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GOKCEADA TOPRAK iZOLATI AKTINOBAKTERILERIN 16S rRNA GEN
BOLGESINE GORE MOLEKULER TiPLENDIRILMELERI

OZET

Bu ¢alismada, Ege Bolgesi’nde bulunan Gokgeada’nin 6 farkli lokalitesinden alinan
toprak orneklerinden aktinomiset izolasyonu gerceklestirilmistir. Izolatlarin 16S
rRNA gen bolgesine ait niikleotit dizileri elde edilmis ve filogenetik analizlerle
molekiiler tiplendirilmeleri yapilmistir.

Toprak 6rneklerine diliisyon plaka yontemi uygulanarak sekiz farkli besiyeri
ortami1 kullanilmis ve test suslarmnin izolasyonu gergeklestirilmistir. izole edilen 150
organizma igerisinden 40 organizmanin 16S rRNA gen bdlgesinin PZR ¢aligmalari
tamamlanmistir. 16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizi analizi sonuglarma gore,
izolatlarin Actinomadura, Amycolatopsis, Microbispora, Nocardia, Nonomuraea,
Saccharopolyspora ve Strepromyces olmak tizere 7 farkli aktinomiset cinsinin tiyesi
olduklar1 belirlenmistir. MEGA 6 paket programi kullanilarak bu izolatlar icerisinden
40 tanesinin en yakin tip tlrleri ile filogenetik analizleri gerceklestirilmistir.
PHYDIT 3.1 programi kullanilarak izolatlarin en yakin tip tiirleri ile yiizde benzerlik
ve niikleotit farklilik tablolar1 olusturulmustur.

MEGA 6 programi kullanilarak olusturulan dendogramlar ve PHYDIT 3.1
programi ile olusturulan tablolarin verileri birlikte yorumlanarak yeni tiir olma
thtimali yiiksek olan izolatlar belirlenmistir.

16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizlerine gore; Al238, Al239, AS21,
AYDS4 (Actinomadura sp.), ZI1Z37, AYDS25 (Nonomuraea sp.), AZ5, EZ3
(Microbispora sp.) ve ZEYZ1 (Strepromyces sp.) izolatlarinin olast yeni tiirler
olarak iilkemiz adasindan literatiire girecekleri tahmin edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Actinomycetes; 16S rRNA; Molekiiler Karakterizasyon.
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MOLECULAR IDENTIFICATION OF ACTINOBACTERIA ISOLATED
FROM GOKCEADA SOIL SAMPLES BY 16S rRNA GENE REGION

ABSTRACT

In this study, actinomycetes isolation from soil samples taken from six different
localities of Gokgeada in Ege Region was carried out. 16S rRNA gene sequence data
of isolates was obtained and molecular typing by phylogenetic analyses was
performed.

Isolation of test strains was performed by applying dilution plate to soil
samples using eight different media. Out of 150 isolates, PCR amplification of 16S
rRNA gene region of 40 isolates was completed. With respect to 16S rRNA gene
sequence analyses, the isolates were determined to belong to the genera of
Actinomadura, = Amycolatopsis  Microbispora, Nocardia, Nonomuraea,
Saccharopolyspora and Streptomyces. Phylogenetic analyses of 40 isolates with the
closest type species were performed by using MEGA 6 pocket programme.
Similarity indices and nucleotide differences tables of isolates compared to the
closest type species were constructed by using PHYDIT 3.1 programme.

The isolates probably new for the literature were determined by interpreting
data obtained from dendrograms constructed by MEGA 6 and tables composed by
PHYDIT.

According to the phylogenetic analyses of 16S rRNA gene region, the isolates
of AI238, AS21, AI239, AYDS4 (Actinomadura sp.), ZI1Z37, AYDS25
(Nonomuraea sp.), ZEYZ1 (Streptomyces sp.) and AZ5, EZ3 (Microbispora sp.)
from our country’s island are estimated to have potential to be novel for the
literature.

Key Words: Actinomycetes, 16S rRNA, Molecular Identification.
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1. GIRIS

Actinomycete ismi Actinomycetales ordosunun filamentli {iyelerini ifade etmek igin
yaygin olarak kullanilmaktaydi, ancak bu kullanim son yillarda yaygimligim
kaybetmeye baslamis ve actinomycete yerine Actinobacteria ismi daha fazla
kullanilmaya baslanmistir (Ward ve Bora, 2006). Actinomycete kelimesi
Yunanca’dan tiliretilmistir, ‘‘1gin-fungus’’lart1 anlamindadir ve funguslarla bu
bakterilerin  tarihsel  karisikligi,  morfolojilerindeki ~ yakin  benzerlikten
kaynaklanmustir (Lechevalier ve Lechevalier, 1981).

Aktinomisetler monopodial nadiren de dikotomik dalli, 1smsal yapida
koloniler olusturan yaklagik 1 p capinda bakterilerdir. Kiiltiire edildikleri ortam
lizerinde substrat ve havasal misel olustururlar. Yaygin olarak sadece substrat miseli
olusumu gozlenirken sadece havasal misel olusturan aktinomisetlere de
rastlanmaktadir. Substrat miselleri batik koloni olusumuna, havasal miseller de
kiregsi kolonilerin olusumuna neden olur. Cogu aktinomiset spor olusturur,
sporulasyon genellikle pargalanma ya da segmentasyon olusumu seklindedir. Sporlar
genelde kullanilan ortam ilizerinde pudramsi sekilde gozlenirler. Koloni morfolojileri
degiskendir. Pembeden yesile, beyazdan siyaha farkli renklerde kolonilere rastlamak
miimkiindiir. Kullanilan ortama ve inkiibasyon siiresine gore de koloni renkleri
degismektedir (Waksman, 1989).

Aktinomisetler yavas biiylime egiliminde olan ipliksi bakterilerdir.
Inkiibasyon siireleri 4-5 giindiir. Aktinomiset kolonileri katidir, sivi kiiltiirde
biiylimeleri diger bakteri gruplarindan farklidir. Besiyerinde bulaniklik olusturmayip
dipte veya yiizeyde kiimeler halinde biiyiirler (Waksman, 1989).

Kiiltiire edilen aktinomisetlerin ¢ogu mezofildir. 10 °C ve 37 °C sicaklik
araliginda biiylirler. Fakat optimal biiyiimesi 27 °C’den yiiksek organizmalara
rastlansa da bunlarin ¢ogunlugu termotoleranttir (Williams ve dig., 1983). Fakat
ekstrem kosullardan da izolasyonlar yapilmistir. Cogunlugu aerobik oldugundan
oksijen ihtiyaglar1 fazladir. Tercihen pH 5.0-9.0 kosullarinda biyiirler (Waksman,
1989).



Aktinomisetler 6zellikle de streptomisetler cogu ortamda biiyliyebilmelerine
ragmen spor olusumlari i¢in karbon ve azot igerigi yiiksek 6zel ortamlara ihtiyag
duyarlar (Kutzner, 1991). Glukoz-maya oziitii-malt Oziitli, yulaf unu, nisasta ve
gliserol-asparajin agar sporulasyon i¢in uygun ortamlardir (Shirling and Gottlieb,
1966).

Actinobacteria sistematigi 2009 yilinda Zhi ve digerleri tarafindan
kemotaksonomik, molekiiler ve niimerik taksonomik metodlarin uygulanmasiyla
yeniden gézden gegirilmistir. Giincel hiyerarsik siniflandirmaya gore Actinobacteria
siifi bes altsinif, dokuz takim, elli bes familya, iki yiiz kirk cins ve {li¢ binden fazla
tirden olusan Bacteria tistaleminde bulunan en biiyilk ve en 6nemli alemlerden
biridir. Aktinobakter terimi Actinobacteria aleminin tamamini1 tanimlarken,
aktinomiset  terimi  Actinomycetales ordusuna ait suslar1 tanimlamakta
kullanilmaktadir (Goodfellow ve dig., 2010). J. P. Euzeby tarafindan siirdiiriilen
taksonomi  ¢aligmalarinin  giincel  versiyonunda  (http://www.bacterio.cict.fr)
Actinobacteria  filumu en st seviyede Actinobacteridae, Acidimicrobidae,
Coriobacteridae, Nitriliruptoridae ve Rubrobacteridae olarak adlandirilan bes alt
simifa ayrilir. Bu alt siniflar ¢ok sayida takim ve alt takimlara ayrilmaktadir. Son
zamanlarda 16S rRNA agaglarina dayali olarak Actinobacteria filumunun diger
giincel taksonomisi Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de Actinobacteria
filumu en (st seviyede Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia,
Nitriliruptoria, Rubrobacteria ve Thermoleophilia adinda alt1 alt smifa
ayrilmaktadir. Actinobacteria smifi toplamda 15 takim i¢ermektedir (Zhi ve dig.,
2009) (Sekil 1.1).


http://www.bacterio.cict.fr/

Alt Sinif Takim Alttakim
Acidimicrobidae Acidimicrobiales Acidimicrobineae
Takim Alttakimlar
Actinomycetales Actinomycineae Actinopolysporineae
Filum Catenulisporineae  Corynebacterineae
Atk bacteta Alt Simif Frankineae Glycomycineae
i : Jiangellineae Kineosporiineae
1.2 peooy Micrococcineae Micromonosporineae
Takim :
Bifidobacteriales Streptomycineae  Streptosporangineae
Simif
Actinobacteria Alt Simif Takim Alttakim
Coriobacteridae Coriobacteriales Coriobacterineae
Takim
Alt Sinif Euzebyales
Nitriliruptoridae Jakim
Nitriliruptorales
Takim Alttakim
Rubrobacterales Rubrobacterineae
Alt Sinif Takim
Rubrobacteridae Solirubrobacterales
Takim
Thermoleophilales
B z
Simif Takimlar Jiangellales
Actinobacteria Actinomycetales Kineosporiales
Actinopolysporales  Micrococcales
Bifidobacteriales Micromonosporales
Catenulisporales Propionibacteriales
Corynebacteriales  Pseudonocardiales
Frankiales Streptomycetales
Glycomycetales Streptosporangiales
Simif Takim
Acidimicrobiia Acidimicrobiales
Filum
Actinobacteria
Simif Takim
Coriobacteriia Coriobacteriales
ST Takimlar
=1L Nitrili les
Nitriliruptoria Euzeb'yum’ -
Simif Takim
Rubrobacteria Rubrobacterales
St Takimlar
Thermoleophiia Solirubrobacterales
Sekil 1.1. List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature’da

Actinobacteria ~ Filumu  igin gincel  taksonomik  tablo
(http://www.bacterio .cict.fr/classifphyla.html#Actinobacteria) (A) ve
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de mevcut Onerilen
taksonomi (B) (Gao ve Gupta, 2012).



Actinobacteria grubu temsil eden en kapsamli c¢aligmalarda en biiylik
antibiyotik treticisi olan Streptomyces spp. (Bentley ve dig., 2002; Chater, 2006;
Hopwood, 2006; Hopwood, 2007; Ventura ve dig., 2007) ve bakteriyel enfeksiyonlar
ile ¢ok sayida insan Oliimiine sebep olan 6nemli insan patojeni Mycobacterium
cinsinin (M. tuberculosis ve M. leprae) toprakta bulundugu tespit edilmistir (Bentley
ve dig., 2004). Bunlara ilaveten; yaygin olarak toprakta bulunan aktinomiset
iyelerinin ayn1 zamanda suda, derin denizlerde ya da kutup buzu, kimyasal olarak
kontamine olmus yerler ve radyoaktif c¢evreler gibi ekstrem ortamlarda veya
hayvanlar, insanlar ve bitkilerle faydali ya da patojen olarak bulunabildikleri
belirlenmigtir (Barabote ve dig., 2009; Bull ve dig., 2005; Smith ve dig., 2006;
Ventura ve dig., 2007). Son yillarda; genom dizileme teknolojilerindeki hizl
ilerlemeden dolay1 Actinobacteria’ nin biyolojisi ve ¢esitliligi lizerindeki ¢aligmalar
hizli bir sekilde artmistir. Bu ¢alismalarin ana odaginda; iiretken ve faydali yeni
dogal triinlerin kesfi igin potansiyele sahip olan bakteriler (Streptomyces,
Salinispora, Saccharopolyspora, Cellulomonas, Verrucosispora, Pseudonocardia ve
Micromonospora) (Baltz, 2008; Behal, 2000; Berdy,2005; Bull ve Stach, 2007;
Olano ve dig., 2009) ya da ciddi insan ve hayvan hastaliklari ile zirai kayiplara
sebebiyet veren bakteriler (Mycobacterium, Actinomyces, Renibacterium,
Atopobium, Gordonia, Gardnerella, Leifsonia ve Clavibacter) vardir (Bull ve Stach,
2007; Demangel ve dig., 2009). Bunlara ilaveten diger endiistriyel éneme sahip
tiurlerin ~ (Corynebacterium,  Rhodococcus, Micrococcus,  Cellulomonas,
Acidothermus, Thermobifida ve Nocardioides) ve g¢evresel olarak faydali tiirlerin
(Arthrobacter, Kocuria, Frankia, Kineococcus, Pseudonocardia ve Rubrobacter)
kesfi yeni biyokaynaklar ve teknolojilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir

(Bagwell ve dig., 2008, Barabote ve dig. 2009; Little ve Currie, 2007) (Sekil 1.2).



Tenericutes (123, 1.1%)

Spirochaetes ETC{42) (345, 3.0%)

(403, 3.5%)
—
Firmicutes Protecbacteria
(3421, 22 7%) (5554, 48.2%)
Chlamydiae
(124, 1.1%)

Actinobacteria
Cyanobacteria (1004, B.7%)

1158, 1.4%} Bacteroidetes (380, 3.3%)

Sekil 1.2. Ezbiocloud veri tabaninda Bacteria domaini ait genom ¢alismalari
yapilmis organizma gruplarina ait say1 ve yiizdeleri gosteren grafik
(http://ezgenome.ezbiocloud.net/ Kasim-2014).

Farmakolojik aktif metabolitlerin ve 6zellikle yeni antibiyotiklerin siiphesiz
en onemli {reticileri aktinomisetlerdir (Kumar, 2007). Patojenlerin ilaglara karsi
hizla diren¢ kazanmasi, kullanilan bilesiklerin toksik etkisi ve yetersiz olusu
nedeniyle yeni antibiyotiklerin kesfine ihtiyag duyulmaktadir (Demain, 1998;
Wright, 2007). Bundan dolay1 farmakolojik arastirmalar ve kesif programlarinda
uygun biyolojik materyali secebilmek igin actinomycetes taksonomisi ve onlarin
biyoaktif bilesik iiretme yetenekleri arasindaki iliskiyi anlamak 6nemlidir (Kumar,
2007).

Toprak ekosisteminde aktinomisetlerin yaygin olmasi ve sekonder metabolit
tretimi agisindan olduk¢a verimli olmalar1 nedeniyle, topraktan sekonder metabolit
taramalar1 yogun bir sekilde giiniimiize kadar yapilmistir. Fakat yapilan ¢aligmalarda
yeni aktif madde bulma ihtimali gittikge azalmaktadir. Calismalar siklikla bilinen
metabolitlerin tekrar izolasyonuyla sonuglanmaktadir (Fenical ve dig., 1999; Mincer
ve dig., 2002).

Karasal aktinomisetlerden, 1940’lardan giiniimiize oldukca fazla aktif bilesik
elde edilmistir. Aktinomisetlerden elde edilen aktif bilesiklerin  %70-80’i
Streptomyces cinsi tarafindan tiretilmektedir (Cizelge 1.1).

Filamentli actinomycetes tiyelerinin 10000’den fazla biyoaktif bilesik tirettigi
belirlenmig ve bunlarinda yaklasik 7600’{iniin Streptomyces cinsine ait tiirlerden elde
edildigi tespit edilmistir (Sanglier ve dig. 1996; Watve ve dig., 2001; Bentley ve dig.,
2002; Ikeda ve dig., 2003; Ward ve Goodfellow, 2004). Bundan dolay, ticari olarak


http://ezgenome.ezbiocloud.net/

onemli sekonder metabolitler i¢in bu organizmalarin izolasyonu ve sekonder
metabolitler bakimindan arastirilmasina devam edilmektedir (Bérdy, 2005; Fiedler ve
2005). birlikte;

Actinomycetales ordosuna ait degisik cins ve familyalar arasinda en ¢ok sekonder

dig., Bununla Streptomycetaceae  familyasiin  disinda

metabolit  dreticisi  olan  aktinomiset familyalar1 ~ Micromonosporaceae,

Thermomonosporaceae, Nocardiaceae ve Streptosporangiaceae familyalar1 olarak
siralanmaktadir (Choi ve dig., 2003).

Cizelge 1.1 Karasal aktinomisetlerden elde edilen aktif bilesikler (Solanki ve dig.,

2008’den modifiye).

Biyoaktif o . S

bilesik Uretici organizma Aktivitesi Kaynak

Erythromycin Saccharopolyspora erythrae | Anti-bakteriyel Reeves ve dig., 1998
Bocek kontrol

Rhamnose Saccharopolyspora spinosa | ajani Spinosad’in | Madduri ve dig., 2001
temel maddesi

Zorbamycin Streptomyces flavovirdis Anti-tiimoral Wanq ve dig., 2007

Kanamycin SUSRLC ™Y CREEH My CeLiEES Anti-bakteriyel Okami ve dig., 1959

12-6

Kanglemycin C
(K-C)

Nocardia mediterranei var.
kanglensis 1747-64

Immiinosupresif

Zhou ve dig., 2006

Lomovskaya ve dig.,

Ascomyceticus

Rapamycin Streptomyces hygroscopicus | Anti-fungal 1997

Pandavir . Iyon tagimimi ve . "

(nigericin) Streptomyces hygroscopicus ATPaz aktivitesi Steinrauf ve dig., 1968
Streptomyces hygroscopicus .

FKS20 var. Antifungal, 1\ e dig 2000

Ascomycin immiinosupresif

Streptomycin

Streptomyces griseus

Anti-bakteriyel

Nomi, 1963

timoral

Valinomycin Streptomyces griseus Anti-bakteriyel Perkins ve dig., 1990
Himastatin Streptomyces hygroscopicus | Anti-tiimoral Lam ve dig., 1990
Spiramycin Streptomyces ambofaciens Anti-bakteriyel Ikeda ve dig., 1982
Leptomycin Streptomyces lividans CTUHITER, AT ||y dig., 2005

Verucopeptin

Actinomadura
Verrucosospora

Anti-timoral

Nishiyama ve dig., 1993

Medecamycin

Streptomyces mycarofaciens

Anti-bakteriyel

Xia ve dig., 1994,
Schlegel ve dig., 2001

Oxytetracycline

Streptomyces rimosus

Anti-bakteriyel

Petkovic ve dig., 2006

Fosfomysin

Streptomyces fradiae

Anti-bakteriyel

Rorers ve Birnbaum,
1974

Benzanthrins A
and B

Nocardia lurida

Anti-bakteriyel

Theriault ve dig., 1986



http://zipcodezoo.com/Key/Bacteria/Streptomycetaceae_Family.asp

Thermomonosporaceae familyasinin bir {iyesi olan Actinomadura cinsinin
tiyeleri organik madde dongiisiinde rol oynadiklart i¢in toprakta bol miktarda
bulunmaktadir (Trujillo ve dig., 2003). Actinomadura cinsinin zengin bir antibiyotik
kaynagi oldugunun kesfedilmesi ile Actinomadura suslarinin metabolizmalar1 ve
genetikleri hakkindaki bilgiler son on yil igerisinde artmistir. Bu cinse ait
organizmalarin Onceleri mantar olduklar1 kabul edilmesine karsin son zamanlarda
Actinomadura hakkinda elde edilen bilgiler 1s1ginda, oksijenli solunum yapan
aktinomisetlere ait bir cins oldugu belirlenmistir. Actinomadura iiyelerinin genellikle
mezofilik bir yapiya sahip olup 25-40 °C’de gelisim gosterirken bazi tiirleri
termofilik olup 50-65 °C’de optimum sicakliga ihtiya¢ duyduklar1 ve kirmizi, pembe,
sar1, portakal ve beyaz gibi farkli koloni renklerine sahip olduklari tespit edilmistir
(Lechevalier ve Lechevalier, 1970; Kroppenstedt ve Goodfellow, 2006).

Microbispora cinsi, Nonomura ve Ohara (1957) tarafindan aerial
miselyumlari iizerinde boyuna eslesmis sporlar iireten Actinomycetales ordosunun bir
cinsi olarak tanimlanmistir. Microbispora rosea ATCC 12950" bu cinsin tip tiiriidiir
(Nonomura ve Ohara, 1957). Aymi yil igerisinde bagimsiz olarak Lechevalier ve
Lechevalier (1957) tarafindan Waksmania cinsi (tip tiiri Waksmania rosea)
onerilmistir. Henssen (1957) Thermopolyspora bispora (=Microbispora bispora) adli
yeni bir tir tammmlamistir. Bu iki cins giiniimiizde Microbispora (Lechevalier,
1965)’nin sinonimi olarak kabul edilmektedir. Daha sonralar1 bu cinse dahil edilen
Microbispora echinospora ve Microbispora viridis tiirleri kemotaksonomik
Ozellikleri dikkate alinarak Kroppenstedt ve dig. (1990) ve Miyadoh ve dig. (1990)
tarafindan Actinomadura cinsine transfer edilmistir.

Nocardia cinsi iiyeleri akuatik ve karasal habitatlarda yaygin olarak
bulundugu gibi ¢ok farkli ekstrem ortamlarda da bulunabilmektedir (Orchard, 1981;
Maldonado ve dig., 2000). Farkli Nocardia populasyonlari aktif ¢amur kirli su aritim
tesislerinde havalandirma tanklarinin yiizeylerindeki kopiik icerisinde ve ¢amur
sedimentlerinin i¢inde bulunmustur (Goodfellow ve dig., 1996; Pagilla ve dig., 1998;
Yamamura ve dig., 2005). Nocardia; aerobik, dallanmis flamentleri bir arada
bulunduran, Gram pozitif, hareketsiz, katalaz pozitif, gelisme dongiisiiniin bazi
evrelerinde tipik asit alkol direncine sahip olan aktinomisetlerdir. Nocardia suslari
insan ve hayvanlarda cesitli cerahatli enfeksiyonlar (Nokardiozis) olusturmaktadirlar.

Enfeksiyon genellikle solumla ve bulasmis bir yaraya temas ile gerceklesmektedir


http://ijs.sgmjournals.org/content/62/Pt_10/2430.full#ref-17

(Schaal ve Lee, 1992; McNeil ve Brown, 1994; Goodfellow ve dig., 1998; Saubolle
ve Sussland, 2003; Munoz ve dig., 2007; Jinno ve dig, 2007).

Nonomuraea cinsi Zhang ve dig. tarafindan 1998 yilinda Onerilmistir ve
Streptosporangiaceae familyasinin bir iiyesidir. Bu cinsin iiyeleri aerobik, Gram-
pozitif, non-asit-fast, asir1 dallanmis substrat ve hava miselyumlarina sahip
hareketsiz aktinomisetlerdir. Hava hifleri ¢engel, spiral yada katlanmis, diizensiz,
plriizsiiz ve degisen yiizey goriinlimlerine sahip uzun spor zincirleri seklinde
farklilasabilir. Bu cins kemotaksonomik olarak hiicre duvarinda meso-
diaminopimelik asit mevcudiyeti, tim hiicre lizatlarinda karakteristik seker olarak
maduroz bulundurmasi, baskin izoprenolog olarak dokuz izopren alt birimi ile
di-tetra ve hekza-hidrojen atomuna sahip menakinonlara sahip olmasiyla karakterize
edilmektedir. Streptosporangiaceae familyasi iginde antibiyotik treten cinsler
arasinda yer almaktadir (Zhang ve dig., 1998; Chiba ve dig., 1999; Stackebrandt ve
dig., 2001; Ara ve dig., 2007a, b; Le Roes ve Meyers, 2008; Qin ve dig., 2009; Wang
ve dig., 2011; Nakaew ve dig., 2012; Camas ve dig., 2013).

Streptomyces tiirleri; tip, ekoloji ve biyoteknoloji endiistrisindeki Snemli
rollerinden dolay1 en iyi c¢alisilmis ve karakterize edilmis bakterilerdir (Bentley ve
dig., 2002; Alam ve dig., 2010). Streptomyces cinsi iiyeleri, olduk¢a karmasik bir
sekonder metabolizmaya sahip olup, ¢ok miktarda biyolojik agidan kullanish
bilesikler iiretmektedirler. Tim mikrobiyal biyoaktif sekonder metabolitlerin
yaklasik % 45’inin kaynagi aktinomisetlerdir ve bu metabolitlerin (7600 bilesik) %
80’ini de Streptomyces iiyeleri tarafindan tiretilmektedir (Berdy, 2005). Bu
bilesenlerden en Onemlileri tip ve veterinerlikte kullanilan antibiyotik, antifungal,
antiparazitik ajanlar, herbisitler, immiinbaskilayicilar ile gida endiistrisi ve diger
alanlarda kullanilan ¢esitli 6nemli enzimlerdir (Ilic ve dig., 2007; Savic ve dig.,
2007; Sembiring ve dig., 2008; Anzai ve dig., 2008; Alam ve dig., 2010).
Streptomyces’ler toprakta baskin olarak bulunan actinomycetesler olarak anilsalar da
son yillarda yapilan c¢alismalar gostermistir ki, Streptomyces iiyeleri bitki
koklerindeki rizosfer, bitki dokulari, yaprakla beslenen karincalar, kiimes hayvam
digkist ve deniz siingeri gibi farkli habitatlarda da bulunabilmektedir (Kim ve dig.,
2000; Castillo ve dig., 2002; Tokala ve dig., 2002; Strap ve dig., 2006; Kost ve dig.,
2007; Zhang ve dig., 2008; Sazak, 2009; Sembiring, 2009; Sahin ve dig., 2010).



Bu ¢alismada Ege Denizi’nde bulunan Gokgeada’nin Aydincik, Eselek Baraji,
Eselek koyi, Yildiz koyu, Zirve ve Zeytinlikoyi topraklarindan farkli aktinomiset
tiyelerinin izolasyonu, molekiiler metotlardan 16S rRNA gen bolgesi ile molekiiler

tiplendirmesi ve olas1 yeni aktinomisetlerin literatiire kazandirilmas1 amag¢lanmistir.






