nisasta ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 10 g ¢dzinebilir nisasta 500 ml distile su
icerisine eklenerek topaklanmayi engellemek igin iyice karistirildi.

Modifiye Bennett’s Agar (Jones, 1949)
Maya Oziti 19
Lab-LEMCO 0.8g¢g
Bacto-Kaziton 29
Gliserol 10g
Agar 15¢g

pH 7.2+0.2

Yulaf Agar (ISP3; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Yulaf ezmesi karisimi 1000 ml
iz element tuz ¢ozeltisi 1ml
Agar 15¢g
pH 7.2+0.2

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

iz element tuz gozeltisi

FeS04.7H20
MnCl.4H20
ZnS04.7H20
Distile su

0.1g
0.1g
0.1g¢
100 mi

Cozelti seluloz-asetat membran filtresi (0.45 um) ile steril edildikten sonra 40C’de depolandi.
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Pepton — Maya Oziitii — Demir Agar (ISP6; Shirling ve Gottlieb, 1966)

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

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

Bacto — tripton 59
Bacto — maya 6zutu 3 ml
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7.0+0.2

Tirozin Agar (ISP7; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Gliserol 15¢

L — Tirozin 05¢g

L — Asparajin lg
K2HPO4 05¢g
MgS0a4.7H20 05¢
NacCl 05¢
FeS04.7H20 0.01g
Distile su 1000 ml
iz element gozeltisi 1ml
Agar 20g¢

pH 7.2-7.4

Eskulin / Arbutin degradasyonu (Kutzner 1976)

Bazal ortam

Maya Oziti 39
Ferrik amonyum siilfat 05¢g
Agar 7549
pH 7.2

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

Allantoin degradasyonu (Gordon vd, 1974)

Bazal ortam

KH2PO4 9.1¢g
Na2HPO4 95¢g
Maya Oziti 0.1g
Fenol red 0.01g
Distile su 1000 ml
pH 6.8

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

209



Azot Kaynagi Kullanim Ortami (Williams ve dig. 1983)

Bazal ortam

Glukoz 10¢g
MgS04.7H20 05¢g
NaCl 05¢
FeS04.7H20 0.01g
KzHPO4 1lg
Agar 12 g
pH 7.4

Azot kaynaklari 10 ml distile suda ¢ézindukten sonra filtre ile (0.45 ym) steril edildi ve bazal

ortama eklendi.

Nitrat Rediiksiyon Ortami (Gordon ve Mihm, 1962)

KNO3 lg

Lab LEMCO 2449
Distile su 1000 ml
pH 7.0

Otoklavda (121°C 20 dakika) steril edildi.

Sierra Ortami (Tween degradasyonu icin) (Sierra, 1957)

Bazal ortam

Bacto-pepton 10g
NaCl 50
CaCl2.H20 01lg
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 7.4

Ure Degradasyonu

Bazal ortam

KH2PO4 9.1¢g
Na2HPO4 95¢g
Maya 6ziti 0.1g
Fenol kirmizisi 0.01¢g
Distile su 1000 ml
pH 6.8

Ure filtre ile (0.45 um) steril edildikten sonra son konsantrasyonu %2 olacak sekilde bazal
ortama eklendi.
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Karbon Kaynagi Kullanim Ortami (ISP9; Shirling ve Gottlieb, 1966)

Bazal mineral tuz agar

(NH4)2S04 2.64 ¢
KH2PO4 2.38¢g
K2HPO4.3H20 5.65
MgS0a4.7H20 1lg
Pridham & Gottlieb* iz element ¢ozeltisi 1ml
Agar 159
Distile su 1000 ml
pH 6.8-7.0
*Pridham & Gottlieb iz element ¢ozeltisi
CuS04.5H20 0.64 ¢
FeS04.7H20 0.11¢g
MnCl2.4H-20 0.79¢g
ZnS04.7H20 0.15¢
Distile su 100 ml

Karbohidrat ¢ozeltileri tindalizasyon yontemiyle steril edildikten sonra steril bazal tuz agar
ortamina eklendi.

Asidik Civa Klorar (Jelatin degradasyonu icin)

Civa klorur 12 g
Distile su 80 ml
Konsantre hidroklorik asit 16 ml

EDTA Tampon Cézeltisi (0.5 M, pH 8.0)

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

Cozelti NaOH pelleti ile pH=8 olacak sekilde ayarlandiktan sonra distile su ile son hacim 100
ml’ye tamamlandi.

Lugol Cozeltisi (nigsasta degradasyonu icin)

iyodin 5¢
Potasyum iyodit 10¢g
Distile su 100 ml

iyodin ve potasyum iyodit 10 ml distile su icerisinde ¢oziindiikten sonra son hacim distile su
ile 100 ml'ye tamamlandi. Ayirag 1/5 oraninda seyreltildikten sonra kullanildi.

Nitrat Rediiksiyon Ayiraglari

Ayirag A:

Sdlfanilik asit 08¢
Asetik asit (5N) 100 ml
Ayirag B:

a-Naftilamin 0.8g
Asetik asit (5N) 100 ml

Tris — Borat — EDTA Tampon Cozeltisi (TBE; 10X stok ¢dzelti, pH 8.0)

Trizma baz 108 g
Borik asit 55¢
EDTA 7.44
NaOH 19
Distile su (son hacim) 1000 ml
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Otoklavda (121°C, 20 dk) steril edildikten sonra oda sicakliginda 1/10 oraninda seyreltilerek
(1X TBE) kullanildi.

Tris — EDTA Tampon Co6zeltisi, pH 8.0 (TE; 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0)

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

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