2. LITERATUR OZETi

2.1 Genel Bilgiler

2.1.1 Actinomadura cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri
Ustalem: Bacteria

Simif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1918) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Streptosporangineae (Ward-Rainey ve dig., 1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Thermomonosporaceae (Rainey ve dig., 1997) (Zhi ve dig., 2009)

Cins: Actinomadura (Lechevalier ve Lechevalier, 1970)

1970 yilinda Lechevalier ve Lechevalier cinsi tanimlarken kullandiklar1 “aerobik,
Gram pozitif, asit-fast o6zellik gostermeyen, hareketsiz, hiicre duvari mezo-
diamilopimelik asitce (mezo-A;pm) zengin fakat karakteristik hiicre duvar sekeri
icermez (hiicre duvar tipi III) tanimi {izerine Actinomadura cinsi pek ¢ok farkli cinsin
tiyelerini bir donem biinyesinde barindirmistir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970; Lu
ve dig., 2003). izleyen siiregte Actinomadura cinsi endospor olusturmadigi igin
Thermomonosporaceae familyasina gegmistir (Cross ve Goodfellow, 1973).
Actinomadura cinsinin Nocardia cinsinden ayrilmasi niimerik analizler, DDH, faj
tiplendirmesi, kimyasal ve serolojik verilerle yapilmaya c¢alisilmistir (Tsukamura,
1969; Goodfellow, 1971; Prauser, 1978; Mordarski ve dig., 1978; Goodfellow ve
Minnikin, 1978). Bunlara ragmen cinsin i¢erdigi tiirler ve taksonomik tarihgesindeki
belirsizlik sebebiyle Bergey s Manual of Determinative Bacteriology nin sekizinci
baskisinda Actinomadura ‘incertae sedis ” (Lat. taksonomik yeri belirsiz) bir cins
olarak tanimlanmistir (Lacey ve dig., 1978; Goodfellow ve Alderson, 1979).
Miyadoh ve digerleri 1989 yilinda yaptiklar1 c¢alismayla Microtetraspora

viridis tiiriiniin (Nonomura ve Ohara, 1971) kemotaksonomik 6zellikleri bakimindan
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Microtetraspora cinsinden oldukga farkli oldugunu gérmiisler, ayrica Actinomadura
malachitica ile sinonim oldugunu ve Actinomadura viridis olarak siniflandirilmasini
onermislerdir. 1990 yilinda Kroppenstedt ve digerleri Microbispora echinospora
tirtiniin kimyasal 6zelliklerinin Actinomadura cinsine benzerligi bakimindan bu cins
icerisinde siniflandirilmasini 6nermislerdir. 1992 yilinda Thermomonosporaceae ve
Streptosporangiaceae familyalari Kroppenstedt ve Goodfellow tarafindan
taksonomik olarak yeniden diizenlenmistir. Ardindan Miyadoh ve digerleri 1997°de
Atlas of Actinomycetes’de bu familyalar arasindaki morfolojik farkliliklar
gostermislerdir (Kroppenstedt ve Goodfellow, 1992).

1997 yilina gelindiginde Stackebrandt ve digerleri her bir taksonu 16S rRNA
gen dizisini kriter alarak analiz etmisler ve sonug¢ olarak, Actinobacteria sinifini
Oonermis ve tanimlamislardir. Thermomonosporaceae familyasinin taksonomik
posizyonu kemosistematik ve molekiiler sistematik metotlarin beraber uygulanmaya
baglamasi ile birlikte netlik kazanmaya baslamigtir. Bu takson Nocardiopsaceae ve
Streptosporangineae familyalar1 ile birlikte, Actiomycetales takimimin 13 alt
takimindan biri olan Streptosporangineae alttakiminda  smiflandirilmistir.
(Stackebrandt ve dig., 1997). Thermomonosporaceae familyasi; Actinomadura
(Lechevalier ve Lechevalier, 1970), Actinocorallina (linuma ve dig., 1994),
Spirillospora (Couch, 1963) ve tip cinsi Thermomonospora (Henssen, 1957) Zhang
ve digerleri tarafindan 2001°de yeniden diizenlenmistir. Bu taksonun iiyeleri 16S
rRNA gen agacinda farkli bir filogenetik hat olusturdugundan, morfolojik, fizyolojik
ve kimyasal 6zelliklerin kombinasyonlar1 kullanilarak birbirinden ve yakin akraba
familyalar olan Nocardiopsaceae (Rainey ve dig., 1996) ve Streptosporangiaceae
(Goodfellow ve dig., 1990) familyalarindan ayrilabilmektedir (Stackebrandt ve dig.,
1997; Zhang ve dig., 1998, 2001; Miyadoh ve Miyara, 2001; Trujillo ve Goodfellow,
2003).

Kemotaksonomik ve molekiiler tekniklerin bir arada kullaniminin
yayginlasmaya baslamasiyla Actinomadura cinsi igindeki pek ¢ok tiiriin taksonomik
yeri degismistir. Buna en 1yi 6rnek olarak Zhang ve digerlerinin 1998 yilinda 16S
rRNA analizlerini temel alarak gerceklestirdikleri ¢alisma verilebilir. Toplam on iki
adet Actinomadura tiirii yeni bir aktinomiset cinsi olarak dnerilen Nonomuria cinsine
gegirilmistir. Chiba ve digerleri ise 1999 yilinda International Code of Nomenclature
of Bacteria kurallarina gére Nonomuria ismini Nonomuraea olarak degistirmistir.

Zhang ve digerlerinin 1998 yilinda yaptiklar1 bu ¢aligma ile kimyasal, molekiiler ve
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niimerik metotlarin birlikte uygulanmasinin dnemi bir kez daha vurgulanirken, cinsin
taksonomik revizyona ihtiyact oldugunu da acikga gosterilmistir (Zhang ve dig.,
1998, 2001).

Zhang ve digerlerinin 2001 yilinda yaptigi yeni bir ¢alismada ise
Actinomadura cinsi i¢indeki dort tiirtin Actinocorallina cinsine, Thermomonospora
cinsine ait iki tlirin de Actinomadura cinsine transferi Onerilmistir. Ayrica
Excellospora viridilutea Actinomadura cinsine gecip Actinomadura viridilutea
olarak degistirilince Excellospora cinsi taksonomik statiisiinii kaybetmistir (Zhang ve
dig., 2001; Zhi ve dig., 2009). Yine Gauze ve digerlerinin 1973’de tanimladiklar
Actinomadura carminata Gyobu ve Miyadoh tarafindan 2001 yilinda Nonomuraea
roseoviolacea subsp. carminata olarak yeniden isimlendirilmistir ve bdylece cins
morfolojik ve kemotaksonomik agidan daha homojen hale gelmistir.

Actinobacteria sinifinin 16S rRNA gen dizisini kriter alan tanimlamasi 2009
yilinda  Yunnan Universitesin’”den Zhi ve digerlerinin, Stackebrandt’la
gerceklestirdikleri ortak calisma ile giincellestirilmesi saglanmistir (Zhi ve dig.,
2009). 2011 yilinda ise Promnuan ve digerlerinin yaptiklar1 ¢alismadan elde ettikleri
genotipik ve fenotipik verilerle Actinomadura cremea subsp. rifamycini’nin
taksonomik pozisyonunun yeniden diizenlenip, A. rifamycini olarak tiir diizeyinde
isimlendirilmesini Onerilmis ve bu Oneri komisyon tarafindan kabul edilmistir
(Promnuan ve dig., 2011).

Actinomadura cinsi aerobik, gram pozitif, asit-fast negatif ve hareketsiz
aktinomisetlerden olugmaktadir. DNA’nin % G+C igerigi % 66-72 mol’diir
(Kroppenstedt ve dig., 1990; Lu ve dig., 2003; Wink ve dig., 2003; Wang ve dig.,
2007; Ara ve dig., 2008b). Kemoorganotrofik aktinomisetlerden olan Actinomadura
dallanmis substrat misellerine sahip olmasinin yani sira tek veya kisa zincirli 15 veya
daha fazla arthrosporlar tasiyan hava miselyumuna sahiptir. Yiizeydeki spor
zincirleri farkli uzunluklara sahip olup diiz, kanca veya spiral sekilli olan diizenli,
piiriizsiiz, dairesel sporlara sahiptir (Lu ve dig., 2003; Tseng ve dig., 2009).

Cogu mezofilik olan cins tiyeleri 25-40°C’de gelisim gosterirken, gelismek
icin 50-65°C’de optimum sicakliga ihtiyag duyan termofilik tiirleri de mevcuttur.
Toprak izolatlariin biiyiik bir kismi optimum 28°C’de gelismektedir. Termofilik
Actinomadura olan Actinomadura rubrobrunea optimum sicaklik olarak 55°C’ye, A.
viridilutea ise 45°C’de ihtiyag duymaktadir ve bu iki termofilik tiir, mezofilik

Actinomadura  tyelerinden agir asit kompozisyonundaki  farkliliklarla
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ayrilabilmektedir. Polar lipitleri difosfotidil gliserol, fosfotidilinositol ve
fosfotidilinositol mannositleridir. Actinomadura cinsi iyeleri kemotaksonomik
olarak mezo-diaminopimelik asit ve maduroz gibi sekerleri igeren tip III-B hiicre
duvarina sahiptir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970).

Actinomadura cinsinin tiyeleri gelisimleri sirasinda enerji kaynagi olarak
sekerleri kullanmakta ve proteolitik aktivite olarak ¢ofu susu kazein, jelatin ve
lignoseliilozu parcalamaktadir; ancak kitin, ksantin ve ksilan gibi maddeleri
metabolize edememektedir (Kroppenstedt ve Goodfellow, 2006). Bunlarin disinda,
Puhl ve digerleri 2009 yilinda Kanada’da sigir giibresinden pek cok bakterinin
pargalayamadig1 bir polimer olan keratini degrade edibilen bir Actinomadura tiirii (A.
keratinilytica) izole etmeyi basarmis ve yine ayni yil Tseng ve digerleri termotolerant
poliester degrade edebilen bir Actinomadura tiirii (A. miaoliensis) izole ettiklerini
bildirmislerdir.

Cins bu o6zelliklerinin disinda iyi bir antibiyotik {ireticisi olarak da
bilinmektedir. Topraktan izole edilen bazi tiirleri antibiyotik endiistrisinde kullanilan
cesitli antibiyotikleri iiretmektedir. 1991 yilinda Fiji adalarindaki topraktan izole
edilen Actinomadura hibisca, A. kijaniata, A. macra, A. oligospora antibiyotik
ireticisi olarak bilinen tiirlerden bazilaridir (Huang, 1980; Mertz ve dig., 1986;
Tomita ve dig., 1990; Waitz ve dig., 1981;).

Ik tanimlanan Actinomadura ornekleri klinik izolatlardan elde edilmistir.
Cinsin tip tiirii olan daha ¢ok topraktan izole edilen Actinomadura madurae ve A.
pelletieri insanda misetomanin birincil ajanlaridir. Klinik 6nemi olan Actinomadura
tiirlerine ek olarak Actinomadura chibensis, A. latina, A. pelletieri, A. sputi verilebilir
(Tryjillo ve Goodfellow, 1997; Hanafy ve dig., 2006). A. latina ve A. pelletieri
sadece klinik materyallerden izole edilmistir.

Actinomadura cinsi iyeleri organik madde dongisiinde rol oynadiklari
toprakta bol miktarda bulunur (Trujillo ve Goodfellow, 2003). Actinomadura alba,
A. bangladeshensis, A. chokoriensis, A. fibrosa habitati toprak olan Actinomadura
tiirlerine 6rnek olarak verilebilir (Mertz ve Yao, 1990; Wang ve dig., 2007; Ara ve
dig., 2008b). Baskin olan kirmizi renk pigmenti siylononilprodigin, nonilprodigin ve
andesilprodigin olarak tanimlanan tripyrol iskeletiyle karakterizedir (Lechavalier ve

Lechavalier, 1970).
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Actinomadura cinsi insan diginda bitkilerden de izole edildigi rapor
edilmistir. Qin ve digerleri 2009 yilinda Cin’nin Yunnan bélgesindeki bir yagmur
ormaninda bulunan Maytenus austroyunnanensis bitkisinin yapraklarindan endofitik
Actinomadura tiirii izole etmis ve bu yeni tiirii A. flavalba olarak isimlendirmislerdir.

Amonyak igeren atik gazlarin iglendigi tesislerde toksik bir bilesik olan nitrit
tretimi goriilmektedir. Nitrit ortamin pH’sim1 diisiirerek biyofiltrelerin verimligini
diisiirmektedir. Nitrit tireten bir Actinomadura tiirii olan A. nitritigenes’in boyle
biyofiltreden izole edildigi 1995 yilinda Lipski ve Altendorf tarafindan bildirilmistir.

Lechevalier ve Lechevalier tarafindan 1970’de tanimlanan Actinomadura
cinsi Zhang ve digerleri (1998, 2001) ve Miyadoh ve Miyara (2001) tarafindan
yeniden diizenlemis olup, gliniimiizde gecerli olarak tanimlanmig 78 tiir ve 2 alt tiirii
blinyesinde  barindirmaktadir  (http://www.bacterio.cict.fr/a/actinomadura.html
Aralik-2015).

2.1.2. Amycolatopsis cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel ozellikleri

Ustalem: Bacteria

Sube: Actinobacteria

Simf: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales

Familya: Pseudonocardiaceae (Embley ve dig., 1988)
Cins: Amycolatopsis (Lechevalier ve dig., 1986)

Amycolatopsis  cinsi  yanlis  siniflandirilmis  nokardioform  aktinomisetleri
(Streptomyces, Nocardia, Actinomyces) gruplandirmak i¢in ilk defa Lechevalier ve
dig. (1986) tarafindan onerilmistir.

Amycolatopsis cinsi, Actinopolyspora (Gochnauer ve dig., 1975),
Kibdelosporangium Shearer ve dig. 1986, Prauserella (Kim ve Goodfellow 1999),
Pseudonocardia (Hennsen 1957), Saccharomonospora (Nonomura ve Ohara 1969),
Saccharopolyspora (Lacey ve Goodfellow 1975), Thermobispora (Wang ve dig.
1996) ve Thermocrispum (Korn-Wendisch ve dig. 1995) cinslerini de igeren

Pseudonocardiaceae (Embley ve dig., 1988) ailesi igerisinde siniflandirilir.
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Cinsin iiyeleri aerobik, Gram reaksiyonu pozitif, katalaz pozitif, non-acid fast,
hiicre duvar1 peptidoglikaninda mezo-diamino-pimelik asit, arabinoz ve galaktoz
iceren, diagnostik fosfolipit olarak fosfatidiletanolamin iceren, mikolik asitlerden
yoksun, dallanmis  substrat miselyum (0.2-2um) olusturan  hareketsiz
aktinomisetlerdir. Spor zincirleri vejetatif hifler {izerinde olusur.

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

2.1.2.1 Amycolatopsis cinsinin biyoteknolojik 6nemi

Selman Waksman’in Streptomyces griseus’un streptomisin’i iirettigini kesfettiginden
bu yana, ¢ok sayida aktinomiset izole edilmekte ve taranmaktadir (Watve ve dig.,
2001). Baslangicta aragtirma ve kesif progamlari, izolasyon ortaminda ¢abuk yetisip,
kolayca izole edilebildigi i¢in, streptomisetlere odaklanma egilimindeydi.
Streptomyces cinsi {iyeleri lizerine yapilan ¢alismalar, Streptomyces antibioticus’dan
actinomisn (Waksman ve Woodruff, 1941), Streptomyces fradiae’den neomisin
(Waksman ve Lechevalier, 1949) gibi birgok yeni antibiyotigin kesfini miimkiin
kilmigtir. Sonrasinda yapilan ¢alismalarda da goriildigi gibi Amycolatopsis gibi
diger cinsler de farmakolojik kesif programlarmin ilgi cekici materyali olarak
belirmektedir.

Amycolatopsis cinsi iiyeleri, rifamisin ve vankomisin antibiyotiklerinin
kaynagi olarak bilinmesinin yani sira, biyoteknolojik onemi olan yeni biyoaktif
bilesenlerin treticileri olarak son zamanlarda dikkatleri iizerine ¢ekmektedir (Tang
ve dig., 1998; Wink ve dig., 2003; Xu ve dig., 2003). Glikopeptid bir antibiyotik olan
Vankomisin, ilk defa Amycolatopsis orientalis strain M43-05865 - Eli Lilly ve Co;
den i1zole edilmistir. Bu bilesikler peptidoglikan sentezini inhibe eder, enterococci ve
staphylococci’nin neden oldugu siddetli bakteri enfeksiyonlarina miidahalede klinik

olarak kullanilmaktadir. Rifamisin, rifamisin A, B, C, D ve E (Margalith ve Beretta,
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1960) ismiyle en az 5 bilesenli bir kompleks olarak ilk defa Amycolatopsis
mediterranei’den izole edilmistir. Bu bilesik DNA-bagimli RNA sentezini inhibe
eden ansamycin antibiyotigidir. Rifamisin’in bir analogu olan Rifampisin, Gram (+)
ve Gram (-) bakterilere kars1 aktiftir. Tiberkiiloz, lepra ve AIDS-iliskili
mikobakteriyal enfeksiyonlarin (Floss ve Yu, 2005) tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Amycolatopsis cinsi glinlimiizde sistematikte gegerli olarak tanimlanmis 68
tiir ve 4 alt tiirii biinyesinde barindirmaktadir (www.bacterio.cict.fr/a/amycolatopsis

.html Aralik-2015).
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2.1.3. Nocardia cinsinin sistematigi, tarihgesi ve genel ozellikleri

Ustalem: Bacteria

Simif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Corynebacterineae (Stackebrandt ve dig.,1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Nocardiaceae (Castellani ve Chalmers, 1919) (Zhi ve dig., 2009)
Cins: Nocardia (Trevisan, 1889)

Glnimiizde Nocardia cinsi basta kemotaksonomik oOzellikler kullanilarak
tanimlanmaktadir (Goodfellow ve Lechevalier, 1989; Goodfellow, 1992).
Goodfellow "Nocardia ve Iliskili Cinsler" adli yayminda Nocardia cinsine ait

kemotaksonomik 6zellikleri belirtmistir (Sekil 2.1).

Actinobacteridae

Ordo
\| Actinomycetales
Alt Ordo Alt Ordo Alt Ordo Alt Ordo Alt ordo
|| Corynebacterineae Streptosporanginea | Micrococcineae ) Micromonosporineae | | Propionibacterineae
‘ Familya (
Nocardiaceae

s | .
WV T—
Familya Micromonosporaceae
Thermomonosporacede ) -
Cins ;
Cms ‘ Fr— = Cins
icrobacterium i
Nocardia Cins Kribbella
Cms
Mzcromonos ord
Actmomadum P

Sekil 2.1. Nocardia cinsinin diger cinslerle filogenetik iliskisini gdosteren diyagram
(Zhi ve dig., 2009).

Sinif Actinobacteria
Alt Simif

I Familya
Microbacteriacea Familya

Familya

Nocardioidaceae

\—J"
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1889 yilinda Trevisan; Fransiz bir veteriner olan Edmond Nocard’in ismine atfen
Nocardia ismi ile anilan bu cinsin N. actinomyces ve Harz'in teshis ettigi
Actinomyces bovis dahil olmak itizere 5 tiir igerdigini agiklamistir. Ancak
Actinomyces bovis anaerobik bir tiirdiir ve zorunlu aerobik bir tiir olan N. farcinica
ile birlikte smiflandirilmis olmasi bir¢ok arastirictyr herhangi bir ¢eliskiye
diistirmemistir (Buchanan, 1918; Orskov, 1923; Jensen, 1931). Fakat diger
arastirmacilardan farkli olarak Wright anaerobik patojenik aktinomisetlerin, hava
miselyumu ve spor lireten aerobik aktinomisetlerden (Nocardia+Streptomyces) olan
Nocardia cinsinden ayrilip Actinomyces cinsi iginde siniflandirilmasi gerektigini
Onermistir.

1891'de Eppinger tarafindan beyin apsesinden izole edilen ve aerobik, gram
pozitif, asit-alkol direngli bir organizma olan Cladothrix asteroides olarak
adlandirdigi organizma, 1896 yilinda, Blanchard tarafindan N. asteroides olarak
yeniden adlandirilmistir. Yine Brezilyali bir hastanin bacagidan izole edilen ve
Lindenberg tarafindan Discomyces brasiliensis olarak adlandirilan organizma daha
sonra Pinoy tarafindan N. brasiliensis olarak yeniden adlandirilmistir. 1891'de Rossi-
Doria'nin Streptothrix carnea adimi verdigi toprak organizmasini, Castellani ve
Chalmers N. carnea olarak yeniden adlandirmislardir.

Nocardia cinsinin uzun ve karisik taksonomi tarihi Lechevalier tarafindan ana
hatlariyla  agiklanmigtir.  Waksman  (1961)’m  ¢alismasiyla, Nocardia’nin
heterojenitesinin altin1 ¢izen modern taksonomik tekniklerin kullanimi, cinsin
siiflandirilmasinda gelismelere ve gelecek calismalar icin saglam bir temel
olusturmustur (Tsukamura, 1969, 1977; Bradley ve Mordarski, 1976; Mordarski ve
dig., 1978; Goodfellow ve Minnikin, 1978; Orchard ve Goodfellow, 1980;
Goodfellow ve dig., 1982).

Niimerik c¢alismalar neticesinde Nocardia cinsinin aerobik nocardioform
aktinomisetlerin oldukca genis heterojen bir grubu oldugu dikkat ¢ekicidir. McClung
(1974) 31 Nocardia tirtinii tanimlayip listeleyerek Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology’nin 8. baskisinda durumla ilgili diisiincelerini
aciklamistir. McClung, cins lyelerini misel gelisimi derecesine gore 3 morfolojik
gruba ayirmakla beraber; bazi kiiltiirlerin gen¢ kolonilerin mikroskobik
mikromorfolojileri ve kiiltiirel 6zelliklerindeki agirliklarindan dolay: esit gecerlilikle
Corynebacterium, Mycobacterium ya da Nocardia cinslerine yerlestirilebilecegine de
dikkat gekmistir.

19



Hiicre duvar1 major seker ve aminoasit kompozisyonu ile peptidoglikan
yapisinin saptanmasi aktinomiset sistematiginin yeniden gozden gegirilmesine ve
cesitli duvar kemotipleri ve peptidoglikan tiplerine gore taksonlarin belirlenmesini
saglamistir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970; Schleifer ve Kandler, 1972). Ayrica,
hiicre duvarinda nitel duvar kompozisyon analizleri Corynebacteria, Mycobacteria
ve Nocardia arasindaki yakin iliski i¢in anlamli ve agik bir delil saglamistir
(Cummins ve Harris, 1956, 1958). Bu organizmalarin tiimii biiyiik miktarda mezo-
diaminopimelik asit (meso-A2pm), arabinoz ve galaktoz igermekte; Kemotip-1V
hiicre duvar1 ve Aly peptidoglikan tipine sahiptir (Lechevalier ve Lechevalier, 1970;
Schleifer ve Kandler, 1972). Bu taksonlar arasindaki yakin iligki, onlarin mikolik asit
yani yiiksek molekiiler agirlikli 2-alkil-3-hidroksi dallanmig zincirli yag asitlerini
icerdiklerinin kesfedilmesi ile daha ileri diizey kazanmistir. Mikolik asit igeren
aktinomisetler “Mycolata” olarak adlandirilmakta ve ¢ogunlukla, Mycolata grubu
liyesi organizmalarin hiicre zarflarinda esterlenmis mikolik asitlere baglanan
peptidoglikan-arabinogalaktan hiicre duvari iskeletleri yapiyr olusturmaktadir (Chun
ve dig., 1996).

Nocardia'lar dallanmis flamentlileri bir arada bulunduran, aerobik, katalaz
pozitif, hareketsiz, Gram boyamada gram pozitif sonu¢ veren ve tipik olarak da
bliyime devrinin baz1 sathalarinda asit-alkol direncli mikroorganizmalardir
(Goodfellow ve Cross, 1984). Nocardia cinsi tiyeleri 0,5-1,2 ym ¢apinda, besi yeri
yiizeyinde veya derinliklerinde genisce dallanarak vejetatif hiflerle biiylimektelerdir.
Genelde koloniler sert, kolayca kirilan bir yogunluga, ¢ok iyi bir bi¢imde kivrimli bir
yiizey ile kivrimli bir goriinlise sahiptir. Bazen koloninin gercek rengini maskeleyen
bir hava miselyumu ya da sekonder miselyum tarafindan ¢evrelenmektedir
(Goodfellow ve dig., 1999).

Oksidatif tipte karbonhidrat metabolizmasina sahip kemoorganotropik
organizmalardir. Nocardia hiicre duvart A1 tipinde mezo-diaminopimelik asit i¢eren
peptidoglikana  sahiptir. Nocardia cinsinin  hiicre duvar1 mikolik  asit
bulundurmaktadir. Nocardia’larin hiicre duvar tipi Kemotip IV A’dir ve karakteristik
hiicre duvar polisakkariti olarak arabinoz ve galaktoz icermektedir (Lechevalier ve
Lechevalier, 1970). DNA' nin G+C oran1 % 64-72 mol' diir.

Aktinomiset sistematiginde degerli oldugu gosterilen diger kimyasal

belirleyiciler hiicresel yag asitleri, izoprenoid quinonlar ve polar lipit analizlerinden
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belirlenmigtir (Lechevalier ve dig., 1977; Minnikin ve Goodfellow, 1980;
Kroppenstedt, 1985; Baba ve dig., 1997). Mikolik asit igeren aktinomisetlerin,
ozellikle Corynebacteria, Mycobacteria ve Nocardia’nin sahip oldugu mikolik
asitlerin yapis1 ve tiim boyutundaki farkliliklarla, hiicresel yag asitleri, menaquinon
ve polar lipit kompozisyonu ile tanimlanip ayirt edilebildigi sonradan ortaya
cikartlmistir (Cross ve Goodfellow, 1973; Goodfellow ve Minnikin, 1977, 1981a, b,
1984; Keddie ve Cure, 1977; Minnikin ve dig., 1978; Baba ve dig., 1997). Yeni
Nocardia tirlerinin durumunu belirlemek i¢in ilave karsilastirmali ¢alismalara
gereksinim duyulmustur. Bu sebeple 1990°da Yano ve dig., DNA:DNA benzerligi,
mikolik asit ve niimerik taksonomi verilerini kullanarak N. nova’y: N. asteroides ve
N. farcinica’dan ayirmstir.

Gen dizileme c¢aligmalarinin laboratuarlarda rutin kullanima girmesiyle
Nocardia asteroides olarak tanimlanan pek ¢ok klinik Nocardia izolatinin aslinda
fdigh Nocardia tiirleri oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Sonu¢ olarak Nocardia
asteroides (ATCC 19247") “sensu sitricto” yani gen dizilimi ile tanimlanan tip
Orneginin, aslinda 6nemli bir insan patojeni olmadig1 diisiiniilmektedir (Conville ve
Witebsky, 2010).

Nocardia tiirleri dogada olduk¢a yaygindir ve toprakta bol miktarda
bulunurlar. Bazi suslar insan ve hayvanlar i¢in firsatg1 patojendir (Giirtler ve dig.,
2001; Jannat-Khah ve dig., 2010; Moser ve dig., 2011). Kan emici arthropodlarla
mutualistik birliktelik olusturduklar1 gibi su ve pis su borular ile dogal kaucuk
birlesim yerlerinde biyolojik bozulmalarda da rol almaktadirlar (Hutchinson ve dig.,
1977; Orchard, 1981; Maldonado ve dig., 2000). N. amarae ve N. otitidiscaviarum
populasyonlar1 aktif camur kirli su aritim tesislerinde havalandirma tanklarinin
yiizeylerindeki kopiik igerisinde bulunmustur (Lechevalier ve Lechevalier, 1974,
Cross, 1981; Lemmer ve Kroppenstedt, 1984; Sezgin ve dig., 1988; Goodfellow ve
dig., 1996; Soddell ve Seviour, 1990; Pagilla ve dig., 1998).

Denizel habitatlarda da Nocardia tiirlerine rastlanmistir (Peela ve dig., 2005;
Bredholdt ve dig., 2007; El-Gendy ve dig., 2008). Derin denizlerde ve deniz
sedimentlerinde yapilan ¢aligmalar sanildigindan ¢ok daha fazla aktinomiset
cesitliliginin oldugunu gostermistir (Kokare ve dig., 2004). Zhang ve digerlerinin
(2008) Cin’de yaptiklart ¢calismada N. abscessus, N. shimofusensis ve N. asteroides

tiirlerini deniz siingerinden izole etmeyi bagsarmislardir.
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Nocardia’nin dogal habitat1 topraktir ve pH 6,8-7,2 arasi optimum biiyiime
gostermektedirler. Bunun disinda asidik ve bazik topraklardan da Nocardia
izolasyonu ger¢eklesmistir. Nocardia jiangxiensis ve Nocardia miyunensis asidik
toprakdan, N. neocaledoniensis ise ultrabazik yiiksek miktarda magnezyum igeren
topraktan, yine topraktan izole edilen Nocardia goodfellowii ve Nocardia thraciensis
yeni Nocardia tiirleri olarak literatiire kazandirilmislardir (Saintpierre- Bonaccio ve
dig., 2004; Cui ve dig., 2005; Sazak ve dig., 2012).

Nocardia mezofilik aktinomisetlerden olmakla birlikte Takahashi ve Omura,
2003 yilinda yaymladiklar1 ¢alismada ¢6l kumundan 50 C’de gelisebilen Nocardia
susunu izole etmeyi basardiklarini bildirmislerdir. Bunu takiben 2006 yilinda Seo ve
Lee deniz kumundan yeni bir Nocardia tiirii izole etmis ve Nocardia harenae olarak
literatiire kazandirmislardir. Kampfer ve digerleri ise 2012 yilinda Karayip Deniz
kumundan Nocardia agrenadensis tiiriinii izole etmistir.

Nocardia cinsi genellikle yaz aylarinda aritim tanklarinda kopiirmeye sebep
olan bir bakteridir ve N. pinensis ile N. takadensis aktif ¢camur’dan izole edilerek
literatlire kazandirilmis tiirlerdir (Blackall ve dig., 1989; Yamamura ve dig., 2005).
Genellikle karanlik, organik madde agisindan fakir ve sicaklik agisindan nispeten
stabil Ozellik gOsteren yasam ortamlar1 olarak tanimlanan magaralarda yasayan
aktinomiset cinslerinden biri de Nocardia cinsidir. N. jejuensis, N. speluncae ve N.
altamirensis gibi Nocardia tiirleri ¢esitli magaralardan izole edilip literatiire
kazandirilmiglardir (Lee, 2006; Seo ve dig., 2007; Jurado ve dig., 2008).

Sekonder aktif metabolit {iretimi yoniinden zengin Nocardia tiirlerine 6rnek
olarak 2009 yilinda literatiire kazandirilmig, amicoumacin B tireten N. jinnensis ve
nitrik oksit sentetaz enzimince zengin N. iowensis tiirleri verilebilir (Lamm ve dig.,
2009; Sun ve dig., 2009).

2010 yilinda Kaewkla ve Franco, ananas agacinin kokiinde patojen
organizmlarla antagonistik iligki icinde olan Nocardia callitridis tiiriinii izole
ettiklerini bildirmislerdir. Boylece endofitik 6nemi olan yeni bir aktinomiset tiirii
literatlire eklenmistir. 2011 yilinda Zhao ve digerleri Artemisia annua bitkisinin
govdesinden endofitik Nocardia artemisiae tiiriinii, Xing ve digerleri Jatropha
curcas bitkisinin yagh tohumundan endofitik Nocardia endophytica tiiriinii izole

etmistir.
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Yapilan cesitli ¢alismalarda Nocardia cinsi iiyelerinin antibiyotik iireticisi
oldugu tespit edilmistir. Patojen bir organizma olan Vibrio damsela tiiriinii gelisimini
inhibe etme potansiyeline sahip tiirler iizerine yapilan bir ¢calismada, 16 aktinomiset
tiyesi sus icerisinde Nocardia brasiliensis tiiriiniin en genis inhibisyon zonunu
olusturdugu tespit edilmistir (El-sersy ve Abou-Elela, 2006). Nocardia brasiliensis
tirii lizerine yapilan ¢aligmalarda bu organizmanm bir indol alkoloid olan
brasilikardin A ile brasiliquinon A, B, C29 olarak adlandirilan sitotoksin antifungal
ve antibakteriyel antibiyotikleri sentezledigi tespit edilmistir. Bunun yaninda
Nocardia transvalensis IFM 10065 tiiriinden ¢inko kompleksli bir antibiyotik olan
Transvalensis A’y1 sentezledigi rapor edilmistir (Hoshino, 2004).

Nocardia cinsi giinlimiizde sistematikte gegerli olarak tanimlanmig 105 tiirii

biinyesinde barindirmaktadir (www.bacterio.cict.fr/n/nocardia.html Aralik-2015).
2.1.4. Nonomuraea cinsinin sistematigi, tarihgesi ve genel ozellikleri

Ustalem: Bacteria

Siif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Streptosporangineae (Ward-Rainey ve dig., 1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Streptosporangiaceae (Goodfellow ve dig., 1990) (Zhi ve dig., 2009)
Cins: Nonomuraea (Zhang ve dig., 1998)

Nonomuraea cinsi Zhang ve digerleri tarafindan 1998 yilinda oOnerilmistir ve
Streptosporangiaceae familyasinin bir iiyesidir. Bu takson Microtetraspora pusilla
olarak tanimlanan tiiriin yeniden tanimlanmasiyla ortaya ¢ikmistir (Fischer ve dig.,
1983; Poschner ve dig., 1985; Goodfellow ve dig., 1988; Kroppenstedt ve dig.,
1990). Nonomuraea cinsi iiyeleri aerobik, Gram-pozitif, non-asit-fast, asir1 dallanmig
substrat ve hava miselyumlarina sahip hareketsiz aktinomisetlerdir. Hava hifleri
cengel, spiral ya da katlanmis, diizensiz, piiriizsiiz ve degisen yiizey goriiniimlerine
sahip uzun spor zincirleri seklinde farklilasabilir. Gelisim sicaklik araligi 20-45 C’dir

ve bazi suslar 55°C’de gelismektedir. Hiicre duvarlari meso-A2pm igerir ve maduroz
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tim organizmalardaki hidrolizatlarda mevcuttur. Baskin menakinonlar MK-9 (Ho,
Ha, Hy)’dur (Zhang ve dig., 1998; Chiba ve dig., 1999; Stackebrandt ve dig., 2001;
Ara ve dig., 2007a, b; Le Roes ve Meyers, 2008; Qin ve dig., 2009; Kampfer ve dig.,
2005, 2010; Wang ve dig., 2011; Zhao ve dig., 2011; Li ve dig., 2011, 2012; Nakaew
ve dig., 2012; Cao ve dig., 2012; Camas ve dig., 2013). Fosfolipid sekilleri
glukozamin igeren fosfotidiletanolamin, fosfotidilmetiletanolamin,
difosfotidilgliserol ve fosfotidilinositol gibi lipidler ile karaterize edilmistir
(Lechevalier ve dig., 1977) ve baskin yag asitleri 10- methil-17- ve iso-16-dallanmis
bilesikleridir (Kroppenstedt, 1985). DNA’nin G+C igerigi 64-69 mol%’diir. Tip
tirli; Zhang ve digerleri tarafindan 1998 yilinda tanimlanan Nonomuraea pusila
ATCC 27296'=DSM 43357 tiiriidiir.

Streptosporangiaceae familyasmin tyeleri genellikle toprak ile iliskilidir,
fakat bu ortamdaki rolleri hakkinda ¢ok az sey bilinir. Bunun yaninda segici
izolasyon prosediirlerindeki gelismeler dogal habitatlarindaki  aktinomiset
taksonlarinin varoluslari, dagilimlari, sayilar1 ve aktiviteleri hakkinda yeni bilgiler
sunmaktadir (Suzuki ve dig., 2001a, b). Bu familyanin tiyelerinin topraktaki bitki
materyallerinin ilk ayrismasinda rol aldigi muhtemeldir.

Nonomuraea cinsinin tiirlerinin ¢ogunun kokeni topraktir (Nonomura ve
Ohara, 1971c; Meyer, 1979; Galatenko ve dig., 1981).

Nonomuraea suslar1 hava hifleri tizerinde yalanci kesecikler ve spor zincirleri
olusturabilmeleriyle aynm1 familyadaki cinslerin iiyelerinden ayirt edilir. Bu cinsi
olusturan tiirler spor zincir morfolojileri, spor duvar sekilleri, olgun sporlanmis hava
miselyumlarinin rengi ve substrat miselyumlarinin pigmentasyonu vasitasiyla ayirt
edilebilir. Fakat bu tiirlerin gogunun tanimlanmasi zordur. Ciinkii yalnizca bir sus ya
da birkag sus 6rneklenmis durumdadir. Hatta baz1 suslar ¢alisildiginda biyokimyasal
ve fizyolojik testlerin sonuglar literatiir verileri ile kiyaslandigi zaman bunlarin
literatiirdeki veriler ile tutarli ya da tutarsiz olabilecegi belirlenmistir. Fakat niimerik
taksonomi verileri takson i¢inde tanimlanan tiirlerin cogunun yerinin dogru oldugunu
gostermistir (Goodfellow ve dig., 1979; Goodfellow ve Pirouz, 1982).

Nonomuraeca ATCC 39727 susundaki gilikopeptid antibiyotiginin
biyosentezini kodlayan gen kiimesi 2003 yilinda Sosio ve digerleri tarafindan izole

edilmis ve karakterize edilmistir. Glikopeptidlerin teikoplanin ailesinin bir {iyesi olan
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bu glikopeptid Sosio ve digerleri tarafindan deklorommannozil-A40926 aglikanini
yeni bir bilesik olarak izole edilmistir.

Streptosporangiaceae familyasmin liyelerinin zengin bir ticari iiriin, kayda
deger bir antibiyotik ve enzim iireticisi oldugu diisiiniilmektedir. N. roseoviolacea,
carminomicin (Nakagawa ve dig., 1983; Nakagawa ve dig., 1989); N. rubra,
maduromycin (Fleck ve dig., 1978), N. pusilla, actinotiocin (Tamura ve dig., 1973)
ve N. spiralis, pyralomicin (Naganawa ve dig., 2002) gibi antibiyotikleri
sentezlemektedir.

Nonomuraea cinsi tanimlanmis 37 tiir ve 2 alt tiiri igermektedir

(http://www.bacterio.net/nonomuraea.html Aralik-2015).

2.1.5. Streptomyces cinsinin sistematigi, tarihcesi ve genel 6zellikleri

Ustalem: Bacteria

Simif: Actinobacteria

Altsimif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Alttakim: Streptomycineae (Rainey ve dig., 1997) (Zhi ve dig., 2009)
Familya: Streptomycetaceae (Waksman ve Henrici, 1943) (Zhi ve dig., 2009)
Cins: Streptomyces (Waksman ve Henrici, 1943)

Waksman ve Henrici tarafindan 1943 yilinda tanimlanan Streptomyces cinsi
giiniimiize kadar tanimlanmis 778 tiir ve 38 alttiir ile aktinomisetlerin en genis
grubunu olusturmaktadir (http://www.bacterio.cict.fr/s/streptomycesa.html Aralik-
2015). Waksman ve Henrici yayinladiklar1 ¢caligmada, Streptomycetaceae familyasini
dallanma gosteren ince miselyumlara sahip, spor olusturan, nadiren bdlmeli ya da
bblmesiz hava hiflerine sahip, Streptomyces ve Micromonospora cinslerini igeren bir
takson olarak tanimlamigtir. Streptomyces isminin; aerobik, saprofitik ve spor
olusturan bu bakteri cinsi i¢in uygun oldugunu onermistir (Waksman ve Henrici,
1943).

Streptomyces cinsinin 1943 yilinda Waskman ve Henrici tarafindan

tanimlanmasini1 da kapsayan siire¢ igerisinde (1940-1957 yillar1 arasinda) kisith
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fenotipik 6zelliklere dayali olarak yapilan ¢alismalarda binin {izerinde Streptomyces
cinsine ait tiir tamimlanmistir (Pridham ve dig., 1958). 1958°de Pridham ve digerleri
Streptomyces cinsini morfolojik Ozeliklerine gore degerlendirmis, Streptomyces
cinsinin morfolojik olarak bakterilerden ¢ok mikrofunguslara benzedigini goriip,
botaniksel kodlamaya gore cins ve tiir diizeyinde ikili adlandirmaya gitmislerdir
(Wellington, 2009).

1960’1l yillara gelindiginde Streptomyces’lerin yetersiz tanimlanmasi
nedeniyle Streptomyces cinsi i¢in tanimlayict standart kriterler, metotlar ve
besiyerleri gelistirmek amaciyla “Taxonomy of Actinomycetes, American Society
for Microbiology ve International Commitee on Bacteriological Nomenculature” gibi
komitelerin denetimi altinda International Streptomyces Project (ISP) olarak
adlandirilan kapsamli bir ¢alisma baslatilmistir. 1964- 1972 yillar arasinda yapilan
bu calismayla Streptomyces cinsinin, spor ylizey ve spor zincir morfolojileri, koloni
rengi, melanin pigmenti iretip iiretmedigi ve karbon kullanimi gibi fenotipik
ozellikleri belirlenmistir (Gotlieb, 1961; Shirling ve Gotlieb, 1967, 68a, 68b, 69, 72).

ISP projesini, 1983 yilinda tamamlanan ve Streptomyces cinsinin niimerik
simiflandirmasini igeren ¢aligma takip etmistir (Williams ve dig., 1983). 1992 yilinda
Goodfellow ve digerlerinin 252 Streptomyces tiiriine 273 birim karakterden olusan
nlimerik taksonomik caligmasiyla Streptomyces cinsi oldukca iyi tanimlanmistir.
2001 yilinda Anderson ve digerlerinin “Taxonomy of Streptomyces and Related
Genera” adli galigmas1 Streptomyces literatiiriine 151k tutmustur.

Woose ve Fox’un rRNA molekiiliiniin molekiiler sistematikte kullanmasiyla
birlikte tiir tanimlamasinda olmazsa olmaz taksonomik kriterlerden biri olan 16S
rRNA gen bolgesi analizi eklenmistir (Fox ve dig., 1977; Woese, 1987; Jansen, 2006,
Tindall, 2010). Ayrica modern taksonomik prosediirlerin uygulanmasiyla
Streptomyces cinsinin siniflandirilmasinda 6nemli gelismeler olmustur (Anderson ve
Wellington, 2001; Hatano ve dig., 2003; Lanoot ve dig., 2004, 2005). Tanimh
tirlerin bircogu hem fenotiptk hem de genotipik metodlarin beraberce
kullanilmasiyla iyi sekilde tanimlanmistir. Ancak yapilan ¢alismalar 16S rRNA gen
dizisinin ¢ok yakin akraba tilirler arasindaki ayrimi yapmakta yetersiz kaldigim
gostermektedir. Bu vesileyle 6zellikle DNA-DNA hibridizasyonu (DDH), ¢oklu gen
bolgesi analizleri (MLSA) gibi diger molekiiler tekniklerle de calisilmasi gerektigi
vurgulanmaktadir (Rong ve dig., 2009). Ayrica son on bes yilda gelisen molekiiler
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teknikler sadece 16S rRNA gen bolgesinin degil tim genomun dizi analizini
yapmaya olanak saglamistir.

Streptomyces’lerin bircogu kemoorganotrofiktir ve enerji gereksinimlerini
karsilayip gelisebilmek i¢in temel karbon ve azot kaynagi olarak organik bilesikleri
genis capta kullanabilirler. Bu organizmalar oksidatif metabolizmaya sahiptir ve
DNA’nin yiizde G+C mol orani, % 69-78 mol arasindadir (Kim ve dig., 1999).

Cogu Streptomyces mezofilik olmakla birlikte, psikrofilik ve termofilik
Streptomyces’ler de mevcuttur. pH 6,5-8’de optimum gelisme gozlenirken asidik ya
da alkali pH’da gelisen tiirlere de rastlanmaktadir.

Streptomyces’ler Kemotip II hiicre duvarina sahip olup hiicre duvar1 LL-DAP
ve glisin icerirken karakteristik bir polisakkarite sahip degildir (Lechevalier ve
Lechevalier, 1970). A3y tipinde peptidoglikan yapisindadir (Schleifer ve Kandler,
1972). Aym1 zamanda teikoik asitleri de igerir fakat mikolik asitleri icermezler
(Naumova ve dig., 1978; Vylegzhanina ve dig., 1986; Goodfellow, 1989; Korn-
Wendisch ve Kutzner, 1992).

Streptomyces tiirleri ¢ok iyi gelismis bir miselyum yapisina sahiptir. Yasam
dongiisii boyunca morfolojik 6zellikleri birbirinden farkli ti¢ yap1 olusturur. Bu ii¢
yapidan substrat miselyumu ortama cok kuvvetli bir sekilde tutunma oOzelligi
gostererek ortamdaki besin maddelerini alir. Ardindan yine toprak yiizeyine dogru
gelisen diger bir morfolojik yapt olan hava miselyumlart olusur. Substrat
miselyumlarinin {lizerinde pek spor olusumu gozlenmezken hava miselyumlarinin
lizerinde veya iginde spor zincirleri olusur. Ureme bu hareketsiz sporlarla gerceklesir
ve yagsam dongiisii tamamlanir.

Hava miselyumlar1 ince, uzun, oval veya kiire seklinde olup hareketsizlerdir.
Cins 0,5-2 pum capinda hifler iiretir ve genellikle hava miselyumlar: substrat
miselyumlarina gore daha kalindir. Hava miselyumu bol miktarda spor (conidia)
ithtiva eder. Baz1 suslarin sporlari diiz oldugu halde bazilarinki dikenlidir. Bunlarla
birlikte tiiylimsii veya sigilimsi olanlar da bulunabilmektedir (Anderson ve
Wellington, 2001).

Streptomyces’lerin pigment {iiretme yetene8i sayesinde substrat ve hava
miselyumlari ¢ok farkli renklerde olabilir. Ayn1 zamanda bu cins ¢oziiniir pigmentte

tiretmektedir ve boylece petri kaplari tizerinde Streptomyces kolonileri mikromantar
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ve aktinomiset disindaki diger bakterilerden kolayca ayirt edilebilmektedirler
(Goodfellow ve Simpson, 1987).

Streptomyces cinsinin  smiflandirilmasma iliskin  bu kadar c¢alisma
yapilmasina karsin ekolojisi ile ilgili yeterince c¢alisma bulunmamaktadir.
Streptomyces tiirlerinin cografik dagilimi, mevsimsel, iklimsel farkliliklarin ya da
tarim ve ciftgilik uygulamalari ile insan miidahalesinin Streptomyces populasyonlari
tizerindeki etkisi hakkinda bilgi siirlidir. Bu siirliligin sebeplerinden bir tanesi
sayisiz seg¢ici olmayan besiyerinin Streptomyces izolasyonu i¢in kullanilmasidir.
Secici olmayan besiyerleri izolasyon yapilan bolgedeki gergek Streptomyces oraninin
belirlenmesini engellemektedir. Dogal habitatlardan yapilacak ekolojik ¢aligmalarda
secici besiyerinin kullanilmasi ile bu sorunun agilacag: diistinilmektedir (Sembring
ve Goodfellow, 2008).

Topraga kokusunu veren geosmin denilen seskiterpen bilesikleri sentezleyen
Streptomyces cinsinin iiyeleri toprak bakterileri olarak bilinmelerine ragmen, dogada
hem sucul hem de karasal ortamlarda yogun olarak bulunabilmektedir (Cao ve dig.,
2004; Semédo ve dig., 2004). Son yillarda yapilan caligmalar gostermistir ki
Streptomyces tyeleri bitki koklerindeki rizosfer, gol ve deniz sedimenti, bitki
dokulari, yaprakla beslenen karincalar gibi farkli habitatlarda da bulunabilmektedir
(Jiang ve Xu, 1996; Castillo ve dig., 2002; Tokala ve dig., 2002; Ward ve Bora,
2006; Strap ve Crawford, 2006; Kost ve dig., 2007; Ray ve dig., 2013; Sembiring,
2009; Sazak, 2009; Sahin ve dig., 2010; Veyisoglu ve Sahin, 2013).

Streptomyces'lerin toprak igerisinde dagilimini, gelisimini ve aktivitesini
etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir. Bu faktorler; besine ulasilabilirlik, nem,
sicaklik, pH, toprak tipi ve mevsimsel degisimlerdir (Williams ve dig., 1972;
Williams, 1978; Atalan, 1993; Upton, 1994; Basilio ve dig., 2003). Streptomyces
tiirleri toprak igerisinde diigiik oksijen konsantrasyonunda da gelisebilmektedir. Fakat
karbondioksit oran1 % 10w astiginda mikroorganizmalarin gelisimini inhibe
etmektedir. Streptomyces sporlar1 kurakliga dayanikli oldugu i¢in diger bakterilerin
toprakta bulunan vejetatif formdaki iiyelerine oranla Streptomyces sayisi daha
fazladir (Sembiring ve Goodfellow, 2008).

Streptomyces cinsinin termofilik, psikrofilik, asidofilik ve alkolofilik tiirleri
de mevcuttur. Sahin 1995 yilinda, kurak ve tropikal toprak drneklerinden termofilik

Streptomyces tiirleri izole etmistir. Ekstrem ortamlarda varolan bu bakteriler besin
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durumuna gore sporulasyon ve ¢imlenme periyodunu izlerler (Vionis ve dig., 1998).
Streptomyces cinsine ait bazi tiirler insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde hastalik
etkeni olarak bilinmektedir. Bir ¢ok arastirmaci Actinomycetes bakterilerinin
bitkilerle iliskili oldugunu belirtmistir (Coombs ve Franco, 2003; Qin ve dig., 2009).
Ormegin Streptomyces scabies patates, havug ve turp gibi bitkilerde hastalik etkenidir
(Hiltunen ve dig., 2005). Bu tiire ek olarak benzer etkileri olan S. acidiscabies, S.
turgidiscabies, S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei ve S. reticuliscabiei 6rnek olarak
verilebilir (Miyajima ve dig., 1998; Lambert ve Loria, 1989b; Bouchek-Mechiche ve
dig., 2000).

Asidik topraklara uyum saglamis bir Streptomyces tiirii olan Streptomyces
asidophilus genellikle 25-35 C arasindaki sicakliklarda gelisme gostermektedir. Buna
karsilik +4 °C’de gelisebilen psikrofilik ve 45-55C’de gelisebilen termofilik tiirlerine
de rastlanmaktadir (Goodfellow ve dig., 1987; Kim ve dig., 1996).

Son zamanlarda Actinomycetales takimina ait bakterilerin izolasyonu, teshisi,
karakterizasyonu ve biyoteknolojik acidan iiretmis olduklar1 primer ve sekonder
metabolitlerden dolay1 gegmis yillarda 6zellikle Streptomyces tiirleri basta olmak
lizere onemli ¢alismalar yapilmistir (Goodfellow ve dig., 2007; Ozdemir, 2008).

Streptomyces cinsi liyeleri en iyi bilinen antibiyotik ve biyoaktif sekonder
metabolit ireticisidirler. Bu cinsi liyeleri kimyasal savas icin potansiyel olarak
donatilmis olup dogal habitatlarda bakteriyal ve fungal rakiplerine karsi rekabet
edebilmelerini saglayan bir¢ok antimikrobiyal bilesik iiretme yetenegine sahiptirler
(Thompson ve dig., 2002). Eritromisin, tetrasiklin gibi antibiyotikler, daunorubisin
gibi antitimor ajanlar, rapamisin gibi immiin baskilayici ve avermektin gibi
antihelmitikler bu sekonder metabolitlerden sadece birkag¢ tanesini olusturmaktadir
(Chater, 1993). Uzerinde daha 6nce calisiimamus bitki kok sistemi (Sembring ve dig.,
2000), derin deniz sedimentleri (Bull ve Goodfellow, 2000) gibi habitatlardan izole
edilen Streptomyces cinsi iiyelerinin ticari olarak 6nemli yeni biyoaktif bilesikler i¢in
potansiyel birer kaynak oldugu rapor edilmistir (Qin ve dig., 2009).

Streptomyces cinsinin iiyeleri topraktaki biyopolimerlerin degredasyonunda
onemli rol oynamaktadir (Wang ve dig., 1989; McCarthy ve Williams, 1990). Bu
sebeplerden dolay1 endiistriyel oneme sahip ekstraselliiler karakterdeki; ksilanaz,

selliilaz ve lipaz gibi bir¢ok enzimin sentezinden sorumludurlar (Liu ve dig., 1986;
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Baker ve dig., 2000; Guo ve dig., 2002). Bu ag¢idan da endiistriyel ve biyoteknolojik
Ooneme sahip organizma grubundadirlar.

Ayrica birgok parcalanmasi zor bitki ve hayvan materyalini ve ksenobiyotik
polimerik maddeleri parcalayarak karbon g¢evrimine katkida bulunan az sayida
mikroorganizma grubundan birini olusturmaktadirlar. Parcalayabildikleri polimerik
maddeler arasinda; (i) Polisakkaritler: nisasta, pektin, seliiloz, kitin, lignoseliiloz, (ii)
Kopolimer (kazein, jelatin, hipoksantin), (iii) Proteinler (keratin, elastin) ve (iv)
aromatik bilesikler gelmektedir (Kdmpfer, 2006).

Streptomyces violaceusniger, Streptomyces griseus ve Streptomyces
hygroscopicus suslarinin ¢ok sayida biyoaktif metabolit {iretme yetenekleri yoniinden
diger Streptomyces tiirlerine istiinliik sagladigi goriilmektedir (Hayakawa ve dig.,
2004). Genom projesi tamamlanmig olan Streptomyces coelicolor tiirtiniin sekonder
metabolit liretiminden sorumlu 29 gen kiimesinin oldugu tahmin edilmektedir (Nett
ve dig., 2009). Bu nedenle nadir bulunan ve yaygin olmayan Streptomyces tiirlerinin
izolasyonu ve sekonder metabolitler acisindan taranmasi, dogal {iriinlerin kesfinin
¢ok onemli bir pargasidir (Goodfellow ve Williams, 1986). Yapilan c¢alismalar
sonucunda cinsin tiyelerinden yaklasik 8000 kadar dogal biyoaktif sekonder
metabolit elde edilmistir (Berdy, 2005).

2.1.6. Microbispora cinsinin sistematigi

Ustalem: Bacteria

Sinif: Actinobacteria

Altsinif: Actinobacteridae

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917) (Zhi ve dig., 2009)

Familya: Streptosporangiaceae (Goodfellow ve dig., 1990) (Zhi ve dig., 2009)
Cins: Microbispora (Nonomura ve Ohara, 1957)

Microbispora cinsi, Nonomura ve Ohara (1957) tarafindan aerial
miselyumlari iizerinde boyuna eslesmis sporlar iireten Actinomycetales ordosunun bir
cinsi olarak tanimlanmustir. Microbispora rosea ATCC 12950 bu cinsin tip tiiriidiir
(Nonomura ve Ohara, 1957). Ayni yil igerisinde bagimsiz olarak Lechevalier ve

Lechevalier (1957) tarafindan Waksmania cinsi (tip tiiri Waksmania rosea)
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Onerilmistir. Henssen (1957) Thermopolyspora bispora (=Microbispora bispora) adli
yeni bir tir tamimlamistir. Bu iki cins giiniimiizde Microbispora (Lechevalier,
1965)’nin sinonimi olarak kabul edilmektedir. Daha sonralar1 bu cinse dahil edilen
Microbispora echinospora ve Microbispora viridis tiirleri kemotaksonomik
Ozellikleri dikkate alinarak Kroppenstedt ve dig. (1990) ve Miyadoh ve dig. (1990)
tarafindan Actinomadura cinsine transfer edilmistir. Giiniimiizde 17 tiir ve 2 alt tiiri

bulunmaktadir (http://www.bacterio.net/microbispora.html Aralik-2015).

2.2 Prokaryotik Sistematik

Mikroorganizmalar ge¢misten giinlimiize kadar ¢ok cesitli habitatlarda bulunmakta
ve muazzam ¢esitlilik gdstermektedir. Her gegen giin artan mikroorganizma sayisi,
onlar1 belli 6zelliklerine gore tanimlama ve gruplandirma ihtiyacini dogurmustur. Bu
caligmalarin  ilki mikroorganizmalarin filogenetik akrabaliklarmni belirleme
yoniindedir.

Niikleik asitlerin molekiiler biyoloji teknikleri ile ¢alisilmasina dayali olarak,
mikroorganizmalarin  filogenisi incelenmektedir. Buradaki temel konu ise
ribozomlarin yapisal RNA molekiilllerinin karsilastirmali sekanslar1 olacaktir. Bu
caligmalarin sonucunda elde edilen veriler ise mikrobiyal filogeninin ilk gergek
goriintlisii hakkindaki bilgileri ortaya koymustur. Ayn1 zamanda, ribozomlarin yapisal
RNA molekiillerinin ¢alisilmasi, mikrobiyal ekoloji ve klinik tanilar i¢in de yeni
arastirma araclarini olusturmustur.

Mikroorganizmalar arasindaki filogenetik akrabaliklar1 belirleme calismalari
ilk defa protein dizilerinin karsilagtirllmasi ile gergeklestirilmistir (Fitch ve
Yasunobu, 1975; Schwartz ve Dayhof, 1978).

Bundan sonraki donemde o6zellikle rRNA molekiillerinin dizi analizleri ile
canlilar glinlimiizde Archea, Bacteria ve Eucarya olmak {iizere ii¢ farkli domaine
ayrilmistir (Woese, 1987). Bakteri sistematigi bacteria domainindeki canlilarin
isimlendirilmesi, simiflandiriimas: ve tamimlanmas: prensibine dayanmaktadir
(Sekil 2.2).

e isimlendirme mikroorganizmalarin taksonomik hiyerarsiye uygun olarak
uluslararas1 nomeklatiir kurallarina gore isim atanmasi islemidir.
e Smiflandirma organizmalarin  benzerlik ve farkliliklarina goére uygun

taksonomik gruplara yerlestirilmesi islemidir.
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e Tammlama ise organizmanin genotipik ve fenotipik veriler 1s18inda teshis
edilmesidir.

Bircok habitatta bulunan mikroorganizmalarin yaklasik % 99,81 tanimlanamadigi

icin biyosentetik potansiyalleri de ortaya c¢ikarilamamaktadir (Wenzel ve Miiller,

2005).

Isimlendirme; tiir, cins, familya gibi taksonomik bir hiyerarsinin
olusturulmasinda  kullanilan  terimlerden = ve  kurallardan  olusmaktadir.
Isimlendirilmenin dogru sekilde yapilmas: igin International Nomenclature of
Bacteria (Lapage ve dig., 1992)’nin birbirini izleyen basimlarinda uluslararasi
kurallar ve tanimlanan isimlere deginilmektedir. Lapage ve digerleri tarafindan 1975
yilinda yayimlanan “Bacteriological Code” daki iki yeniligin prokaryotik
nomenclature (adlandirma) iizerinde genis kapsamli etkileri olmustur. 1 Haziran
1980“den itibaren uluslararasi literatiire girmis olan tiirlerin taninmasi i¢in “Bakteri
isimlerinin onaylanmis listesi” (Approved lists of bacterial names)“nde yayinlanma
zorunlulugu gelmistir. Ayrica yeni takson isimleri International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM; eski ismi International Journal
of Systematic Bacteriology) adli dergide yayinlandiginda gegerli olmaktadir. Bu
diizenleme tiir, cins ve diger taksonomik seviyelerin onayli yeni isimlerinin kabul
edilmesi islemininin timinin IJSEM tarafindan dstlenildigini ifade etmektedir
(Goodfellow ve Fiedler, 2010).

Siniflandirma; organizmalar1 benzerlikleri ya da farkliliklarina gore
taksonomik gruplara ayirma yontemi olup sonugta sistematik bir diizen olugmaktadir.
Iki takson arasindaki akrabalik iliskilerini gdstermek icin en kisa ve akilci yol olan
siniflandirma, sabit bir isimlendirme ve giivenilir bir tanimlama i¢in 6n kosuldur ve
genellikle tanimlama ile karigtirilmaktadir. (Triiper ve Schleifer, 2006; Goodfellow
ve Fiedler, 2010) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Bakteriyal bir izolatin karakterizasyonu ve siniflandirilmasi arasindaki
iligkiyi gosteren akis diyagrami. Besgen sekli karakterizasyon ve
simiflandirma arasindaki iki 6nemli adimi temsil etmektedir (Triiper ve
Schleifer 2006’dan uyarlanmaigstir).

Tanimlama; incelenen organizmanin daha once belirli bir taksonomik kategoriye
yerlestirilmis bir organizma olup olmadiginin arastirilmasi islemidir. Bir organizma
tanimlanirken kemotaksonomik, molekiiler sistematik, niimerik taksonomik
metodlarin uygulanmasiyla elde edilen fenetik ve genetik Ozellikler temel
alinmaktadir. Polifazik taksonomi olarak adlandirilan bu uygulama Colwell
tarafindan 1970 yilinda yiiksek kaliteli veri setleri elde etmek amaciyla literatiire
kazandirilmigtir (Vandamme ve dig., 1996; Goodfellow ve dig., 1997; Gillis ve dig.,
2005). Polifazik taksonominin kullanilmasi, smirlarinin siirekli revize edildigi
Actinobacteria ve Cyanobacteria gibi prokaryot gruplarin siniflandirilmasinda
nitelikli gelismelere yol agmustir (Goodfellow ve dig., 2006; Kroppenstedt ve dig.,
2006; Gupta, 2009; Goodfellow ve dig., 2010). Son derece korunmus
makromolekiillerin dizilenmesi 6zellikle 16S rRNA gen bolgesinin dizilenmesi cins

ve tlzeri taksonomik seviyelerde filogeninin belirlenmesinde degerli bilgiler
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saglamistir (Woose, 1987; Rossello-Mora ve Amann, 2001; Ludwig ve dig., 2005).
Bununla birlikte DNA:DNA homolojisi, molekiiler parmak izi ve fenotipik
tekniklerin birlikte kullanilmasiyla tiir ve alt tiir diizeyinde smiflandirma yapmak
miimkiin olmustur (Bassam ve dig., 1992; Rosselo- Mora ve dig., 2001; Stackebrandt
ve dig., 2002; Coenye ve dig., 2005; Tindall ve dig., 2010).

Archaeca ve Bacteria domainlerine mensup cinslerin, cesitliliginin ve
birbirleriyle iliskilerinin arastirilip, incelendigi calismalar prokaryotik sistematigi
olusturmaktadir. Taksonomi ve sistematik kelimeleri genellikle es anlamh
kullanilmasina ragmen birbirinden farkli iki biyolojik terimdir. Sistematik;
organizmalar1 diizenli bi¢imde karakterize edip siraya koyan bilimsel bir ¢aligmadir
(Madigan ve Martinko, 2009). Taksonomi genelde biyolojik siniflandirma bilimi
olarak tanimlanmaktadir. Cowan (1968), taksonominin bilesenlerini; siiflandirma,

isimlendirme ve tanimlama seklinde belirtmistir.

2.2.1. Molekiiler sistematik

Niimerik taksonomi; niimerik olarak kodlanan ve birer karakter seklinde ifade edilen
veriler i¢cin matematiksel yontemlerin uygulanmasi ve organizmalarin kapsaml
benzerligine dayanarak kiimelere yerlestirilmesiyle, dendogram seklinde iliskilerin
ortaya konmasi iken (Manfio, 1995), molekiiller sistematikte farkli
mikroorganizmalardaki niikleotitler arasindaki farkliliklar, siniflandirma ve filogeni
arasindaki iliskiyi aciklamada bir goriis saglamistir. Mikrobiyal sistematikte tarihi
doniim noktast olarak goriilmiis en degerli gelisim; milyonlarca yil dnce ortak bir
atadan ayrilma sonucunda meydana gelen mikroorganizmalarla, genomlarinda
kaydedilir bir farkliliga sahip mikroorganizmalarin arasindaki iligkinin belirlenmesi
olmustur. Okaryotlarla karsilagtirildiginda  prokaryotlardaki niikleik asitlerin
korunmus bolgelerinin ¢ok daha fazla oldugu bilinmektedir (Kogak, 2012).
Bakterilerin filogenetik akrabaliklarinin ortaya ¢ikarilmasinda fenotipik
yontemler yeterli olmadigindan molekiiler tekniklere ihtiya¢ duyulmustur. Canlilig
olusturan genetik yapinin ¢oziilmesi ve bu genlerin yerlerinin saptanmasi,
islevlerinin anlasilmasi, iligkilerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen calismalar
hizla devam etmektedir. Bu ¢alismalarla gelistirilen yontemlerin en 6énemlilerinden

birisi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)'dur.
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Prokaryotik tiirlerin tanimlanmasiyla ilgili bir standardin olusturulmasi
amactyla 2002 yilinda Ad-Hoc komitesi tarafindan arastiricilara ¢esitli Onerilerde
bulunulmus ve prokaryotik sistematigin gelismesine 6nemli katkida bulunulmustur.
Bu komitenin aldigi kararlardan biri prokaryotik tiir tanimlanirken % 70 ve tizeri
DNA:DNA hibridizasyonu, % 97’nin lizerinde 16S rRNA gen dizisi 6zdesligi ve
belirli derecede fenotipik tutarlilifin temel alinmasi Onerilmistir. Ayrica yeni
tanimlanan bakteri tiirlerinin en az iki kiiltiir koleksiyonuna depozit edilmesi de
karara baglanmistir (Stackebrandt ve dig., 2002; Coenye ve dig., 2005).

Son yillarda; genom dizileme teknolojisindeki gelismeler sayesinde
prokaryotik organizmalarin tiim genomunun analizine olanak saglamistir. EKim
2013’te 11512 prokaryotik genom analizi tamamlanmistir (Fleischmann ve dig.,
1995; Fraser ve dig., 1995; Lagesen ve dig., 2010). Prokaryotik taksonlarin
tanimlanmasinda kullanilan yontemler Tindall ve digerleri tarafindan ayrintili olarak
ele alinmig, genomik metodlarin giicli ve zayif yonleri Schleifer tarafindan

aydimnlatilmistir (Tindall ve dig., 2010; Schleifer, 2010 ).

2.2.1.1 Mikrobiyal cesitlilik

Mikroorganizma genomlar1 yeryiiziindeki genetik cesitliligin énemli bir kaynagini
olusturmaktadir (Whitman ve dig., 1998; Ferrer ve dig., 2009).

Her gecen giin tanimlanarak literatiire kazandirilan mikroorganizma sayisi
artmaktadir. Mikroorganizmalar yeryiiziindeki yasam ic¢in gerekli olan biyosfer
dongiilerinin - muhtemel  doniistirtcileridir  (Whitman  ve  dig., 1998).
Mikroorganizmalar yeryliziindeki her habitatta su, toprak, hava, asidik, sicak
bolgeler, buz kiitleleri ve asir1 kirlenmis ¢evrelerde bulunur. Ustelik bu canlilar bitki
ve hayvanlarm canli yapilarinda ve organik maddelerde bulunur. Ornegin insan
viicudundaki hiicrelerden (10™) ¢ok daha fazla sayida (10™*) bakteri hiicresi
bulunmaktadir (Savage, 1977). Yeryiiziindeki bakteri ve arke hiicrelerinin toplam
sayisinim 4-6.10% tahmin edilmekte ve 70 filumdan daha fazlasi iginde 10° farkh
genotiir’den daha fazlasim1 kapsamaktadir (Curtis ve dig., 2002; Pace, 2009;
Whitman ve dig., 1998). Ustelik bakteri ve arkelerin karbon miktar1, bitkilerin
toplam karbon sayisiyla neredeyse ayni oldugu tahmin edilmektedir.
Mikroorganizmalarin bityiik cogunlugu deniz suyu (10*-107), toprak (10°-10°%),
sediment (10°-10%) ve toprak alt yiizeyinde bulunur.
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Bu nedenle yeryiizii biyotasinin énemli bir boliimii mikroorganizmalardan
olusur ve bu organizmalar hakkindaki giderek artan bilgi gezegendeki yasamin
stirdiiriilebilirligini ve gelisimini tamamen anlamak igin esastir (Singh, 2009).
Yeryiiziindeki genetik cesitlilige ulasmanin geleneksel yolu istenilen bir 6zelligi
ifade eden organizmalar1 arastirmaktir. Fakat bu metot organizmalarin ¢aligilmasi
icin muhtemel kiiltiire edilmesine bagimlidir. Su anki kiiltiivasyon teknigi c¢evresel
orneklerdeki c¢esitliligin  kiigiik bir kismini kapsadigi igin varolan mikrobiyal
kaynaklarin ¢ok azi bilinmektedir (Amann ve dig., 1995; Rappe ve Giovannoni,
2003).

2.2.1.2 Dogal iiriinler

Canli organizmalar bir dizi dogal iiriin saglamaktadir. Bazilar1 insanoglu ic¢in ¢ok
faydali olmaktadir. Genelde bu iirlinler mikroorganizmalar, bitkiler, bocekler, kuslar
ve memeli gibi canli organizmalardan elde edilir (Berdy, 2005). 170.000°den daha
fazla dogal iiriin bugiin bilinmektedir ve her yil 700 yeni yap1 sadece
mikroorganizmalardan elde edilmektedir (Wiley-VCH Antibase, 2009). Elde edilen
mikroorganizma {irtinleri tip, tarim, endiistri ve akademik alanlarda kullanilmaktadr.
Biyolojik katalizorlerin her gegen giin kullanim alani da artmaktadir. Antibiyotik,
antikanser ajanlari ve bagisiklik sistemi giiclendirici gibi potansiyel tedavi edici
uygulamali dogal bilesikleri arastirmak igin bir¢ok ¢aba harcanmaktadir (Singh ve
Pelaez, 2008).

Son yillarda mikroorganizmalar insan sagligini iyilestiren bir¢ok tip ajanlarini
iretmenin yam sira bir¢ok antibiyotigi de iiretmektedir (Gillespie ve dig., 2002).
Prokaryotlar i¢inde filamentli aktinomisetler (6zellikle Streptomyces cinsi) bu yeni
antibiyotiklerin en tretken kaynagidirlar (Bérdy, 2005; Goodfellow ve Fiedler,
2010).

2.2.1.3 Filogenetik iligkileri belirlemede kullanilan parametreler

Prokaryotlar  arasindaki filogenetik iligkileri saptamak amaciyla ¢esitli
makromolekiilleri analiz yontemleri gelistirilmistir. Bu tontemler DNA, RNA ve
proteinlerin dizi analizleri ve genomlarin hibridizasyonu olarak siralanmaktadir.
16S rRNA dizilerine bagli olan dallanma modelleri olduk¢a giivenilir sonuglar elde

edilmesine olanak saglamistir. Bu sayede, filogenetik agac olusturmada 16S rRNA
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dizi verileri analizi anahtar molekiill oldu ve evrimsel kronometre olarak

kullanilmaktadir.

2.2.1.4 16S rRNA gen baolgesi

Cogaltilma islemi oldukca kolay olan 16S rRNA molekiiliiniin dizi analizi
calismalar1 mikrobiyal taksonomide en ¢ok kullanilan tekniklerden biridir. Bu teknik
ile tim canlilar Archaea (Arkeler), Bacteria (Bakteriler) ve 18S rRNA ile de
Eukaryote (Okaryotlar) olmak iizere ii¢ biiyiik iist aleme ayrilmistir (Woese, 1987;
Embley ve Stanckebardt, 1994) ( Sekil 2.3).

Fungi Gram-positives

Animals ]
Slime moulds / Chlamydiae -
Plants Green nonsulfur bacteria
Algae Actinobacteria

Planctomycetes

Protozoa Spirochaetes

Fusobacteria

Crenarchaeota — )‘

N h /:\"/\( Cyanobacteria
anoarchaeota e (blue-green algae)
Euryarchaeota Thermophilic

sulfate-reducers

Acidobacteria

Proteobacteria

Sekil 2.3. 16S rDNA gen dizilimi karsilagtirmasina dayanan evrensel filogenetik
agac (Pace 1997).

RNA’nin bir alt birimi olan ve toplam uzunlugu yaklasik 1540 niikleotitten
ibaret olan 16S rRNA gen bolgesi, filogenetik iliskinin belirlenmesinde ve bakteriyal
tanimlama caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek oranda korunmus
bolgeleri iceren ve tiir igin spesifik olan 16S rRNA gen bolgesi prokaryotik tiirlerin
tanimlanmasinda oldukga faydalidir (Brown-Elliott, 2006). Korunmus bolgeler yavas
evrimlestikleri icin taksonomik karsilastirmalar1 saglayacak verileri i¢ermektedir.
16S rRNA sekans verileri genbanklarda deposit edilmekte ve ihtiya¢ duyuldugunda
bu veriler gen bankalarindan kolaylikla elde edilebilmektedir (Brown-Elliott, 2006;
Zhi ve Stackebrandt, 2009; Tindall ve dig., 2010).

Yapilan karsilastirmalar sonucu prokaryotik bir organizmanin 16S rRNA
dizisinin diger prokaryotlardan % 3’den fazla farklilik gostermesi, bu organizmanin
yeni bir tiir oldugunu gosterir. Bunu destekleyen en 6nemli veri, 16S rRNA dizisinde

% 98,5’den az benzerlik gostermis olup, bu iki bakterinin DNA:DNA homolojisi
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yapildiginda % 70°den daha yiiksek bir deger elde edildigi higbir Ornegin
varolmamasidir (Konstantinidis ve Tiedje, 2007). Yapilan c¢alismalar 16S baz
dizilemenin baz1 durumlarda genomik DNA hibridizasyonuna goére organizmalar1 tiir
seviyesinde ayirma giicii yetersizligini gostermektedir. 16S baz dizisi ¢ok benzer ve
hatta birebir olan bazi organizmalarin olduk¢a farkli bir genoma sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu ylizden %97’den fazla dizi benzerligi goriilen durumlarda genomik
hibridizasyon yeni tiirlerin tanimlanmasi i¢in Onemli bir taksonomik tekniktir
(Coenye ve dig., 2005, Stackebrandt, 2006; Goodfellow ve Fiedler, 2010). Bunlarla
birlikte son yillarda yapilan ¢alismalar sadece 16S rRNA gen bolgesinin yeni bir tiirii
belirlemek i¢in yeterli olmadigini gosteren literatiirler de mevcuttur (Kirby ve dig.,
2010).

Mikrobiyal filogenetik akrabaliklarin belirlenmesinde rRNA dizilerininin
kullanilmasinin avantajlar1 bulunmasina ragmen; yalnizca rRNA dizilerini temel alan
filogenetik agaclarin kullanilmasi bazi potansiyel problemleri beraberinde getirebilir
(Goldenfeld ve Woese, 2007). Oncelikle tRNA dizilerininin baz1 karakteristikleri
temel alinarak yapilan filogenetik agaglarda benzer niikleotidlerin sikligi, farkli
bolgelerdeki tekrarli bolgelerin birbirinden bagimsiz olmayislari, nesiller arasindaki
tekrar oranlarindaki varyasyonlar, uzak akraba taksonlar arasindaki DNA
hizalamalarinda bazi anlamsizliklar sebebiyle tiirlerin gercekte oldugundan daha
yakinmig gibi goriinmelerine sebep olabilecektir. Bu durum filogenetik mutasyon
oraninin diisiik olmasi ve birbiri ile iligkili tiirlerde ayirt ediciliginin az olmasi
nedeniyle filogenetik markor olarak 16S rRNA dizisinin  kullanilmasinin
dezavantajlar1 olarak goriilebilecektir (Woese ve dig., 1990; Viale ve dig., 1994;
Boto, 2010).

rRNA dizilerini temel alan filogenetik aga¢ bu genlerin filogenetik gegmisini
dogru sekilde yansitsa bile, biitiin olarak tiirlin ge¢misini dogru yansitmayabilir.
Ornegin; lateral gen transferiyle bazi tiirlerin genomlarinda farkli zamanlarda
olusmus farkli 6zellikler, bir mozaik halinde bulunabilir. Her ne kadar rRNA
dizilerinin tiirler arasi transferi olasilik dis1 gibi goriinse de diger genlerde bu transfer
olabilir. Bu sebeple bir genomun tarihini ve tiir igindeki mozaikligi gérmek adina
ayni tiirde farkli gen bolgelerinin filogenisine bakmak onemlidir (Eisen, 1995;
Coenye 2005). Sonug olarak rRNA dizilerinin birgok bakteride ¢oklu kopyalarinin
oldugu bilinmektedir. Bu tiirleri karsilagtirmakta kullanilan genler ortholog degil de

paralog olabilir ve bu da olusturulan gen agaglarinin tiir agaglarindan farkli olabilme
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ihtimalini de beraberinde getirmektedir. Bu nedenle, mikrobiyal sistematikle
ilgilenen arastirmacilar rRNA dizileriyle karsilagtirabilecekleri diger DNA dizilerine
yonelmislerdir.

16S rRNA gen sekanslari ve DNA-DNA hibridizasyon (DDH) analizleri, cins
icersindeki tiirlerin filogenetik olarak siniflandirilmasinda kullanilmalar, tiir ve tiir
istii  kategorilerde filogenetik iliskileri ortaya koymalar1 bakimindan modern
bakteriyal taksonominin ‘altin standardi’ olmalarina ragmen ayni tiire ait
organizmalar arasindaki ayirt ediciligi ortaya koymas: bakimindan yetersiz
kalmaktadir (O’Donnell ve dig., 1993). Bunun igin yapisal (housekeeping) gen
sekanslariin kullanimi, 16S rRNA gen sekans analizlerinin tamamlayicisi olarak tiir
seviyesinde belirlemeyi saglamak icin onerilmektedir (Stackebrandt ve Ebers, 2006;

Everest ve Meyers, 2009; Kirby ve dig., 2010) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Bakterilerin smiflandirilmasinda kullanilan tekniklerin taksonomik
seviyelerdeki kullanimi (Staley, 2006).

Takson Fenotipik 16S DNA:DNA
Seviyesi Ozellikler rRNA Hibridizasyonu
Domain + + -

Alem + + -

Sube + + -

Simif + + -

Ordo + + -

Familya + + -

Cins + +/- +/-

Tiir + - +/-

Alttiir +/- - -
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3. MATERYAL-METOT

3.1. Toprak Orneklerinin Secimi ve Kaynaklari

Bu calisma icin Ege Bolgesi’nde bulunan Gokgeada’nin Aydincik, Eselek Baraji,
Eselek koyii, Yildiz koyu, Zeytinli ve Zirve olmak tizere 6 farkli lokalitesinden steril
kosullarda toprak ornekleri alinmistir ve soguk =zincirde laboratuvar ortamina
getirilmistir. Laboratuvar ortaminda steril petriler igerisine konularak topraklarin
kurumasi saglandiktan sonra dillisyon plak yontemi uygulanarak aktinomisetler igin
secici besiyeri ortamlarinda aktinomisetlerin izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu
toprak ornekleri kullanima kadar +4°C’de korunmuslardir. Izolasyon ¢alismasinin
yapildig1 toprak orneklerinin laboratuvar kodu, toprak tipleri ve alindiklar1 lokaliteler

Cizelge 3.1 ’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Actinobacteria sinifi mikroorganizmalarin izolasyon c¢alismasinin
yapildig1 toprak orneklerinin laboratuvar kodu, toprak tipi ve

lokaliteleri.
Kodu Toprak Tipi Lokalitesi
ZEY Zeytinlikdy Topragi Gokceada
AYD Aydincik Topragi Gokceada
BAR Eselek Baraji Topragi Gokceada
ESE Eselek Topragi Gokceada
YIL Yildiz Koyu Gokceada
ZIR Zirve Topragi Gokgeada

3.2. Topraklarin fizikokimyasal ozellikleri

Her bir toprak oOrneginden 20-25 g tartilarak 100 ml’lik behere konuldu ve
iyonizasyon icin yavasca saf su eklenerek toprak ornegi suya doyuncaya kadar
kanistirildi. Saf su ilavesi ornekler iizerinde ince bir su tabakasi olusunca kesildi.
Orneklerin pH’lar1 24 saat sonunda cam elektrod pH metre ile 6lgiildii ve
ortalamalari alindi (Model 292, Unicam Ltd.). Toprak orneklerinin pH, kireg
kapsami1 (% CaCO3), organik madde miktari, % nem ile tekstiir (% Kum, % Silt ve

% Kil) analizleri gibi bazi fizikokimyasal 6zellikleri belirlendi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Ege Bolgesi’ndeki gokgeada’dan alinan toprak Orneklerinin bazi
fizikokimyasal 6zellikleri.

Toprak Ornegi pH %0M %CaCo3 %nem Tekstiir
Aydincik 7,43 2,02 2,04 3,67 Kumlu killi tin
Eselek kéyu 7,18 2,87 1,80 3,72 Kumlu tin
Eselek baraiji 7,05 3,15 1,33 1,02 Kumlu killi tin
Zirve 6,76 1,92 1,61 1,88 Kumlu killi tin
Zeytinli 6,68 3,62 7,88 3,13 Killi tin
Yildiz koyu 7,24 2,81 3,19 1,68 Killi tin

3.3. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Bu calismada kullanilan kiiltiir ortamlar ile soliisyonlarin igerigi ve hazirlaniglar

Ek-A ve Ek-B’de verilmistir.

3.3.1 Diliisyon Plaka Yontemi

Her bir toprak orneginden 20-25 g aliip oda sicakliginda etiketli petriler ig¢inde
yaklagik 1 ay bekletildi ve kurutulan toprak 6rnekleri birbirine karismayacak sekilde
havanla doviilerek toz haline getirildi. Izolasyona hazir hale gelen her bir toprak
orneginden 1 g tartilarak daha Once steril olarak hazirlanan ve iginde 9 ml Ringer
¢ozeltisi ve cam boncuk bulunan 20 ml’lik siselere kondu. 10™lik diliisyonlarin her
biri, toprak kolloidlerine tutunmus olan mikroorganizma sporlarini ve miselyumlarini
toprak kolloidlerinden ayirmak igin 30 dakika boyunca calkalandi. Izolasyon
plaklarindaki vejetatif formlara bagl kontaminasyonu azaltmak i¢in 50 ‘C’ye ayarh
sicak su banyosunda 20 dakika bekletildi. 107 diliisyonunu hazirlamak icin,
igerisinde steril 4.5 ml Ringer ¢ozeltisi bulunan tiiplere vorteks karistiric1 (Fisons
Scientific Apparatus Ltd., Loughborough, Leicesteshire, England, UK) ile karistirilan
10" diliisyonundan, otomatik pipet (P1000:Gilson, Anacham Ltd., Luton
Bedfordshire, England, UK) ile alinan 0.5 ml toprak ¢6zeltisi ilave edildi. Ayni1 islem
107 liik diliisyon i¢in de tekrarland1 (Sembiring, 2000; Sivakumar, 2008 ).
Homojenizasyonu saglanan 107, 10, 10 liik diliisyonlardan otomatik pipet
(P200:Gilson, Anachem Ltd.) ile alinan ¢ozeltiler (0.2 ml), cycloheximide
(50 ug ml™), rifampicin (0.5 ug mI™) ve nalidiksik asit (10 mg ml™) ilaveli Hiimik
asit vitamin agar (Yamamura ve dig., 2003), ISP2 agar (Shirling ve Gottlieb, 1966),
ISP5 agar (Pridham ve dig., 1956-1957), SM1 Stevenson’s (Tan ve dig., 2006), SM2
Stevenson’s agar (Tan ve dig., 2006), SM3 agar - Gauze’s agar (Tan ve dig., 2006),
Czapek’s dox agar (CD) (Bower ve Hucker, 1930) ve Nisasta Kazein agar (SC)
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(Bower ve Hucker, 1930) ortamlarina inokiile edildi. Her bir diliisyon i¢in 8 plak
hazirland:. Inokiilasyonlu plaklar, O, girisine izin verecek sekilde 30 C’deki etiivde
10-14 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Calisma boyunca tek kullanimlik steril
plastik petriler (90 mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK) kullanilmistir.

3.3.2 izolatlarin Secimi ve Saflastiriimasi

Ardisik diliisyonlarla farkli segici besiyerlerine aktarilan 6rnekler 30 °C’de 10-14
giinliik inkiibasyonyonun ardindan plaklardaki aktinomiset benzeri Kkolonileri
belirleyebilmek i¢cin koloni morfolojileri dikkate alinarak gozle ve binokiiler
mikroskopla (X 400 biiyiitme; Nikon Kogaku K. K; Tokyo, Japan) olasi aktinomiset
tiyeleri segildi. Belirlenen aktinomiset ve benzeri Koloniler steril kiirdanlar
kullanilarak cycloheximide (50 pg ml™) ilaveli glukoz yeast extract agar (GYEA;
Gordon ve Mihm, 1962), tryptone yeast glucose extract agar (TYGA; Bower ve
Hucker, 1930) ve NZ-Amin agar ylizeyine ¢izgi ekim yontemi ile transfer edildi ve 2
hafta siireyle inkiibasyona birakildi. Bu isleme saf koloniler elde edilene kadar

devam edilmistir. 30 °C’de 14 giinlik inkiibasyon sonrasinda transferi yapilmis

plaklardan saf izolatlar elde edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. SM3 secici izolasyon besiyerlerinde gelisen kolonilerin secilimi ve yogun ekimleri

3.3.3 izolatlarin Stoklanmasi

Toprak izolasyonu sonucunda, makroskobik ve mikroskobik goriintiilerine gore
secilen toplam 150 izolat cycloheximide (50 pg ml™) ve rifampisin (0,5ug ml™)
ilaveli glukoz- yeast extrat agar (GYEA, Gordon ve Mihm, 1962), tryptone yeast
glukoz extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930) veya NZ-amin agar tiizerine

yogunlagtirilarak ekildi ve 30°C’de ve 14 giin boyunca inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonunda her bir sus % 20’lik gliserol iceren otoklavlanabilir 1,5
ml’lik vidal kapakli tiipler igerisine steril bir 6ze veya kiirdan yardim ile transfer
edilerek -20 °C de stoklanmigtir (Wellington ve Williams, 1978).

Gliserolde stoklama teknigi; gliseroliin hiicre zarin1 yumusak tutarak erime ya
da donma sirasinda zarin par¢alanmasina engel olma 6zelligi olmasindan dolay:
suslarin uzun siireli muhafazasinda liyofilizasyondan sonra en giivenilir teknik olarak

kabul edilmektedir.

3.4 DNA izolasyonu

3.4.1 Genomik DNA Izolasyonu

Test organizmalarmm DNA izolasyonu; PureLink® Genomik DNA izolasyon Kiti
(Invitrogen, USA) kullanilarak gerceklestirildi.

Test organizmalari, iyi gelisebildikleri besiyerine gore cycloheximide (50 pg
ml™) ilaveli tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve dig., 1989) veya glukoz
yeast ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) kiiltiir ortaminda 28 °C'de 7 giin siire ile
gelistirildi. Inkiibasyon sonrasi, her bir izolattan bir 6ze dolusu kiiltiir alinarak yine
besiyeri isteklerine gore 30 ml trypton yeast glikoz (TYG) extract broth, glukoz yeast
ekstrakt (GYE) broth veya N-Z amin broth bulunan 50 ml'lik erlenlere transfer
edildi. Kiiltiirler ¢alkalamali inkiibatorde 28 °C'de 160 rpm (dakikadaki devir)’de 3-
10 giin siire ile gelistirildi. Safliklar1 kontrol edildikten sonra steril eppendorflara
kiiltiirlerden 1,5 ml ilave edildi ve 13 000 rpm 'de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi iist faz uzaklastirilip ddH,O 1 defa, TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8) tamponunda 2 defa olmak iizere toplam 3 kez yikandi (Sambrook ve
dig., 2001) ve hiicre pelletleri DNA ekstraksiyonuna hazir hale getirildi.

Islem Basamaklar1

Lizatin Hazirlanmasi;

1. Hiicre pelletini lizozim igeren 180 pl lizozim sindirim tamponunda silispanse
edildi ve kisa vortekslemeyle iyice karistirilarak ve 37 C 'de 12 saat
bekletildi.

2. ki ayr1 su banyosunu (veya 1sitic1 bloku) 37 C ve 55 C sicakliga ayarlandi.

3. 2 ul Tiriton-X ilave edilip pipetaj yapildi ve 30 dk 37 C'de bekletildi.
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4. 20 pl RNaz eklendi ve kisa vortekslemeyle iyice karistirildi.
5. 20 pl Proteinaz K eklendikten sonra kisa vortekslemeyle iyice karistirilda.

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

Tamponu) eklendi ve kisa vortekslemeyle iyice karistirildi.
7. 55TC'de 30 dakika bekletildi.

8. Lizata 200 pl % 96-100'lik 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

(yaklasik 640 ul) PureLink spin kolona aktarildu.
2. Kolon oda sicakliginda 10,000 x g'de 1 dk santrifiijlendi.

3. Toplama tiipti atildi ve spin kolon temiz bir PureLink toplama tiipiine

yerlestirildi.

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

5. Kolon oda sicakliginda 10,000 x g'de 1 dk santrifiijlendi.
6. Toplama tiipii atildi ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi.

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

eklendi.

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

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

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

11. Kolon oda sicakliginda maksimum hizda 1.5 dk santrifiijlendi ve boylece saf
hiicre DNA’s1 elde edildi.

12. Saflastirilan DNA -20 C'de saklandi.
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3.4.2 DNA izolasyon Kontrolii

DNA ornekleri, izolasyon isleminin bir sonucu olarak geleneksel bir metot olan
agaroz jel elektroforezi kullanilarak kontrol edildi. Izole edilen DNA &6rneklerinin
agaroz jelde goriiniir hale gelebilmesi i¢in agaroz jel igerisine floresan ozellik
gosteren etidyum bromiir boyasi ilave edildi. Etidyum bromiir, ¢ift zincirli DNA’nin
baz ciftlerine baglanarak 254 veya 312 nm dalga boyunda UV transilliiminatorde
kirmiz1 floresans yayma o6zelligi gosterir. Bu 6zellik, sayet DNA izole edilmis ise
UV transilliminatér iizerinde, agaroz jelde kirmizi bantlarin olugmasini
saglayacaktir.

Elektroforez tablasi ¢caligma alani lizerinde zemini diiz olan bir yere birakildi.
DNA oOrneklerini goriintiilemek ic¢in 35 ml 1xTBE igerisinde % 1 (w/v)’lik, 4 pl
etidyum bromiir (10 mg/ml) ilaveli agaroz jel hazirlandi. Hemen sonra tablaya hava
kabarcigi olusmayacak sekilde agaroz jel dokiildii. Taraklar dikkatli bir sekilde
yerlestirildi. Katilagtiktan sonra taraklar cikarildi ve elektroforez tablasi iginde
1xTBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Taragin olusturdugu hollere her bir
DNA o6rneginden 3 pl alinarak jel yiikleme tamponu (brom fenol mavisi) ile birlikte
yiiklendi.

Agaroz jel elektroforez i¢in gerekli soliisyonlarin hazirlanig1 ve saklama

kosullar1 Ek-B’de verilmistir.

3.4.3 16S rDNA’nin PZR Cogaltmasi

Test izolatlarinin 16S rRNA gen bolgesi 27f ve 1525r primerleri (27f:5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' ve 1525R:5’AAGGAGGTGWTCCARCC-3'
Lane, 1991) kullanilarak Thermal Cycler (PCR Express, ThermoHybaid, Middlex,
UK)’da amplifiye edildi.

Polimerize zincir reaksiyonlar i¢in Promega firmasindan temin edilen GoTaq
Hot Start Master Mix (Promega Corporation, USA) kullanildi. 16S rRNA gen
bolgesinin amplifikasyonunda kullanilan her bir 6rnek ig¢in 50 pl 6lgiideki bir

reaksiyon karisimi Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. 16S rRNA gen bolgesinin PZR kosullarinda ¢ogaltilmasinda kullanilan
reaktiflerin yogunluk ve miktarlari.

Reaktif Stok Yogunlugu Miktar (pul)
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

Reaksiyon karisimi her bir 6rnek i¢in kalip DNA dahil 50 pl olacak sekilde
tiiplere buz lizerinde transfer edildi. Diisiik devirde vortekslenip, mikrosantrifiijde
kisa siireli dondiirtildii.

PZR reaksiyonu Cizelge 3.4.’teki sartlarda baglatildi.

Cizelge 3.4. 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyonu igin optimize edilmis PZR
sicaklik dongii diizeni.

islem Sicaklik (°C) Siire (dk) Déngii Sayisi
On denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 35
Baglanma 55 2 35

Uzama 72 3 35

Son uzama 72 8 1

Reaksiyon sonrasi saklama 4

%1°lik kontrol agarozunda (Agaroz Serva) 3 pl PZR iiriini DNA markor ile
yiiriitiilerek hedef bolgenin varlig: tespit edildi.

3.4.4. 16S rDNA Sekans Verilerinin Eldesi, Analizi ve Filogenetik

Dendrogramlarin Olusturulmasi

PZR amplifikasyon firiinleri elde edildikten sonra ¢aligma izolatlarimizin 16S gen
bolgesinin baz dizi analizi MacroGen firmasindan hizmet alimi seklinde
gerceklestirilmistir. 16S rRNA gen bolgesinin baz dizilimi, farkli 5 oligoniikleotit
primeri (Cizelge 3.5) ile MacroGen firmasi tarafindan ABI 3730XL otomatik baz
dizi cihazi ile belirlenmistir.

ABI1 formatindaki kromatogram dosyalar: fasta formatina doniistiiriildiikten

sonra Chromas pro 1.7.6 programi kullanilarak diziler birlestirildi. Mega 6 (Tamura
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ve dig., 2011) programi kullanilarak hizalama i¢cin CLUSTAL W yontemi ile
yapildi. EzTaxon server (URL-13; Kim ve dig., 2012) kullanilarak izolatlarin en
yakin akraba organizmalarla olan 16S rRNA niikleotit benzerligi belirlendi. Farkli
primerler kullanilarak hazirlanan 16S rRNA gen dizileri, filogenetik iliskilerin
belirlenebilmesi amactyla analizlerde kullanilmigtir.

Ez Taxon Server (URL-1; Kim ve dig., 2012) kullanilarak test izolatlarina en
yakin  akraba  olan  tirlerin  16S  rRNA  gen  dizileri  NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, Silva; http://www.ebi.ac.uk adreslerinden indirilerek
elde edilmistir. 16S rRNA niikleotid baz dizileri ile test drneklerinin baz dizileri
MEGA 6 (Tamura ve dig., 2011) programi kullanilarak karsilastirmali olarak
hizalanmistir. Bu diziler ve test organizma dizilerinin hizalama islemleri MEGA 6
(Tamura ve dig., 2011) programlarinda birbirleriyle hizalandirilmis ve daha sonra
ayni programda, filogenik analiz boliimiine gegilmistir. 16S rRNA baz dizilerinin
¢oklu hizalanmasi1 sonrasinda filogenetik soyagaglari neighbor-joining (Saitou ve
Nei, 1987) algoritmast kullanilarak olusturulmustur. Neighbour-joining algoritmasi
icin filogenik uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu kullanilmistir (Jukes ve Cantor,
1969). Filogenik analizler i¢in olusturulan filogenetik agaglarin bootstrap analizleri
1000 tekrarli olarak MEGA 6 (Tamura ve dig., 2011) paket programinda elde
edilmistir. Test izolatlarinin yiizde benzerlik tablolar1 ve niikleotit farkliliklarini

gosteren tablolar PHYDIT paket programi kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 3.5. 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyon ve sekans primerleri

Primer Adi Sekans (5 ve 3)* Biiyukluk (bg) Kaynak

800r TACCAGGGTATCTAATCC 18 Chun, 1995
MG3f CAGCAGCCGCGGTAATAC 18 Chun, 1995
MG5f AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 Chun, 1995
27f AGAGTTTGATCTGGCTCAG 20 Lane, 1991
1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 17 Lane, 1991

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

4.1. Mikroorganizmalarin Farkl Lokalitelerden izolasyonu

Ege Bolgesi’nde yer alan Gokgeada’nin 6 farkli lokalitesinden elde edilen topraklarin
izolasyonunda 8 farkli besiyeri hiimik asit vitamin agar (Yamamura ve dig., 2003),
ISP2 agar (Shirling ve Gottlieb, 1966), ISP5 agar (Pridham ve dig., 1956-1957),
SM1 Stevenson’s (Tan ve dig., 2006), SM2 Stevenson’s agar (Tan ve dig., 2006),
SM3 agar - Gauze’s agar (Tan ve dig., 2006), Czapek’s dox agar (CD) (Bower ve
Hucker, 1930) ve nisasta kazein agar (SC) (Bower ve Hucker, 1930) kullanildi
(Cizelge 4.1). Dekontaminasyon islemleri uygulanan toprak Orneklerine, toprak
izolasyonunda yaygin olarak kullanilan diliisyon plak yontemi uygulandi ve yayma
plaka yontemiyle ekimleri yapildi. Ekimleri tamamlanan plaklar 14 giinliik (2 hafta)
inkiibasyona birakildi (Yamamura ve dig., 2003). Baz1 izolasyon petri goriintiileri
Sekil 4.2°de gosterildi. Inkiibasyon sonrasinda farkli aktinomiset gruplarma dahil
oldugu disiiniilen mikroorganizmalar tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve
dig., 1989), GYM ve NZ-amin agar ortamina aktarilarak saflastirilma prosediiriine
gecildi (EK-C). Dekontamine haldeki mikroorganizmalar tek koloni igin glukoz yeast
ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) ortamina aktarildi. Gelisen organizmalarin
daha sonra glukoz yeast ekstrakt agar (Gordon ve Mihm, 1962) ortamina yogun
ekimleri gerceklestirildi (Ek-C). Inkiibasyon siiresi sonunda her bir izolat % 25°lik
gliserol igeren otoklavlanabilir 1,5 mI’lik vidali kapakli tlipler igerisine steril bir 6ze
yardimi ile transfer edilerek -20°C de stokland1 (Wellington ve Williams, 1978). Bu
adanin farkli lokalitelerinden izole edilen aktinomiset izolatlarmin kaynakgalari
Cizelge 4.2°de verilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bakteri izolasyonunda kullanilan toprak 6rnekleri
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Cizelge 4.1. Toprak 6rneklerinden segici izolasyon i¢in kullanilan besiyerleri

No  Bazal medium Secici ajan
1 ISP5 agar (Pridham ve dig., 1956/1957) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirlandi. Rifampisin (5pg/ml)
2 Czapek’s dox agar (Weyland, 1969) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirlandi. Sikloheksimid (50pg/ml)
3 Nisasta-kazein agar (Kiister ve Williams, 1964) Nistatin (50ug/ml),

Saf su ile hazirlandi. Nalidiksik asit (10 pg/ml)
4 ISP2 agar (Shirling ve Gottlieb, 1966) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirlandi Rifampisin (5pg/ml)
5 SM1 Stevenson’s agar (Tan ve dig., 2006) Nistatin (50pg/ml),

Saf su ile hazirlandi. Sikloheksimit asit (50pg/ml)

Neomisin siilfat (50/ml)

6 SM2 Stevenson’s agar (Tan ve dig., 2006) Nistatin (50pug/ml),
Saf su ile hazirlandi. Sikloheksimitasit (50 pg/ml)
Neomisin siilfat (50 pg/ml)

7 SM3 agar - Gauze’s agar (Tan ve dig., 2006) Nistatin (50pg/ml),
saf su ile hazirland. Nalidiksik asit (10pg/ml)
8 Humik Asit Vitamin agar (HV) (Hayakawa ve Nistatin (50pug/ml),
Nonomura, 1987) Sikloheksimid (50pg/ml)

saf su ile hazirlandi.

Sekil 4.2. SM2 ve HV segici izolasyon besiyerlerinin petri goriiniisii
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Toprak izolasyonu sonucunda elde edilen toplam 400 izolat igerisinden, makroskobik
ve mikroskobik goriintiileri dikkate alinarak renk gruplandirmalari yapilmis (EK E),
40 izolat 16S rRNA gen bolgesi analizleri i¢in se¢ilmis ve filogenetik analizleri

gergeklestirilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. Toprak izolasyonu ile Gékgeada’ dan elde edilen aktinomiset izolatlar:

Organizma Gokgeada

YB32 A.R.Topkara, Yildiz Topragi,Gok¢eada,Canakkale
ZIRI57 A.R.Topkara, Zirve Topragi,Gokceada,Canakkale
ZIRS29 A.R.Topkara, Zirve Topragi,Gok¢eada,Canakkale
ZIRC94 A.R.Topkara, Zirve Topragi,Gok¢eada,Canakkale
BARS30 A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi,Gok¢eada,Canakkale
ES90 A.R.Topkara, Eselek Topragi,Gok¢eada,Canakkale
BARS24 A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi,Gok¢eada,Canakkale
AIl59 A.R.Topkara,Aydincik Topragi,Gokgeada,Canakkale
ZIRZ35 A.R.Topkara,Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
ZIR1269 A.R.Topkara,Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
ES19 A.R.Topkara,Eselek Topragi,Gokgeada, Canakkale
YS24 A.R.Topkara,Y1ldiz Topragi, Gokgeada, Canakkale
EZ3 A.R.Topkara,Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
EZ11 A.R.Topkara,Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
ZEYC21 A.R.Topkara,Zeytinli Topragi,Gokgeada,Canakkale
E1565 A.R.Topkara,Eselek Topragi,Gokgeada, Canakkale
ZIR1266 A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
AS26 A.R.Topkara,Aydincik Topragi, Gok¢eada, Canakkale
AS21 A.R.Topkara,Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
ZEYC24 A.R.Topkara,Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
BARC28 A.R.Topkara,E.Baraj1 Topragi, Gokgeada, Canakkale
ZEY1552 A.R.Topkara,Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
AS18 A.R.Topkara,Aydincik Topragi,Gokceada, Canakkale
AS60 A.R.Topkara,Aydincik Topragi,Gok¢eada, Canakkale
BARZ12 A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
BARI251 A.R.Topkara, E.Baraji Topragi, Gok¢eada, Canakkale
BARI245 A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gokgeada, Canakkale
BARS37 A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
BARCS57 A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
BARZ14 A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
BARS35 A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
AS25 A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gok¢eada, Canakkale
Al231 A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
AZ2 A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
AS26 A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
AS14 A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gok¢eada, Canakkale
Al238 A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gok¢eada, Canakkale
AZA A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokceada, Canakkale
EZ14 A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
EZ74 A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
EI1530 A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
EZ13 A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
E1566 A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
EI2115 A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
EC99 A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
EC50 A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
ZEYZ1 A.R.Topkara,Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
ZEYS58 A.R.Topkara,Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
ZIRI1267 A.R.Topkara,Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
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YC25
YZ36
AS28
AS16
AC42
AS21
ZIRZ1
BARI518
BARS42
YS20
ZEYZ6
EC51
ES22
ES96
EZ16
EI572
ES92
EI533
EZ78
El2124
EZ9
ES17
E1286
EC52
ZIRZ37
ZIRS26
ZIRH95
ZIRH98
BARI255
BARI517
BARZ5
ZEY1231
ZEYC25
ZIRI214
ZIRC91
ZIRC44
ZIRCA41
ZIRC40
ZIRS25
YC28
EA55
EI571
BARCS59
BARS36
ZEYS57
ZEYS59
ZEYZT
AZT
AZT71
AS57
AZT72
AZ5
ZIRZ2
ZIRI54
BARI252
BARS40
BARI524

A.R.Topkara,Y1ldiz Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara,Y1ldiz Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara,Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Yildiz Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara,E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Yildiz Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokceada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji1 Topragi, Gok¢eada, Canakkale
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Cizelge 4.2. Devami

Organizma

Gokceada

El1284
AS17
ABT7
AZ8
ZEYB30
ZEYS56
ACT74
ZEYZ14
ZEYS61
BARIS519
AHT9
ZEYC15
Y1212
AS20
Al239
AS58
AZ69
Al265
ZIRZ38
ZIRZ33
ZIRI51
EZ94
ES94
EC97
EH108
EZ76
ZEY 1246
BARC61
ZEY1238
ZEYZ4
ZEY1232
YS17
YB29
AS59
Al232
AZT70

A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara,0Orman Topragi, Gokceada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara,Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara,Zeytinli Topragi, Gék¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gék¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara,E.Baraj1 Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara,Aydincik Topragi, Gok¢eada,Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara,Yildiz Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara,Aydincik Topragi, Gokgeada,Canakkale
A.R.Topkara,Aydincik Topragi, Gok¢eada,Canakkale
A.R.Topkara,Aydincik Topragi, Gok¢eada,Canakkale
A.R.Topkara,Aydincik Topragi, Gok¢eada,Canakkale
A.R.Topkara,Aydincik Topragi, Gok¢eada,Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zirve Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Eselek Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, E.Baraji Topragi, Gokceada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gokceada, Canakkale
A.R.Topkara, Zeytinli Topragi, Gok¢eada, Canakkale
A.R.Topkara,Yildiz Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara,Yildiz Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
A.R.Topkara, Aydincik Topragi, Gokgeada, Canakkale
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Cizelge 4.3. 16S rRNA gen dizi analizleri yapilan Actinomycetes izolatlarinin kod

numaralari, izole edildikleri besiyerleri ve lokaliteleri.

Cins izolat Izole e(\i(l::;gl Besl Lokalite
Al238 ISP2 Agar Aydincak
Actinomadura Al239 ISP2 Agar Aydmcik
AS21 Nisasta kazein Agar Aydimmcik
AYDS4 Nisagta kazein Agar Aydincik
Amycolatopsis ZIRC94 SM3 Agar Zirve
Microbispora AZ5 Czapek’s Dox Agar Aydincik
EZ3 Czapek’s Dox Agar Eselek Koyii
EC52 SM3 Agar Eselek Koyii
Nocardia AS26 Nisagta Kazein Agar Aydmncik
EA55 SM1 Agar Eselek Koyii
Nonomuraea Z1Z37 Czapek’s Dox Agar Zirve
AYDS25 Nisasta Kazein Agar Aydincik
YILB32 SM2 Agar Yildiz koyu
Saccharopolyspora YILC25 SM3 Agar Yildiz _koyu
ZES61 Nisasta kazein Agar Zeytinli
ZEYS56 Nisasta kazein Agar Zeytinli
AS59 Nisasta kazein Agar Aydimck
B1255 ISP2 Agar Eselek Baraji
B1519 ISP5 Agar Eselek Baraji
EC51 SM3 Agar Eselek Koyii
EZ11 Czapek’s Agar Eselek Koyii
ZEI231 ISP2 Agar Zeytinlikoyii
ZEYZ14 Czapek’s Agar Zeytinlikoyii
ZEZ7 Czapek’s Agar Zeytinlikoyii
ZIRI57 ISP5 Agar Zirve
ZIRI269 ISP2 Agar Zirve
ZIRS29 Nisasta kazein Agar Zirve
Strepromyces ZEYZ1 Czapek’s Agar Zeytinlikoyii
ZIRI1266 ISP2 Agar Zirve
EZ14 Czapek’s Agar Eselek Koyii
El2115 ISP2 Agar Eselek Koyii
B1245 ISP2 Agar Eselek Baraji
AYDS60 Nisasta kazein Agar Aydinck
Y1212 ISP2 Agar Yildiz koyu
ES24 Nisasta kazein Agar Eselek Koyii
El2125 ISP2 Agar Eselek Koyii
ABT77 SM2 Agar Aydmecik
ES109 Nisasta kazein Agar Eselek Koyii
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Aktinomiset izolatlar1 igerisinden 13 izolat Nisasta kazein agar ortamindan, 10
izolat ISP2 agar ortamindan, 8 izolat czapek’s dox agar ortamindan, 3 izolat ISP5
agar ortamindan, 4 izolat SM3, 2 izolat SM2 ve 1 izolat SM1 agar ortamindan izole
edilmistir. 10’u Aydincik, 13’1 Eselek koyii, 6’1 Zirve, 3’i Yildizkoy, 3’1 E. Baraji

ve 6’s1 Zeytinlikoyili olmak iizere 40 izolat bu tez ¢alismasinda galisilmistir.

4.2 DNA lzolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforez Yontemiyle DNA’larin

Goriintiilenmesi

Izolasyon calismalar sirasinda, morfolojik olarak farkli aktinomiset gruplar oldugu
diistiniilen mikroorganizmalar segilerek, bu organizmalarin genomik DNA’lari,
PureLink® Genomik DNA izolasyon Kiti (Invitrogen,USA) ile elde edilmis ve DNA

kontrolii % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

4.3 16S rDNA'nin PZR Amplifikasyonu

Toprak orneklerinin prokaryotik cesitliliginin tespiti icin 16S rDNA gen bdlgesi
tercih edilmistir. Test organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA o6rneklerinin
16S rRNA genini kodlayan DNA bolgesinin amplifikasyonu igin evrensel iki primer
(27f ve 1525r; Lane, 1991) kullanilarak Thermal Cycler (PCR Express,
ThermoHybaid, Middlesex, UK)’ da PZR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Amplifiye
tirtinler % 1°lik kontrol agaroz jelde (35 ml 1xTBE tampon, 0.35 gr agaroz) DNA
mdigor ile birlikte 100 Voltta 30 dakika yiiriitiildiikten sonra goriintiileme sisteminde
(GeneGenius, SyneGene, Bio Imaging Systems, UK) fotograflanarak kaydedilmistir.
Test izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi PZR amplifikasyon iiriinlerinin %1°lik
kontrol agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 4.3°te verilmistir. Jelde goriildiigii tizere 1500

baz ¢ifti (bp) uzunlugunda tek bir bant elde edilmistir.

Markdr ZEYZ1 ZiZ37 AZS  AI238 AYDS4 AS21 BIS19 EAS5 EC52  ZESG1

2000 bg

1500bg T S S —— N WD W W ——

Sekil 4.3. Farkli lokalitelerden izole edilmis aktinomisetlerin 16S rRNA gen
bolgesinin PZR metodu ile amplifikasyonu. M, DNA Markor
(Fermentas™; 100kb Gene Ruler).
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4.4 16S rRNA Sekans Verilerinin Eldesi, Analizi ve Filogenetik Soyagaclarinin

Olusturulmasi

PZR amplifikasyon tiriinleri elde edildikten sonra ¢alisma izolatlarimizin 16S rRNA
gen bolgesinin baz dizi analizi MacroGen (Giiney Kore) firmasindan hizmet alimi
seklinde gergeklestirilmistir. 16S rRNA gen boélgesinin baz dizilimi, farkli 3
oligoniikleotit primeri ile dizi analizi yapildi. Elde edilen dizi verileri, Eztaxon
Server kullanilarak, uluslararasi veritabanlarindaki en yakin akraba tiirlerin dizi
verileri ile karsilastirildi ve % benzerlikleri belirlendi. Baz dizi sonuglarinin kontrolii
Finch TV programinda goriintiilenerek yapilmistir. Bu kontrol neticesinde diizgiin
okunmadig1 diistiniilen diziler MacroGen firmasina tekrarlatilmigtir. Tekrar okutulan
baz dizilerinin Finch TV deki goriintiileri incelenmis ve dizilerin analizine

gecilmistir (Sekil 4.4).

GCCTGGGGAGTACGGLCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGC GGAGCATGT
500 510 520 530 540 550 560 570

Ao A oA i\

Sekil 4.4. MacroGen firmasma okutulan baz dizilerinin Finch TV programindaki
goruntisil.

Organizmalarin 16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizlerinden elde edilen
baz dizileri ait olduklari cinslerin tip tiirleriyle MEGA 6 paket programinda
hizalanmig ve mega formatinda kaydedilmistir.

MEGA 6 programinda kaydedilen sonuglar fasta formatindada kaydedilerek
benzerlik tablolar1 olusturulmustur. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore
izolatlarin cinslere gore dagilimini gosteren grafik Sekil 4.5te verildi. Elde edilen
dizi verilerine gore test izolatlarinin filogenetik pozisyonlarinin belirlenmesi igin

dendogramlari olusturuldu (Sekil 4.6-4.12).

57




Topraktan izole edilen aktinomisetler

25
25
20
15
10
5
0
M Streptomyces M Actinomadura Saccharopolyspora
M Nocardia B Nonomuraea Microbispora

B Amycolatopsis

Sekil 4.5. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore test izolatlarinin cinslere gore
dagilima.

Test izolatlar1 ve ilgili cinslerin tip tiirlerinin filogenetik analizlerinde Neighbor-
joining (Saitou ve Nei, 1987) ve maximum-parsimony (Kluge ve Farris, 1969)
algoritmalar1 kullanildi. MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutulan, Actinomadura
cinsine ait izolatlarin dizileriyle, 28 adet Actinomadura cinsine ait tip tiirle birlikte
hizalanmig ve toplamda 1494 nt’lik dizi elde edilmistir. Streptosporangium albiim tip
tirti dis grup olarak kullanilarak Actinomadura cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen
bolgesine ait filogenetik analizleri MEGA 6 paket programinda yapilmistir.
Actinomadura cinsine ait AI238 izolat1 % 98.82 benzerlikle A. madurae ile yakin
iligkili oldugu ve 17 farkli niikleotide sahip oldugu, % 98.60 A. darangshiensis ile
yakin iligkili ve 20 farkli niikleotide sahip oldugu, % 98.56 A. bangladeshensis ile
komsu oldugu ve 21 niikleotit farkliligr bulundugu tespit edilmistir. Yine bu cinsin
tiyesi oldugu belirlenen AYDS4 izolat1 % 99.03 benzerlik orani ile A. nitritigenes’e
yakinlik ve 14 niikleotit farkliligi gosterirken A. madurae tiirii ile de % 98.69
benzerlik ve 19 niikleotit farkliligi gostermektedir. Actinomadura sp. AS21 izolat1 %
99.11 benzerlik ile A. bangladeshensis yakin iligkili ve 13 niikleotit farklilig:
gostermekte, A. chokoriensis tiirii ile de % 98.63 benzerlik ve 20 niikleotit farklilig:
gostermektedir. Actinomadura sp. AI239, AI238 izolatlart % 98,69-% 98,82
benzerlikle A.madurae ile filogenetik soy agacinda kiime olusturmustur. AI239
izolat1 A. napierensis % 99,18 benzerlik ve 11 niikleotit farkliligi gostererek ayri bir
dal olusturmustur. Yine ayni izolat % 98,69 benzerlik ve 19 niikleotid farklilikla A.
madurae tip tiiriiyle filogenetik soy agacinda yakin konumlanmistir (Sekil 4.6,
Cizelge 4.4).
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Microbispora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi ilgili primerlerle
ikinci kez okutularak elde edilmistir. Microbispora cinsi tiyesi 16 tip tiir ile birlikte
hizalanmis ve 1506 nt’lik dizi elde edilmis ve dis grup olarak Actinomadura
madurae tip tiirii kullanilmistir. Microbispora sp. AZ5 izolat1 % 99,01 benzerlikle M.
rosea subsp. aerata ile yakin iliskili oldugu ve 14 niikleotit farkliligi bulundugu
belirlenmisken, M. bryophytorum ile % 98,98 benzerlik orani ile komsu oldugu ve 15
niikleotit farkliligi gosterdigi tespit edilmistir. Yine bu cinsin tiyesi oldugu belirlenen
Microbispora sp. EZ3 izolat1 % 99,65 benzerlik oran1 ile M. rosea subsp. rosea tiirii
ile yakin akrabalik gostermekte olup 5 niikleotit niikleotit farkliligi gostermekte, M.
bryophytorum ile de % 98,96 benzerlik ve 15 niikleotit farkliligi gostermektedir
(Sekil 4.7, Cizelge 4.5).

MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutulan Nocardia cinsine ait izolatlarin
dizileriyle, 26 Nocardia cinsine ait tip tiir ve dis grup olarak kullanilan Gordonia
sputi tip tiirti ile birlikte hizalanmis ve toplamda 1486 niileotitlik dizi elde edilmistir.
Izolatlardan Nocardia sp. AS26 izolat1 %99,38 benzerlik oran1 ile N. nova ile yakin
iligkili ve 9 niikleotit farkliligi gostemekte, % 99,18 benzerlik ile N. jiangxiensis
yakin iligkili ve 12 niikleotit farklilik gostermektedir. Ayni1 izolat % 98,51 benzerlik
ve 21 niikleotit farklilik ile N. miyunensis tip tiirii ile bir kiimede toplanmuistir.
Nocardia sp. EC52 izolat1 % 99,17-%99,66 arasinda benzerlikle N. rhamnosiphila,
N.carnea ve N. flavorosea tip tiirleriyle yakin iliskili bir kiime olusturmakta ve
sirasiyla 5, 10 ve 12 niikleotit farklilig1 gostermektedir. Nocardia sp. EA55 izolati, N.
abscessus ile 16S rRNA gen bolgesi bakimindan % 100 benzerlik gostermektedir. %
99,04 benzerlik ve 14 niikleotit farklilikla N. exalbida tip tiriiyle filogenetik soy
agacinda yakin konumlanmistir (Sekil 4.8, Cizelge 4.6).

MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutulan Nonomuraea cinsine ait
izolatlarin dizileriyle, 28 adet Nonomuraea cinsine ait tip tirii ile birlikte hizalanmig
toplamda 1496 nt’lik dizi elde edilmis ve dis grup olarak Amycolatopsis orientalis tip
tiri se¢ilmigtir. Nonomuraea sp. ZIZ37 izolati % 98,78 benzerlik oran1 ve 17
niikleotit farkliligi ile N. candida tiiriinden, % 98,56 benzerlik ve 21 niikleotit
farklilig1 ile N. jabiensis tiiriinden ayrilip farklilasarak filogenetik dendogramda ayr1
bir kiimede yer almistir. Yine bu izolat % 98,35 benzerlik orani ile N. roseoviolacea
subsp. roseoviolacea tiirii ile yakin akrabalik gostermekte olup 24 niikleotit
farkliligina sahipken, % 97,79 benzerlikle N. roseoviolacea subsp. carminata tip

tirtine yakinlik gostermekte ve 31 niikleotit farkliligi gostermektedir. Ayni cinsin
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tiyesi oldugu belirlenen Nonomuraea sp. AYDS25 izolat1 % 99,29 benzerlik ve 10
niikleotit farkla N. indica tip tiiriinden, % 98,97 benzerlik ve 15 niikleotit farkla
N. muscovyensis tip tirtinden ayrilip, farkli bir dalda yer almistir. Bu izolatin
% 98,20 benzerlik ile N. salmonea tiirline yakinlik gosterdigi ve 26 niikleotit
farkliligi oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9, Cizelge 4.7).

MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutulan Saccharopolyspora cinsine ait
izolatlarin dizileriyle, 20 adet Saccharopolyspora cinsine ait tip tiir ve dis grup olarak
kullanilan Amycolatopsis sacchari tiiriiyle birlikte hizalanmis olup toplamda 1499
nt’lik dizi elde edilmistir. Saccharopolyspora sp. ZES61 izolati 16S gen bolgesi
bakimindan %99,44 benzerlik orani1 ile S. shandongensis tirii ile yakinlik
gostermekle birlikte 8 niikleotit farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Yine bu izolat S.
phatthalungensis tiirii ile % 98,36 benzerlik oranina ve 24 niikleotit farka sahip
oldugu, aym izolat %97,94 benzerlik ve 30 niikleotit farklilikla filogenetik soy
agacinda S. Spinosa tip tiirtine komsu oldugu gosterilmistir. Saccharopolyspora sp.
YILB32 izolatt % 99,52 benzerlik ile yakin iliski gostermekte ve 7 niikleotit
farkliliga sahiptir. S. indica tip tiirii ile % 98,97 benzerlik orani ve 15 niikleotit
farkliligi gostermektedir. Saccharopolyspora sp. YILC25 ve ZES61 izolatlart
% 99,44-% 99,93 benzerlikle S. shandongensis tip tiiriiyle filogenetik soy agacinda
kiime olusturmustur. YILC25 izolat1 % 98,83 benzerlik ve 17 niikleotit farklilikla S.
phatthalungensis tip tiirliyle soy agacinda yakinlik gostermekte, S. spinosa ile
% 98,36 benzerlik oran1 ve 24 niikleotit farkliligi gosterdigi tespit edilmistir
(Sekil 4.10, Cizelge 4.8).

Streptomyces cinsine ait izolatlarin dizileri Streptomyces cinsine ait 30 tip
tiirii ile birlikte hizalanmig toplamda 1494 nt’lik dizi elde edilmistir. D1 grup olarak
Actinomadura glomerata tip tiirti kullanilmistir. Streptomyces sp. ZEYZ1 izolat1 %
98.51 benzerlik orani ile S. seymenliensis tiirli ile yakinlik gostermekle birlikte 22
niikleotit farkliligi gosterdigi tespit edilmistir. S. canus tiirii ile % 98.30 benzerlik
oranma sahip oldugu ve 25 niikleotit farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir. Izolatin
16S rRNA gen dizi analizine gore ¢izilen dendogramdaki pozisyonu goz oniinde
bulundurularak ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA homolojilerinin yapilip yeni tiir oldugu
kesinlestikten sonra kemotaksonomik ve fenotipik analizlerinin tamamlanarak
literatlire kazandirilmasi amaglanmaktadir. Streptomyces sp. ZIR1269 izolat1 % 99,24
benzerlik ile S. coeruleorubidus tiirii ile yakin iligki gostermekte ve 11 niikleotit

farkliligina sahip oldugu belirlenmistir. Bu izolatin S. fragilis tirii ile % 98.84
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benzerlik gosterdigi ve 17 niikleotit farkliligina sahip oldugu tespit edilmistir. B1245
ve BI519 nolu suslar en yakin tip tiirii olan S. filipinensis NBRC 12860 ile sirasiyla
% 99,32-% 99,24 16S rRNA gen dizi benzerligi gostermekte ve filogenetik soy
agacinda aymi kiimede yer almustir. Bu izolatlar birbiriyle % 99,93 benzerlik
gostermektedir. Yapilan calismalar neticesinde, ZIRI269, ZIRS29, AS59, EC51,
ZEYZ14 ve ZEY1231 nolu Streptomyces izolatlar1 en yakin tip tiirleri ile % 99,52 ve
tizeri 16S rRNA dizi benzerligi gostermektedir (Sekil 4.11, Cizelge 4.9).

MG5f, 800r ve 518f primerleriyle okutulan Amycolatopsis cinsine ait izolatin
dizisiyle, 24 adet Amycolatopsis cinsine ait tip tiirii ile birlikte hizalanmis ve dig grup
olarak Microbispora rosea tip tiirii kullanilmistir ve toplamda 1425 nt’lik dizi elde
edilmistir. Amycolatopsis sp. ZIRC94 izolatinin 16S gen bdlgesi bakimindan %
99.57 benzerlik orani ile A. pretoriensis tip tiirii ile yakinlik gostermekle birlikte 6
niikleotit farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Yine bu izolat A. kentuckyensis tiirii ile
% 99.52 benzerlik oranina ve 7 niikleotit farkla filogenetik soy agacinda ayni

kiimede yer almistir.
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72

Actinomadura livida JCM 3387" (AF163116)
Actinomadura yumaensis JCM 3369' (AF163122)
Actinomadura sputi IMMIB L-889" (FM957483)
Actinomadura rugatobispora IFO 14382" (U49010)
Actinomadura vinacea JCM 3325' (AF134070)
Actinomadura sp. AS21 (KU497648)*

Actinomadura napierensis B60" (AY568292)

Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3' (AB331652)

Actinomadura chokoriensis 3-45-a/11' (AB331730)
Actinomadura cremea JCM 3308" (AF134067)
Actinomadura sediminis YIM M 10931" (JF272484)

56

Actinomadura sp. Al238 (KU497647)*

Actinomadura sp. Al239 (KU497649)*

Actinomadura madurae DSM 43067 (X97889)
Actinomadura darangshiensis DSLS-70" (FN646682)

61 Actinomadura meyerae A288' (AY273787)
5'} Actinomadura formosensis JCM 7474" (AF002263)
75 Actinomadura geliboluensis A8036' (HQ157187)

Actinomadura xylanilytica BK147' (FR692101)
Actinomadura mexicana A290' (AF277195)

Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-50" (AB331731)
Actinomadura verrucosospora NBRC 14100' (U49011)
Actinomadura coerulea IFO 14679' (U49002)
Actinomadura citrea IFO 14678" (U49001)
Actinomadura luteofluorescens IFO 13057' (U49008)
Actinomadura fulvescens IFO 14347" (U49005)

88

66

| E Actinomadura sp. AYDS4 (KU497659)
59 Actinomadura rudentiformis HMC1' (DQ285420)

Actinomadura nitritigenes DSM 44137" (AY035999)
Actinomadura fibrosa ATCC 49459' (AF163114)

Actinomadura hibisca DSM 44148' (AJ420136)
S. album DSM 43023'(X89934)

0.005

Sekil 4.6. Actinomadura cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine dayali

filogenetik

iligkilerini ~ gosteren  dendogram.  Neighbor-joining

algoritmasina gore cizilmis agagta, % 50°nin {izerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon

degisimi 0.005’tir.
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Cizelge 4.4. Actinomadura cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansma gore en yakin tip
tirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No = isim GenBank = 9% benzerlik = Nt. farka
Actinomadura sp. A1238

1 Actinomadura madurae DSM 430677 X97889 98.82 17/1445
2 Actinomadura darangshiensis DSLS-70" FN646682 @ 98.60 20/1424
3 Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3" AB331652 @ 98.56 21/1458
4 Actinomadura formosensis JCM 74747 AF002263 @ 98.49 22/1455
5 Actinomadura verrucosospora NBRC 14100" U49011 98.44 22/1408
Actinomadura sp. AYDS4

1 Actinomadura nitritigenes DSM 441377 AY035999 @ 99.03 14/1436
2 Actinomadura madurae DSM 430677 X97889 98.69 19/1445
3 Actinomadura fibrosa ATCC 494597 AF163114  98.55 21/1444
4 Actinomadura darangshiensis DSLS-70" FN646682 | 98.52 21/1419
5 Actinomadura rudentiformis HMC1" DQ285420 @ 98.45 22/1418
Actinomadura sp. AS21

1 Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3" AB331652 @ 99.11 13/1458
2 Actinomadura napierensis B60" AY568292  99.11 12/1344
3 Actinomadura chokoriensis 3-45-a/11" AB331730  98.63 20/1456
4 Actinomadura formosensis JCM 74747 AF002263 @ 98.56 21/1455
5 Actinomadura meyerae A288" AY273787 9854 21/1438
Actinomadura sp. A1239

1 Actinomadura napierensis B60" AY568292 @ 99.18 11/1344
2 Actinomadura madurae DSM 430677 X97889 98.69 19/1445
3 Actinomadura darangshiensis DSLS-70" FN646682 @ 98.38 23/1424
4 Actinomadura xylanilytica BK147" FR692101 | 98.27 25/1442
5 Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3" AB331652 @ 98.08 28/1456

16S rRNA gen dizi analizine gore AI238 izolati, AYDS4 izolatina % 97,15
(42/1484) benzerlik gostermis, AS21 izolatina % 99,19 (12/1484) ve AI239 izolatina
%97,17 (42/1445) benzerlik gostermistir.

*{lgili izolatin GenBank numarsi filogenetik dendogramda gosterilmistir.
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51 Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 15448" (U48984)
Microbispora amethystogenes JCM 3021 (U48988)
Microbispora sp. AZ5 (KU497650)
_____ Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2" (KF886293)

5 [Microbispora sp. EZ3 (KU497651)
99 Microbispora rosea subsp. rosea IFO 14044" (D86936)

Microbispora corallina DF-32" (AB018046)

77

o1 _|— Microbispora hainanensis 211020 (FJ261972)
83 Microbispora siamensis DMKUA-245" (FJ199993)

52 y  a Microbispora thailandensis NN276" (HM043728)

99| Microbispora mesophila JCM 3151 (AF002266)
Planotetraspora phitsanulokensis A-T 13837 (FJ426332)

» Planotetraspora thailandica BCC 21825" (AB370244)

Planotetraspora kaengkrachanensis A-T 0875' (FJ426333)

73 I: Planotetraspora silvatica TT 00-51" (AB112082)
96 Planotetraspora mira IFO 15435 (D85496)

4'7 Acrocarpospora corrugata DSM 433167 (X89941)
96

Acrocarpospora phusangensis PS33-18" (AB649124)
Actinomadura madurae DSM 43067 (X97889)

0.005

Sekil 4.7. Microbispora cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami. Neighbor
joining algoritmasma gore ¢izilmis agagta, % 50’nin {zerinde
desteklenen dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Dis drup
olarak Actinomadura madrae DSM 43067 tip tiirii kullanilmustir.
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Cizelge 4.5. Microbispora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip
tiirleri ile niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri.

No  Isim Gen Bank = 9% benzerlik | Nt. farka
Microbispora sp. AZ5

1 Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 154487 U48984 99.01 14/1413
2 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2" KF886293 « 98.98 15/1464
3 Microbispora rosea subsp. rosea IFO 140447 D86936 98.76 18/1452
4 Microbispora corallina DF-327 ABO018046 @ 98.75 18/1440
5 Microbispora hainanensis 2110207 FJ261972 98.70 19/1462
Microbispora sp. EZ3

1 Microbispora rosea subsp. rosea IFO 140447 D86936 99.65 5/1440
2 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2" KF886293 | 98.96 15/1447
3 Microbispora hainanensis 2110207 FJ261972 98.89 16/1445
4 Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 154487 u48984 98.37 23/1413
5 Microbispora amethystogenes JCM 30217 U48988 98.37 23/1412

16S rRNA gen dizi analizine gore AZS5 izolati, EZ3 izolatina % 99,01 (13/1464) gen
dizi benzerligi gostermistir.

*{lgili izolatin GenBank numarsi filogenetik dendogramda gosterilmistir.
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Nocardia testacea NBRC 100365" (BAGJ01000040)

58
Nocardia flavorosea JCM 3332" (Z46754)

100 Nocardia carnea NBRC 14403" (BAFV01000017)

Nocardia sp. EC52 (KU497652)
Nocardia cyriacigeorgica NBRC 100375" (BAFY01000107)
Nocardia paucivorans NBRC 100373" (BAGE01000021)

Nocardia sungurluensis CR3272" (JN989289)
Nocardia asteroides NBRC 15531" (BAFO01000006)
Nocardia sp. EA55 (KU497654)
Nocardia exalbida NBRC 100660" (BAFZ01000028)
Nocardia xishanensis AS 4.1860" (AY333115)
Nocardia lijiangensis YIM 33378" (AY779043)

87 Nocardia vinacea NBRC 16497 (BAGN01000059)
—|: Nocardia anaemiae IFM 03237 (AB162801)
Nocardia sp. AS26 (KU497653)

Nocardia nova JCM 6044" (Z36930)
Nocardia jiangxiensis NBRC 101359" (BAGB01000020)

96

Nocardia miyunensis 117" (AY639901)

Nocardia otitidiscaviarum NBRC 14405" (BAGD01000059)
Nocardia niigatensis NBRC 100131" (BAGC01000015)
Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512 (X84857)

Nocardia acidivorans GW4-1778" (AM402972)

Nocardia transvalensis NBRC 15921" (BAGL01000037)

Nocardia vermiculata IFM 0391 (AB126873)

Nocardia elegans IMMIB N-402" (AJ854057)

Nocardia africana SD769" (AF277198)

Nocardia kruczakiae ATCC BAA-948" (AY441974)

51

55

Nocardia aobensis IFM 0372 (AB126876)
54 Nocardia mikamii W8061" (EU484388)
Gordonia sputi NBRC 100414"

0.005

Sekil 4.8. Nocardia cinsine ait test organizmalari ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi
analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagact (nodlarda % 50’nin {izerinde bootsrap degerleri verilmistir).
Niikleotit pozisyon degisimi % 0.05’tir ve dis grup olarak Gordonia sputi

NBRC 100414" kullanilmustir.
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Cizelge 4.6. Nocardia cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip tiirleri ile
olan niikleotit say1 farkliliklar: ve benzerlik degerleri

No | isim Gen Bank % benzerlik | Nt. fark
Nocardia sp. AS26

1 Nocardia nova JCM 60447 736930 99.38 9/1455
2 Nocardia jiangxiensis NBRC 101359" BAGB01000020 99.18 12/1458
3 Nocardia miyunensis 1177 AY639901 98.51 21/1405
4 Nocardia vermiculata IFM 03917 AB126873 98.46 21/1366
5 Nocardia elegans IMMIB N-402" AJB854057 98.41 23/1445
Nocardia sp. EC52

1 Nocardia rhamnosiphila NRRL B-24637" JOAJ01000028 99.66 5/1454
2 Nocardia carnea NBRC 14403" BAFV01000017 99.31 10/1454
3 Nocardia flavorosea JCM 33327 246754 99.17 12/1454
4 Nocardia testacea NBRC 100365" BAGJ01000040 99.04 14/1454
5 Nocardia sienata IFM 100887 AB121770 99.01 14/1415
Nocardia sp. EA55

1 Nocardia abscessus NBRC 1003747 BAFP01000036 100.00 0/1461
2 Nocardia exalbida NBRC 100660" BAFZ01000028 99.04 14/1461
3 Nocardia asteroides NBRC 155317 BAFO01000006 98.97 15/1459
4 Nocardia shimofusensis IFM 103117 AB108775 98.90 16/1461
5 Nocardia cyriacigeorgica NBRC 100375" BAFY01000107 98.90 16/1461

16S rRNA gen dizi analizine gore AS26 izolati, EC52 izolatina % 97,21 (41/1471)

ve EASS izolatina % 97,69 (34/1473) gen dizi benzerligi gostermistir.

67

*{lgili izolatin GenBank numarsi filogenetik dendogramda gosterilmistir.



99 I: Nonomuraea roseoviolacea subsp. roseoviolacea IFO 14098" (AB039959)
Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata IFO 159037 (AB039961)

Nonomuraea sp. ZIZ37 (KU497655)*
Nonomuraea guangzhouensis NEAU-ZJ3" (KC417349)

Nonomuraea harbinensis NEAU—yn31T (KC306503)
—99!_— Nonomuraea ferruginea IFO 14094" (U48845)
Nonomuraea sp. AYDS25 (KU497660)

Nonomuraea indica DRQ-2" (KM522835)
Nonomuraea muscovyensis FMNO3' (JN896617)

84
Nonomuraea salmonea DSM 43678 (X97892)
Nonomuraea endophytica YIM 65601" (GU367158)
Nonomuraea spiralis IFO 140977 (U48983)
Nonomuraea angiospora IFO 13155' (U48843)
Nonomuraea helvata IFO 146817 (U48975)
Nonomuraea jabiensis A4036" (HQ157186)
Nonomuraea kuesteri NRRL B-24325" (JOAM01000718)
Nonomuraea fuscirosea NEAU-dht8" (KC417350)

Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14" (AB290014)
Nonomuraea bangladeshensis 5-10-10" (AB274966)
Nonomuraea coxensis DSM 45129" (ARBV01000098)
Nonomuraea wenchangensis 2104177 (FJ261959)
73| | ——— Nonomuraea maritima FXJ7.203" (GU002054)

.y Nonomuraea rubra DSM 43768" (AF277200)

Nonomuraea candida HMC10" (DQ285421)
Nonomuraea turkmeniaca DSM 43926 (AF277201)
Nonomuraea dietziae DSM 44320" (AJ278220)

o | Nonomuraea solani NEAU-Z6' (JQ073731)
Nonomuraea thailandensis KC-061" (AB720113)

99
96 Nonomuraea monospora PT708" (FJ347524)

Nonomuraea recticatena IFO 14525' (U48979)
Amycolatopsis orientalis NBRC 12806 (D86935)

0.01

Sekil 4.9. Nonomuraea cinsine ait test organizmalar1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz
dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagact (nodlarda % 50’nin {izerinde bootsrap degerleri verilmistir).
Niikleotit pozisyon degisimi % 1’dir ve dis grup olarak Amycolatopsis
orientalis NBRC 12806 kullanilmustur.
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Cizelge 4.7. Nonomuraea cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip
tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklart ve benzerlik degerleri.

No | isim GenBank = % benzerlik = Nt. fark
Nonomuraea sp. Z1Z37

1 Nonomuraea candida HMC10" DQ285421  98.78 17/1396
2 Nonomuraea jabiensis A4036" HQ157186 @ 98.56 21/1456
3 Nonomuraea spiralis IFO 140977 U48983 98.44 22/1407
4 Nonomuraea bangladeshensis 5-10-10" AB274966 @ 98.42 23/1453
5 Nonomuraea roseoviolacea subsp. roseoviolacea IFO 14098 = AB039959 = 98.35 24/1452
Nonomuraea sp. AYDS25

1 | Nonomuraea indica DRQ-2" KM522835 = 99.29 10/1412
2 Nonomuraea muscovyensis FMNO3" JN896617  98.97 15/1461
3 Nonomuraea salmonea DSM 436787 X97892 98.20 26/1448
4 Nonomuraea candida HMC10" DQ285421  98.14 26/1401
5 Nonomuraea helvata FO 146817 U48975 98.08 27/1409

16S rRNA gen dizi analizine gore ZIZ37 izolati, AYDS25 izolatina % 98,03 gen dizi
benzerligi, 1474 nt‘te 29 niikleotit farklilik gostermistir.

*{lgili izolatin GenBank numarsi filogenetik dendogramda gosterilmistir.
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89 Saccharopolyspora sp. YILB32 (KU497657)*
_ESaccharopolyspora antimicrobica 105-00074" (EF693956)

Saccharopolyspora hirsuta subsp. kobensis JCM 9109" (EU267029)

100 L saccharopolyspora jiangxiensis W12" (EF143926)

Saccharopolyspora indica VRC122" (IX411621)
88

Saccharopolyspora hirsuta subsp. hirsuta ATCC 27875' (U93341)

91 Saccharopolyspora hordei DSM 44065" (FN179275)

Saccharopolyspora spinosa NRRL 18395 (AEYC01000092)
*‘ —— Saccharopolyspora phatthalungensis NRRL B-24798" (JNYW01000388)

1 Saccharopolyspora shandongensis 88’ (EF104116)

Saccharopolyspora sp. ZES61 (KU497656)*

53 62l saccharopolyspora sp. YILC25 (KU497658)"
Saccharopolyspora rosea IMMIB L-1070" (AM992060)
Saccharopolyspora halophila YIM 90500" (DQ923129)
- Saccharopolyspora flava AS4.1520" (AF154128)
= Saccharopolyspora tripterygii YIM 65359" (FJ214364)
% Saccharopolyspora dendranthemae KLBMP 1305" (JQ819260)
56 Saccharopolyspora pathumthaniensis S582" (HM067865)
90 Saccharopolyspora endophytica YIM 61095" (EU814512)
Saccharopolyspora cebuensis SPE 1017 (EF030715)
t Saccharopolyspora gloriosae YIM 60513" (EU005371)
|Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338" (AM420293)
T — Saccharopolyspora spinosporotrichia AS 4.198" (Y09571)

Amycolatopsis sacchari K24" (AF223354)

0.005

Sekil 4.10. Saccharopolyspora cinsine ait test organizmalar1 ve tip tiirlerinin 16S
rRNA baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987)
filogenetik soyagaci (nodlarda % 50’nin {izerinde bootsrap degerleri
verilmigtir). Niikleotit pozisyon degisimi % 0,05’dir ve dis grup olarak
Amycolatopsis sacchari K24" kullanilmustir.
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Cizelge 4.8. Saccharopolyspora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en
yakin tip tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri

No | isim Gen Bank % benzerlik | Nt. farka
Saccharopolyspora sp. ZES61

1 Saccharopolyspora shandongensis 88" EF104116 99.44 8/1417
2 Saccharopolyspora phatthalungensis NRRL B-24798" = JNYW01000388 98.36 24/1459
3 Saccharopolyspora spinosa NRRL 183957 AEYC01000092 97.94 30/1459
4 Saccharopolyspora indica VRC122" JX411621 97.40 38/1459
5 Saccharopolyspora antimicrobica 105-00074" EF693956 97.38 38/1448
Saccharopolyspora sp. YILB32

1 Saccharopolyspora antimicrobica 105-00074" EF693956 99.52 7/1448
2 Saccharopolyspora indica VRC122" IX411621 98.97 15/1450
3 gigg@ropolyspora hirsuta subsp. kobensis JCM EU267029 98.92 15/1390
4 Saccharopolyspora jiangxiensis W12" EF143926 98.87 16/1415
5 Saccharopolyspora shandongensis 88" EF104116 98.02 28/1417
Saccharopolyspora sp. YILC25

1 Saccharopolyspora shandongensis 88" B 99.93 1/1417
2 Saccharopolyspora phatthalungensis NRRL B-24798"  JNYW01000388 98.83 17/1459
3 Saccharopolyspora spinosa NRRL 18395" AEYC01000092 98.36 24/1459
4 Saccharopolyspora indica VRC122" JX411621 97.88 31/1459
5 Saccharopolyspora antimicrobica 105-00074" EF693956 97.79 32/1448

16S rRNA gen dizi analizine gore ZES61
(37/1465) ve YILC2S izolatina % 99,53 (7/1479) gen dizi benzerligi gostermistir.
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izolati, YILB32 izolatma % 97,47

*{lgili izolatin GenBank numarsi filogenetik dendogramda gosterilmistir.



gg [ Streptomyces sp. ZIRS29
Streptomyces aureocirculatus NRRL ISP-5386" (JOAP01000131)

Streptomyces phaeoluteigriseus NRRL ISP-5182" (AJ391815)
Streptomyces resistomycificus NRRL I1SP-5133" (JOBA01000220)
Streptomyces pseudovenezuelae NBRC 12904" (AB184233)
Streptomyces canus NRRL B-1989" (AY999775)

99 | streptomyces ciscaucasicus NBRC 128727 (AB184208)

Streptomyces plumbiresistens CCNWHX 13-160" (EU526954)
Streptomyces sp. ZEYZ1 (KU497646)

Streptomyces seymenliensis B1041" (KC560729)
Streptomyces phaeochromogenes NBRC 3180' (AB184738)

Streptomyces sp. ZEYZ14

100
97 | Streptomyces ederensis NBRC 154107 (AB184658)

96
88l Streptomyces umbrinus NBRC 13091" (AB184305)

99 | Streptomyces cirratus NRRL B-3250" (AY999794)
Streptomyces vinaceus NBRC 134257 (AB184394)

Streptomyces sp. AS59
Streptomyces virginiae NRRL ISP-5094" (JOAK01000082)

Streptomyces achromogenes subsp. achromogenes NBRC 12735" (AB184109)
Streptomyces echinatus NBRC 127637 (AB184126)

9g - Streptomyces sp. BI519 (KU497662)

Streptomyces sp. BI1245 (KU497663)

Streptomyces puniciscabiei S77' (AF361785)

Streptomyces filipinensis NBRC 12860" (AB184198)

72 L streptomyces durhamensis NRRL B-3309" (JNXR01000068)
Streptomyces sp. EC51

Streptomyces ambofaciens ATCC 23877' (M27245)

68
70

Streptomyces lienomycini LMG 20091 (AJ781353)
Streptomyces heliomycini NBRC 15899" (AB184712)

Streptomyces fragilis NRRL 2424" (AY999917)

Streptomyces sp. ZIRI269 (KU497661)

Streptomyces hyderabadensis OU-40" (FM998652)

Streptomyces bullii C2" (HE591384)

Streptomyces coeruleorubidus ISP 5145" (AJ306622)

53 Streptomyces longispororuber NBRC 13488' (AB184440)
Streptomyces sporoclivatus NBRC 100767' (AB249934)

5 Streptomyces antimycoticus NBRC 12839" (AB184185)

Streptomyces melanosporofaciens NBRC 13061' (AB184283)
Actinomadura glomerata IMSNU 22179" (AJ293704)

0.01

Sekil 4.11. Sekans1 yapilan Streptomyces cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine
dayali  filogenetik iliskilerini  gosteren dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin ilizerinde desteklenen dallanma
noktalari igin bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01’dir.
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Cizelge 4.9. Streptomyces cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip
tirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklari ve benzerlik degerleri

No isim Gen Bank % benzerlik | Nt. fark
ZEYZ1 izolat1

1 Streptomyces seymenliensis B1041" KC560729 98.51 22/1475
2 Streptomyces canus NRRL B-1989" AY999775 98.30 25/1468
3 Streptomyces ciscaucasicus NBRC 128727 AB184208 98,29 25/1460
ZIR1269 izolat

1 Streptomyces coeruleorubidus ISP 51457 AJ306622 99,24 11/1442
2 Streptomyces fragilis NRRL2424" AY999917 98,84 17/1469
3 | Streptomyces bullii C2" HE591384 98,83 17/1452
BI1519 izolati

1 Streptomyces filipinensis NBRC 12860" AB184198 99,24 11/1452
2 Streptomyces durhamensis NRRL B-3309" JNXRO1000068 99,17 12/1452
3 Streptomyces echinatus NBRC 12763" AB184126 98,82 17/1438
B1245 izolat1

1 Streptomyces filipinensis NBRC 12860" AB184198 99,32 10/1461
2 Streptomyces durhamensis NRRL B-3309" JNXRO1000068 99,25 11/1466
3 Streptomyces echinatus NBRC 12763" AB249941 98,89 16/1438
ZIRS29 izolati

1 Streptomyces aureocirculatus NRRL 1SP-5386" JOAP01000131 99,52 7/1464
2 Streptomyces pseudovenezuelae NBRC 129047 AB18433 99,52 7/1463
3 Streptomyces phaeoluteigriseus NRRL 1SP-5182T = AJ391815 99,45 8/1444
AS59 izolat1

1 Streptomyces cirratus NRRL B-3250" AY999794 99,59 6/1452
2 Streptomyces virginiae NRRL 1SP-5094" JOAK01000082 99,59 6/1452
3 Streptomyces vinaceus NBRC 134257 AB184394 99,59 6/1452
EC51 izolat1

1 Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 M27245 99,73 4/1464
2 Streptomyces lienomycini LMG 200917 AJ781353 99,45 8/1454
3 Streptomyces bingchenggensis NBRC 158997 AB184712 99,39 9/1464
ZEYZ14 izolati

1 Streptomyces aldersoniae NRRL 185137 EU17012 99,79 3/1433
2 Streptomyces sparsogenes NBRC 13086" AB184301 99,59 6/1454
3 Streptomyces cuspidosporus NBRC 123787 AB184090 99,38 9/1456
ZEI1231 izolati

1 Streptomyces sporoclivatus NBRC 100767" AB249934 99,93 1/1464
2 Streptomyces antimycoticus NBRC 128397 AB184185 99,93 1/1461
3 Streptomyces melanosporofaciens NBRC 130617 AB184283 99,86 2/1461

16S rRNA gen dizi analizine gore ZEYZ1 izolati, ZIRI269 izolatina % 95,28
(70/1482), BI519 izolatina % 95,98 (59/1467), BARI245 izolatina % 96,02
(59/1481), ZIRS izolatina % 97,63 (35/1467), AS59 izolatina % 96,66 (49/1477),
EC51 izolatina %95,60 (65/1477), ZEYZ14 izolatina %96,80 (47/1470 ) gen dizi
benzerligi gostermistir.
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74

g3 Amycolatopsis sp. ZIRC94
Amycolatopsis kentuckyensis NRRL B-24129" (AY183357)

Amycolatopsis rifamycinica DSM 46095 (AY083603)
Amycolatopsis pretoriensis NRRL B-24133" (AY183356)

62

5 L Amycolatopsis lexingtonensis NRRL B-24131" (AY183358)
Amycolatopsis tolypomycina DSM 445447 (AJ508241)
Amycolatopsis plumensis SBHS Strp1” (AY262825)
Amycolatopsis rhabdoformis SB026" (KF779477)
Amycolatopsis bullii SF27" (HQ651730)

o5 L Amycolatopsis vancoresmycina DSM 44592" (AJ508240)

L Amycolatopsis balhimycina FH 1894" (KB913037)
Amycolatopsis mediterranei IMSNU 20056" (AJ293754)

Amycolatopsis saalfeldensis HKI0457" (DQ792500)
Amycolatopsis australiensis GY048" (AY129753)
Amycolatopsis azurea DSM 43854" (ANMG01000133)

Amycolatopsis alba DSM 44262" (KB913032)

96
Amycolatopsis speibonae JS72" (KF771257)

73||  Amycolatopsis umgeniensis UM16" (DQ110876)

Amycolatopsis thailandensis CMU-PLAQO7" (FJ581021)
67 L—Amycolatopsis coloradensis IMSNU 22096" (AJ293753)
_____ Amycolatopsis benzoatilytica AK 16/65' (ARPK01000002)
_______ Amycolatopsis halotolerans N4-6" (DQ000196)

86

= Amycolatopsis equina SE(8)3" (HQ021204)

55
499EAmycolatopsis hippodromi S3-6" (HQ021203)
Amycolatopsis circi $1-3"7 (HQ021202)

Microbispora rosea JCM 3006" (D86936)

|
0.01

Sekil 4.12. Sekans: yapilan Amycolatopsis cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi
analizine dayali filogenetik iliskilerini gosteren dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01°dir.

Cizelge 4.10. Amycolatopsis cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina gore en yakin tip
tiirleri ile olan niikleotit say1 farkliliklar1 ve benzerlik degerleri.

No

isim

Amycolatopsis sp. ZIRC94

1

2
3
4
5

Amycolatopsis pretoriensis NRRL B-24133(T)
Amycolatopsis kentuckyensis NRRL B- 241297
Amycolatopsis rifamycinica DSM 46095"
Amycolatopsis lexingtonensis NRRL B-24131"
Amycolatopsis balhimycina FH 18947

Gen Bank | 9% benzerlik | Nt. farka

AY183356 @ 99.57 6/1397
AY183357 @ 99.52 7/1466
AY083603 @ 99.52 7/1462
AY183358 @ 99.23 11/1430
KB913037 @ 99.28 12/1467
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5. TARTISMA

Gegmiste prokaryotik canlilarin siniflandirilmasinda morfolojik kriterler goz 6niinde
bulundurulmakta iken, giinlimiizde bakterilerin siniflandirilmasi; fenotipik ve
genotipik karakterlerin belirlenmesine dayanan teknikleri igermektedir. Prokaryotik
taksonlarin tanimlanmasinda kullanilan yontemler Tindall ve digerleri tarafindan
detayli olarak ele alinmig, genomik metodlarin giiglii ve zayif yonleri de Schleifer
tarafindan ortaya konulmustur. Niimerik ve molekiiler yontemlerin gelistirilmesi ile
de sistematik biliminin daha objektif hale gelmesini saglamistir. 16S rRNA gen dizi
analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu bakteriyal taksonomide altin standart olarak
goriilmektedir. Ancak DNA-DNA hibridizasyonunun yogun isgiici maliyeti ve
uygulanmasindaki zorluk, 16S rRNA gen dizilerinin cins seviyesinin altinda yeterli
bir ayristirma giicliniin olmamasi nedeniyle de alternatif metotlar aranmistir
(Stackebrandt ve dig., 2002; Schleifer, 2010; Tindall ve dig., 2010).

Tiirler arasindaki filogenetik akrabaligin degerlendirilmesinde tim genom
dizi analizine dogru bir egilim olsa da giinimiizde aktinomisetlerin taksonomik
pozisyonlariin belirlenmesinde 16S rRNA gen bolgesi baz dizisi verileri temel
olusturmaktadir. Ad-Hoc komitesinin 2005 raporuna gore yeni bir prokaryotik
taksonun tanimlanmasinda ¢alisilan organizmanin en az 1300 nt’den olusan 16S
rRNA gen dizisi temel alinip en yakin akraba taksonlar belirlenmelidir (Kogak,
2011).

Smifinin ilk hiyerarsik siiflandirmasi Stackebrandt ve digerleri (1997)
tarafindan yapilmis, daha sonra molekiiler ve niimerik taksonomik metodlarin
uygulanmasiyla Zhi ve digerleri (2009) tarafindan yeniden gozden gegirilmistir.
Bakteri alemi igerisinde ¢ok genis yeri olan Actinobacteria smifi, 16S rRNA gen
bolgesine ait soy agac¢larindaki dallanma pozisyonlar1 bakimindan temel filumlardan
birini olugturmaktadir. Aktinomisetler; aerobik, gram pozitif bakteriler olup (Kiister,
1968) farkli habitatlarda bulunmalari, morfolojik yapilari, bazi tiirlerin patojenite
ozelligi gostermesi, genom uzunluklari, genomunun icerdigi G+C oram1 ve

genomunda kodlanan bdlge sayist gibi 6zellikleri bakimindan bakteriler icerisinde
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onemli bir grubu olusturmaktadir (Embley ve Stackebrandt, 1994; Kieser ve dig.,
2000; Ventura ve dig., 2007). Aktinomisetler genelde toprak ve akuatik sistemlerde
bulunmasina ragmen batakliklar (Suzuki ve dig., 1994), yeraltt magaralar1 (Groth ve
dig., 1999), celtik tarlalar1 (Hayakawa ve dig., 1988), kaplicalar (Barabote ve dig.,
2009), gama i1smnlarina maruz kalmis yilizeyler (Phililips ve dig., 2002), deniz
stingerleri ve ¢ol topragi (Ventura ve dig., 2007, Wanbanjob, 2008; Hassan ve
Wellington, 2009) gibi ¢ok degisik habitatlarda dagilim géstermektedir.

Aktinomisetler karasal c¢evrelerde yaygin olarak bulunduklarindan ve
antibiyotik liretme kapasitesinde olduklarindan dolayi (ortalama 1 g toprak 6rneginde
bulunan 10° bakteriden 10”si aktinomisettir) (Weinbauer ve dig., 1998) bu
organizmalarla ilgili olduk¢a fazla aragtirma yapilmistir. Sekonder metabolit liretme
kapasitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle de yeni bilesik eldesi lizerine g¢aligmalar 6n
planda olmustur.

Mikrobiyal cesitliligin oldukca fazla oldugu sedimentler ¢alismalarda siklikla
tercin edilmektedir (Magarvey ve dig., 2004). Ulkemizde yapilan calismalara
bakildiginda Gokgeada aktinomiset izolasyonuyla ilgili herhangi bir g¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu gibi nedenler goz 6niinde bulundurularak, yapilan bu ¢alismada
toplanan toprak Orneklerinin farkli aktinomiset gruplarimm izolasyonunun
gerceklestirmek amaciyla geleneksel bir metot haline gelen diliisyon plaka

uygulamasi kullanilmastir.

Gokceada’nin genel ozellikleri

Canakkale’nin bir ilgesi ve Tiirkiye'nin en biyiik adasidir. Ege Denizi'nin
kuzeyinde, Saros Korfezi girisinde yer almaktadir. 91 km. kiy1 seridine sahiptir.
Gokgeada 285.5 km? lik bir alan lizerindedir. Cevresi 46 deniz mili olup, boy ve en
olarak 16 x 5 deniz mili boyutlarindadir. Gelibolu Yarimadasi'na 11, Limni'ye 10,
Semadirek Adasi'na 12 mil uzakliktadir. Ulasim i¢in en yakin yer olan, Kabatepe
Limani'na 14 mil uzakliktadir. Adanin batisinda yer alan Incirburnu Tiirkiye'nin de

en bat1 noktasini olusturmaktadir.
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Sekil 5.1. Gokgeada’nin genel goriintiisii

Cografi yapisi ¢evre adalardan olduk¢a farklidir. Tek bir dagdan olusan
Semadirek ile tek bir ovadan olusan Limni'ye karsin, tepelerin ve ovalarin birbiri
ardinca siralandigi ilging bir yapist vardir. Gokgeada genelde engebeli bir yapiya
sahip ve volkanik kiitlelerden olusmustur. Gokgeada'nin % 77'si daglik, %12'si
engebeli ve %11'i de ovalik alandan olusmustur.

Ada'nin en yiiksek noktast Doruktepe 673 metredir. Volkanik bir yap1 hakim
olmasindan dolay1 Dev Kazanlari, Sualti1 Magaralari, Lav kayalar1 ve ponza taslar
Ada'da cokca bulunmaktadir. Ada'da yaklasik 1500 hektar ekilebilir arazi, 1900
hektar baglik, 4000 hektar mera, 8000 hektar ormanlik arazi bulunmaktadir. Karisik
olarak toplam 20.000 hektar alan bulunmaktadir. Kullanilamayan arazi %30’dur. Ve
bu duruma gore Gokceada'da kullanilabilir arazi Tiirkiye ortalamasinin ¢ok
tizerindedir. Ada 'da 5 adet golet bulunmakta ve su kaynaklar1 agisindan Ege'nin en
zengin adasidir.

Bu ¢alismada Ege Bolgesindeki Gokgeada’nin Actinobacteria biyogesitliliginin
belirlenmesi amaglanmis ve 6 farkli lokaliteden elde edilen toprak orneklerinin
izolasyonu igin segici besiyerleri olarak Hayakawa ve Nonomura tarafindan 1987
yilinda gelistirilen hiimik asit vitamin agar (HVA), Nisasta-Kazein, SM1, SM2,
SM3, ISP2, ISP5 ve Czapek’s Dox agar olmak {lizere toplam sekiz besiyeri
kullanilmistir. izolasyon galigmalarinda diliisyon plaka uygulumasi kullanarak, farkli
aktinomisetlere ulasma ihtimali arttirllmaya ¢aligilmistir. Bu ortamlarda elde edilen
organizmalar tripton yeast glukoz ekstrakt agar (Blackall ve dig., 1989) ortamina
ekilereck daha rahat go6zlenebilir hale getirilmislerdir. Ancak bazi aktinomiset
kolonileri kontaminasyondan kurtarilip saf elde edilememistir. Besiyerilerinde hizli
biiyliyen Gram negatif bakterileri baskilamak i¢in nalidiksik asit (20 pg/ml), fungal

biiylimeyi baskilamak i¢in nistatin (50 ug/ml) eklenmis olmasina ragmen basil ve
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fungus kontaminasyonlarinin oniine gecilememistir. Aktinomisetlerin gelisimlerinin
bu organizmalara gore daha yavas olmasi da kontaminasyonu artirmistir. Bu nedenle
HV agar besiyerinden bir¢cok izolat ana izolasyon petrisinden alinamamistir.
Besiyerlerinde kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlart Cizelge 4.1°te
belirtilmistir.

Bu calisma i¢in Aydincik, Egelek Baraji, Zirve, Yildiz koy, Zeytinli Koyii ve
Eselek koyii (Sekil 5.1) gibi farkli bolgelerden alinan Ornekleri aseptik sartlarda
laboratuvara getirildi, segici izolasyon besiyerlerine diliisyon plak yontemiyle,
ekimleri herbir diliisyon igin tiger plak olacak sekilde gerceklestirildi, petriler 28
°C’de 7-14 giin inkiibasyona birakildi.

Izolasyon petrilerinde gelisen kolonilerin tamami yeniden bazal ortamlara
transfer edilerek saflastirildi, numaralandirildi ve % 25’lik gliserol ¢ozeltisi igerisine
stoklandi.

Tryptone yeast glucose extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930)
ortaminda saflastirilan 400 izolat koloni morfolojisi ve pigmentasyon 6zelliklerine
gore otuz gruba ayrilmistir (Kelly, 1964). Olusturulan her grubu temsil edecek
sekilde 150 sus secilmistir. Glukoz yeast extract agar (GYEA; Gordon ve Mihm,
1962) ve tryptone yeast glucose extract agar (TYGA; Bower ve Hucker, 1930)
yiizeyine transfer edilmistir. Bu besiyeri ortamlarinda gelistirilen 150 izolat
icerisinden; morfolojik benzerlikleri ve farkliliklar1 goz Oniine alinarak oOncelikli
olarak calisilmak tizere 40 izolat seg¢ilmistir. Ayn1 genomik tiire ait suslar arasinda
farkli morfolojik ve pigmentasyon oOzellikleri goriilebildigi gibi, farkli tiir ve cins
tiyeleri arasinda da benzer morfolojik ve pigmentasyon 6zellikleri goriilebilmektedir.
Bu durumda, izolatlar arasindan secilerek olusturulacak test organizmalarinin,
biyogesitliligi tam olarak temsil etmemesine neden olabilmektedir.

16S rRNA gen bolgesi ¢alismasinda ilk asamada ornekler 27f ve 1525r
primerleri ile ¢ogaltilip, ardindan ilgili gen bolgesinin niikleotit dizisi 800r, MG5f ve
518f evrensel primerleriyle belirlenmistir. Bu primerler ile elde edilen okuma
dizilerinin birlestirilmesi Mega 6 (Tamuta ve dig., 2011) paket programinda
yapilmigtir. 16S rRNA dizilerinin ¢oklu hizalanmast sonrasinda filogenetik
dendogramlar neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmas:1 kullanilarak
olusturulmus ve bu algoritma igin uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu izlenerek
gerceklestirilmistir (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler i¢in olusturulan

filogenetik agaclarin bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak Mega 6 (Tamuta ve
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dig., 2011) paket programinda gerceklestirilmistir. Test izolatlarinin en yakin tip
tirleri ile yiizde benzerlik ve niikleotit farkliliklarini gosteren tablolar PHYDIT
programu (http://plaza.snu.ac.kr/jchun/phydit) kullanilarak olusturulmustur.

Morfolojik o6zelliklerine gore segilen test organizmalarinin genomik DNA
izolasyonu ve 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen
dizi verilerinin filogenetik analizleri sonucunda, Streptomyces cinsi tyesi 25,
Microbinospora cinsi tiyesi 2, Nonomuraea cinsi tiyesi 2, Nocardia cinsi iiyesi 3,
Actinomadura cinsi iiyesi 4, Amycolatopsis cinsi 1 ve Saccharopolyspora cinsi {iyesi
4 olmak tlizere 41 test organizmasinin 16S rRNA gen verileri bu caligmada
degerlendirilmistir (Sekil 5.2 ).

41 aktinomiset izolati icerisinde 13 izolat Nisasta kazein agar ortamindan, 10
izolat ISP2 agar ortamindan, 8 izolat czapek’s dox agar ortamindan, 3 izolatta ISP5
agar ortamindan, 4 izolat SM3 ortamindan, 2 izolat SM2 ortamindan ve 1 izolat SM1
ortamindan izole edilmistir.

25 Streptomyces izolatinin 5°i Czapek’s dox agar ortamindan, 7’si Nisasta
Kazein agar ortamindan, 1’1 SM3 agar ortamindan, 8’i ISP2 agar ortamindan, 3’i
ISPS agar ortamindan ve 1’1 SM2 agar ortamindan izole edilmistir.

Eselek koyii ve Aydincik topraklarindan elde edilen 2 Microbiospora izolati
Czapek’s dox agar ortamindan izole edilmistir. Yine ayni ortamlardan elde edilen 3
Nocardia izolatlar1 sirasiyla SM2, SM3 ve Nisasta Kazein besiyerlerinden izole
edilmistir.

Eselek ve Zirve bolgelerinden diliisyon plaka yontemi ile izole edilen 2
Nonomuraea izolatinin 1’1 Czapek’s dox agar ortamindan ve digeri Nisasta Kazein
ortamindan izole edilmistir.

Tamami Aydincik bolgesi topraklarindan elde edilen 4 Actinomadura
izolatinin 2’si ISP2 agar ortamindan, 2 ‘si Nisasta Kazein agar ortamindan izole
edilmistir.

Diliisyon plaka yontemi ile Yildiz koy ve Zeytinli topraklarindan elde edilen
4 Saccharopolyspora izolatinin 2’si Nisasta kazein agar ortaminda, digerleri sirasiyla

SM2 ve SM3 agar ortamlarindan izole edilmistir.
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Sekil 5.2. Kullanilan segici besiyerlerinden kirk bir izolatin hangi besiyerinden kag
tane izole edildigini gosteren dairesel grafik.

Bakteri sistematiginde yeni bir tiir tanimlamak icin gerekli ilk asama 16S
rRNA gen bolgesi dizi verilerinin elde edilmesidir. 16S rRNA molekiilii, yapisinda
bulunan degisken ve korunmus bolgeler ile filogenetik bilgiyi icerebilecek ozellikte
ve dizi analizinin yapilmasinin kolay olmasi, bu molekiilii bakteri filogenisinde
Oonemli bir parametre haline getirmektedir (Woese, 1987). 16S rRNA sekans

analizleri iki organizma arasindaki akrabaligi tiir ve cins diizeyinde ortaya
koymaktadir (O’Donnell ve dig., 1993).

Farkli lokalitelerden alinan topraklardan izole edilen izolatlarin 6ncelikle
hangi cinse ait olduklarini belirlemek i¢in 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizleri
gerceklestirilmis ve 40 izolatin yedi farkli Actinobacteria cinsinin tiyelerini igerdigi
tespit edilmistir. Bu ¢aligma 16S rRNA sekansi tamamlanan test organizmalarinin
filogenetik analizlerine gore potansiyel yeni tiirlerin varligini belirlemek ve toprak
orneklerinin alindig1 alti farkli bolgenin aktinomiset biyogesitlilik potansiyelini
belirleyebilmek i¢in yapilmaigtir.

Son yillarda %98 ve daha diisik 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi
gosteren suslar arasinda yapilan DNA:DNA hibridizasyon caligmalarinin tiir tanimi
icin kabul edilen %70 DNA:DNA hibridizasyon iist degerinden her zaman daha
diisiik verdigi, bundan dolay1 %98 ve daha diisiik niikleotit benzerligi gosteren suslar
arasinda DNA:DNA hibridizasyonuna gerek olmadigi belirtilmistir (Stackebrant ve
Ebers, 2006; Konstantinidis ve Tiedje, 2007; Meier-Kolthoff ve dig., 2013). Meier-
Kolthoff ve digerlerinin 2013 yilinda yaptig1 bir ¢calismada; farkli filumlardan toplam
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571 adet DNA-DNA hibridizasyon ve 16S rRNA dizi verileri istatistiksel olarak
kiyaslanmis, %97-98.5 arasi 16S rRNA dizi benzerligine sahip bakterilerin Ol¢iilen
DNA-DNA hibridizasyon verilerinin %40’ altinda oldugu belirtilmistir. Bu
sonuglart degerlendiren arastirmacilar DNA-DNA hibridizasyonunun yapilmasinda
karar i¢in yeni bir esik degeri olabilecegini belirtmislerdir (Meier-Kolthoff ve dig.,
2013). Yaptigimiz bu ¢alismada da yeni tiir olma ihtimali olan izolatlar bu literatiir
bilgisi dikkate alinarak belirlenmistir.

16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizlere gore izolatlar icerisinde akraba
tip tlrleri ile yiizde benzerlikleri ve niikleotid farkliliklarma gore yeni tiir olma
ihtimali olan izolatlar Actinomadura cinsi tiyesi oldugu belirlenen Al238, AYDS4,
AS21 ve AIl239 izolatlari; Microbispora cinsi iiyesi oldugu belirlenen AZS izolati;
Nonomureae cinsi iiyesi olduklar1 belirlenen ZIZ37 izolati ve Streptomyces cinsi
tiyesi olduklar belirlenen ZEYZ1 izolatidir.

Actinomadura cinsine ait suslardan, 16S rRNA dizi verilerinin filogenetik
degerlendirmeleri sonucunda, ISP2 besiyerinden izole edilen Aydincik izolat1 AI238;
en yakin tip tiirleri olan Actinomadura madurae DSM 430677 ile % 98.82 benzerlik
(17 niikleotit fdigliligi), Actinomadura darangshiensis DSLS-70" tiirii ile % 98.60
benzerlik ve 20 niikleotit farkliligi, Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3" ile %
98,56 (21 niikleotit farkliligi) 16S rRNA gen dizi benzerligi bulunmaktadir. Nisasta
kazein agar besiyerinden izole edilen AYDS4 izolati; en yakun akrabalari olan
Actinomadura nitritigenes DSM 441377 ile % 99,03 (14 niikleotit farkliligy),
Actinomadura madurae DSM 43067 ile 98,69 (19 nikleotit farkliligi),
Actinomadura fibrosa ATCC ile %98,55 (21 niikleotit farkliligi) 16S rRNA gen dizi
benzerligi bulunmaktadir. AS21 susu; en yakin akrabalart olan Actinomadura
bangladeshensis 3-46-b3" ile % 99,11 (13 niikleotit farklilig1), Actinomadura
napierensis B60" ile % 99,11 (12 niikleotit farkliligi), Actinomadura chokorierensis
3-45-a/11" ile% 98,63 (20 niikleotit farklihig) 16S rRNA gen dizi benzerligi
gostermektedir. Yine Aydincik topraklarindan izole edilen AI239 izolati; en yakin
filogenetik akrabalari Actinomadura napierensis B60' ile % 99,18 (11 niikleotit
farklilig1), Actinomadura madurae DSM 430677 ile % 98,69 (19 niikleotit farkliligs),
Actinomadura darangshiensis DSLS-70" ile % 98,38 (23 niikleotit farkliligr) 16S
rRNA gen dizi benzerligi bulunmaktadir.
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16S rRNA dizi verilerinin filogenetik degerlendirmeleri sonucunda
Microbispora cinsine ait bir sus olan Aydincik izolati AZ5; en yakin akrabalari
Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 154487 ile %99,01 (14 niikleotit farkliligr),
Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2" ile %98,98 (15 niikleotit farklilig),
Microbispora rosea subsp. rosea IFO 140447 ile %98.76 (18 niikleotit farkliligr) 16S
rRNA gen bolgesi dizi benzerligi bulunmaktadir.

Nonomuraea cinsine ait suslardan,16S rRNA dizi verilerinin filogenetik
degerlendirmeleri sonucunda, Czapek’s dox agar besiyerinden izole edilen Zirve
izolat1 ZIZ37; en yakin akrabalari olan Nonomuraea candida HMC10" ile %98.78
(17 niikleotit farkliligr), Nonomuraea jabiensis A4036" ile %98,56 (21 niikleotit
farkliligi), Nonomuraea spiralis IFO 140977 ile %98.44 (22 niikleotit farkliligr) 16S
rRNA gen bolgesi dizi benzerligi bulunmaktadir.

16S rRNA dizi verilerinin filogenetik degerlendirmeleri sonucunda
Streptomyces cinsine ait bir sus olan Zeytinli kdyii topragindan elde edilen ZEYZ1
izolat1, en yakin tip tiirleri olan Streptomyces seymenliensis B1041" ile % 98,51 (22
niikleotit farklilig), Streptomyces canus NRRL B-1989" ile % 98,30 (25 niikleotit
farkliligr), Streptomyces ciscaucasicus NBRC 12872" ile % 98,29 (25 niikleotit
farkliligr) 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi bulunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Taksonomik bilgi, farkli ekosistemlerdeki organizmalar arasindaki iligkilerin ve
biyogesitliligin  anlasilmasini  saglamasi nedeniyle gereklidir. Taksonomi,
prokaryotlar ic¢in diisliniildiiglinde, klinik veya cevresel Orneklerden elde edilen
suslarin giivenilir bir bicimde tanimlanmasina olanak tanimasi agisindan 6nemli bir
rol oynamaktadir. Giinimiizde prokaryot taksonomisi fenotipik, kemotaksonomik ve
genotipik dzelliklerinin polifazik kombinasyonuna dayanmaktadir. Son yirmi yilda
SSU rRNA gen dizisini temel alan filogenetik calismalarin ve standart mikrobiyal
kiiltiir calismalarindan bagimsiz olarak genomla iliskili teknolojinin hizli gelismesine
bagl olarak prokaryotik taksonomide biiyiik ilerlemeler gergeklestirilmistir (Delong,
1997; L ve Qin, 2005).

Bu tez c¢alismasinda Canakale’nin bir ilgesi olan Goékgeada’nin 6 farkli
bolgesinden alinan toprak oOrneklerinden HV, SM1, ISP2, ISP5, SM2, SM3,
Czapek’s dox agar ve Nisasta Kazein Agar besiyerlerinden bakteri izolasyonu
yapilmis ve 150 izolat kiiltiire alinarak saflagtirilmistir. Bu izolatlardan kiiltiir
besiyerlerinde koloni olusumu ve pigmentasyon 6zelliklerine gore segilen 41 temsilci
organizmanin 16S rRNA gen bolgesi analizleri yapilmis ve 25 izolatin Streptomyces
cinsine, 2 izolatin Microbispora cinsine, 2 izolatin Nonomuraea cinsine, 3 izolatin
Nocardia cinsine, 4 izolatin Saccharopolyspora cinsine, 1 izolatin Amycolatopsis

cinsine ve 4 izolatin Actinomadura cinsine ait oldugu tespit edilmistir.

6.1 Sonuclar

16S rRNA gen bolgesi filogenetik analiz sonuglarina goére izolasyon
caligmalarinda kullanilan segici besiyeri ortamlarindan elde edilen 41 aktinomiset
izolat1 igerisinden 13 izolat Nisasta kazein agar ortamindan, 10 izolat ISP2 agar
ortamindan, 8 izolat Czapek’s dox agar ortamindan, 3 izolat ISP5 agar ortamindan, 4
izolat SM3 ortamindan, 2 izolat SM2 ortamindan ve 1 izolat SM1 ortamindan izole
edilmistir. Aktinomiset grubu organizmalarin izolasyonunda hiimik asit vitamin agar

ortamiin basarili sonuglar vermedigi goriilmiistiir. Yine bu sonuglara gore;
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uygulanan izolasyon metotlar1 i¢erisinde dilusyon plaka metodu ile izole edilen izolat
sayisini (7 cinse iiye 41 izolat) géz Oniine aldigimizda bu metodun aktinomiset
izolasyonu i¢in kullanilan geleneksel bir yontem oldugu ve basarili sonuglar verdigi
yorumlanabilmektedir.

Yapilan ¢aligmalar neticesinde Nocardia cinsi iiyesi olan AS26, EAS, ve EC52
izolatlar1 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin tip tiirlerine 1-9 nt’lik farklilik
gostermektedir. Izolatlar birbirleriyle 32-44 nt’lik farklilik gostermektedir.

Saccharopolyspora sp. ZES61 izolati 16S gen bolgesi bakimindan %99,44
benzerlik orani ile S. shandongensis tiirii ile yakinlik gostermekle birlikte 8 niikleotit
farklilik gosterdigi tespit edilmistir YILB32 izolat1 % 99,52 benzerlik ile yakin iligki
gostermekte ve 7 niikleotit farkliliga sahiptir.

ZIRI269, ZIRS29, AS59, EC51, ZEYZ14 ve ZEYI231 nolu streptomyces
izolatlar1 en yakin tip tirleri ile % 99,52 ve iizeri 16S rRNA dizi benzerligi
gostermektedir. Yapilan caligmalar neticesinde BI245 ve BI519 nolu suslar en yakin
tip tiirii olan S. filipinensis NBRC 12860 ile sirastyla % 99,32-% 99,24 16S rRNA
gen dizi benzerligi gostermektedir. Ayni izolatlar birbiriyle % 99,93 benzerlik
gostermektedir.

16S rRNA dizi verilerinin filogenetik degerlendirmeleri sonucunda
Streptomyces cinsine ait bir sus olan Zeytinli topragindan elde edilen ZEYZ1 izolati,
en yakin tip tiirii olan Streptomyces seymenliensis B1041" ile % 98,51 (22 niikleotit
farklihigr) gosterdigi ig¢in yeni tir olma ihtimali yiiksek izolat olarak
degerlendirilmistir.

Nonomuraea cinsi iiyesi Nonomuraea sp. Z1Z37 izolatinin 16S rRNA gen
dizi analizine gore en yakin filogenetik akrabasi olan N. candida HMC10" tip tiiriine
1396 nt’lik bolgede 17 niikleotit farkliligi (% 98,78 nt benzerligi) gosterdigi tespit
edilmistir. Izolatin 16S rRNA gen dizi analizine gore ¢izilen dendogramdaki
pozisyonu goz oniinde bulundurularak ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA homolojilerinin
yapilip yeni tiir oldugu kesinlestikten sonra kemotaksonomik ve fenotipik
analizlerinin tamamlanarak literatiire kazandirilmasi amacglanmaktadir. Diger
Nonomuraea cinsi liyesi izolat AYDS25 en yakin filogenetik akraba tiirleri ile 10
nt’lik farklilik gdstermektedir. Izolatlar birbirleryle 1474 nt’lik bolgede 29 niikleotit
farkliligr (% 98,03 benzerlik) gosterdigi tespit edilmistir.
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16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizlerine gore Al238 izolat1 en yakin tip
tiirii olan Actinomadura madurae DSM 430677 ile 17 niikleotit farklilig1 (% 98,82
benzerligi), AS21 izolat1 en yakin tip tiirleri olan Actinomadura bangladeshensis 3-
46-b3" ile 13 niikleotit farkliligi (% 99,11), AYDS4 izolat: en yakin tip tiirii olan
Actinomadura nitritigenes DSM 441377 ile 14 nikleotit farkliizi (% 99,03)
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu izolatlar birbriyle 20 niikleotitin iizerinde
farklilik gdstermektedir. izolatlarin dendogramdaki pozisyonlari ve literatiir yeni tiir
makaleleri incelendiginde yeni tiir olma olasiliklar1 yiiksektir.

Microbispora sp. AZS5 izolatinin 16S rRNA gen dizi analizine gére en yakin
filogenetik akrabasi olan Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 15448 tip tiiriine
1413 nt’lik bolgede 14 niikleotitlik farklilik (% 99,01 benzerlik) gosterdigi tespit
edilmistir. Microbispora sp. AZ5 ve EZ izolatlariin yapilan filogenetik analizler
sonucunda birbirleriyle 1464 nt’lik bolgede 13 niikleotit farklilik gosterdigi tespit

edilmistir.
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6.2 Oneriler

Streptomyces cinsine ait olan ZEYZ1 susu, Microbispora cisine ait olan AZ5,
Actinomadura cinsine ait olan AI238, AI239, AS21 ve AYDS4 izolatlar1 ve
Nonomuraea cinsine ait olan ZI1Z37 izolatinin elde edilen 16S rRNA gen analizleri
ve dendogram pozisyonlarindan dolay1 yeni tiir olma potansiyeli olduk¢a yiiksektir.
Bir an once en yakin tip tiirleriyle DNA-DNA analizleri tamamlanarak ve yeni tiir
oldugu kesinlestikten sonra kemotaksonomik ve fenotipik analizlerinin yapilip
literatiire kazandirilmasi1 amaclanmaktadir.

Ayrica baz dizi analizleri li¢ evrensel primer (MG5F, 518F ve 800R) ile
tamamlanmis olan potansiyel yeni tiir izolatlarinin dizileme islemlerinin kontrol
amagl olarak tekrarlanmasi ve 2 ilave evrensel primer ile dizilenerek filogenetik
analizlere uyumlu olarak tanimlama ¢alismalarinin ivedilikle yapilmasi
onerilmektedir. Ayni1 zamanda literatiir ile uyumlu olarak ilgili cinslerin yeni
tiirlerinde giincel olarak hangi (housekeeping) MLTS gen bdlgeleriyle analizleri
yapiliyorsa ilgili gen bdlgelerinin ¢alisilmasi da oneriler arasindadir.

Tiim bunlara ilave olarak ilgili yiiksek lisans tez c¢aligmasindaki Ornek
alanindan eldesi gerceklesen toplam izolat sayisinin neredeyse ligte birinden az bir
ornek sayisi analiz edilmesine ragmen; olduk¢a iimit verici sonuglara ulasilmisg
olmasi, diger izolatlarin da miimkiin olan en kisa siirede ¢alismalarinin yapilmasi
tilkemiz mikrobiyotasina katacagi zenginlikler agisindan bakildiginda kuvvetli

Oneriler arasinda yer almaktadir.

86



KAYNAKLAR

Ahrens R., ve Moll G., 1970. Ein neues Knospendes Bacterium aus der Ostsee, Arch.
Microbiol. 70:243-265.

Alam M.T., Merlo E.M., Takano E., Breitling R., 2010. Genome-based phylogenetic
analysis of Streptomyces and its relatives, Molecular Phylogenetics and
Evolution, 54, 763-722.

Altenburger P., P. Kampfer A. Makristathis W. Lubitz ve Busse H.-J., 1996.
Classification of bacteria isolated from a medieval wall painting. J. Biotechnol.
47:39-52.

Altenburger P., P. Kampfer V. N., Akimov W., Lubitz H.- J., 1997. Polyamine
distribution in actinomycetes with group B peptidoglycan and species of the
genera Brevibacterium, Corynebacterium and Tsukamurella, Int. J. Syst.
Bacteriol., 47:270-277.

Amann, R.l., W. Ludwig, and K.H. Schleifer. 1995. Phylogenetic identification and in
situ detection of individual microbial cells without cultivation. Microbiol
Rev.59:143-169.

Anderson A.S., Wellington E.M., 2001. The taxonomy of Streptomyces and related
genera, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 51, 797-814.

Antal N., Fiedler H.P., Stackebrandt E.W., Beil K., Stroch A., Zeeck. 2005.
Retymicin, galtamycin B, saquayamycin Z and ribofuranosyllumichrome, novel
secondary metabolites from Micromonospora sp. Tu 6368. I. Taxonomy,
fermentation, isolation and biological activities, J. Antibiot., 58, 95-102.

Anzai K., Ohno M., Nakashima N., Kuwahara N., Suzuki R., Tamura T., Komaki H.,
Miyadoh S., Harayama S., Ando F., 2008. Taxonomic distrubition of
Streptomyces species capable of producing bioactive compounds among strains
preserved NITE/NBRC, Appl. Microbiol. Biotechnol., 80, 287-295.

Aoki K., Shinke R. ve Nishira H., 1982. Identification of aniline-assimilating
bacteria, Agric. Biol. Chem. 46:2563-2570.

Ara ., Kudo T., Matsumoto A., Takahashi Y. ve Omura S., 2007a, Nonomuraea
maheshkhaliensis sp. nov., a novel actinomycete isolated from mangrove
rhizosphere mud, J Gen Appl Microbiol 53, 159-166.

Ara |., Kudo T., Matsumoto A., Takahashi Y. Omura S.,2007b. Nonomuraea
bangladeshensis sp. nov. and Nonomuraea coxensis sp. nov. Int J Syst Evol
Microbiol, 57, 1504-1509.

Ara 1., Matsumoto A., Bakir M.A., Kudo T., Omura S. ve Takahashi Y., 2008b.
Actinomadura bangladeshensis sp. nov. and Actinomadura chokoriensis sp. nov.,
Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 58, 1653-1659.

87



Arnaudi C., 1942. Flavobacterium degydrogenans (Micrococcus degydrogenans) und
seine Fahigkite zur Oxidation von Steroiden sowie Substanzen aus der
Sexualhormonreihe. Zentrbl. Bakteriol. Rarasitenkd. Infektionskr., Hyg. Abt. II,
Orig. 105:52—-366.

Ashraf W., Mihdir A. ve Murrell J.C., 1994 Bacterial oxidation of propane, FEMS
Microbiology Letters 122, 1-6.

Atalan E., 1993. Selective Isolation, Characterisation and Identification of some
Streptomyces species, Thesis, Newcastle upon Tyne UK, Univ of Newcastle,
England.

Baba T., Nishiuchi Y. ve Yano I., 1997. Composition of Mycolic Acid Molecular
Species as a Criterion in Nocardial Classification, Int. J. Syst. Bacteriol., 47, 795-
801.

Bagwell C.E., ve dig. 2008. Survival in nuclear waste, extreme resistance, and
potential applications gleaned from the genome sequence of Kineococcus
radiotolerans SRS30216. PLoS One 3:e3878.

Baker D., Mocek U., Garr C., 2000. Natural Products vs. Combinatorials: A Case
Study, S. K. Wrigley M. A., Hayes R., Thomas E. J. T., Chrystal N., Nicholson,
Eds.; Biodiversity: New Leads for the Pharmaceutical and Agrochemical,
Industries, The Royal Society of Chemistry, Cambridge, UK, 66-72.

Baltz RH., 2008. Renaissance in antibacterial discovery from actinomycetes. Curr.
Opin. Pharmacol. 8:557-563.

Barabote RD, ve dig. 2009. Complete genome of the cellulolytic thermophile
Acidothermus cellulolyticus 11B provides insights into its ecophysiological and
evolutionary adaptations, Genome Res. 19:1033-1043.

Basilio A., Gonzalez 1., Vicente M. F., Gorrochategui J., Cabello A., Gonzalez A.,
Genilloud O., 2003. Patterns of antimicrobial activities from soil actinomycetes
isolatedunder different conditions of pH and salinity, Journal of Applied
Microbiology, 95, 814-823.

Bassam, J.B., Caetano-Anollés, G., Gresshoff, P.M., 1992. DNA amplification
fingerprinting of bacteria, Appl. Microbiol. Biotechnol., 38, 70-76.

Behal V. 2000. Bioactive products from Streptomyces, Adv. Appl. Microbiol.
47:113-156.

Bell K.S., Philp J.C., Aw D.W.J. ve Christofi N., 1994. The genus Rhodococcus,
Journal of Applied Microbiology 85, 195-210.

Bendinger, B., Kroppenstedt R. M., Rijnaarts H., Van- Langenhove H. R., Oberthuer
R. C. ve Altendorf K., 1990. Studies on the microbiology and the degradation
capacities of a biofilter, Deutsche Gesellschaft fur Chemisches Apparatewesen
(DECHEMA). Biotechnol. Conf. 4 Pt. A:529-534.

Bentley S.D., Brosch R., Gordon S.V., Hopwood D.A., Cole S.T., 2004. Genomics
of Actinobacteria, the high G_C Gram-positive bacteria, p 333-359. In Fraser
CM, Read TD, Nelson KE (ed), Microbial genomes. Humana Press, Totowa, NJ.

Bentley, S.D., Chater, K.F., Cerdeno-Tarraga, A. M., Challis, G.L., Thomson, N.R.
ve 38 Other Co-authors., 2002. Complete genome sequence of the model
actinomycete Streptomyces coelicolor A3 (2), Nature 417: 141-147.

88



Berdy J., 2005. Bioactive microbial metabolites, J. Antibiotechnol. (Tokyo), 58, 1-
26.

Blackall, L., Parlett, J.H., Hayward, A.C., Minnikin, D.E., Greenfield, P.F., Harbers,
A.E., 1989. Nocardia pinensis sp. nov., an actinomycete found in activated
sludge foams in Australia, Journal of General Microbiyology, 135, 1547-1558.

Bouchek-Mechiche, K., Gardan, L., Normand, P., Jouan, B. 2000. DNA relatedness
among strains of Streptomyces pathogenic to potato in France: description of
three new species, S. europaeiscabiei sp. nov. and S. stelliscabiei sp. nov.
Associated with common scab, and S. reticuliscabiei sp. nov. associated with
netted scab, Int J. Syst. Evol. Microbiol., 50, 91-99.

Bower, C.S., Hucker, G.J., 1930. Tech. Bull. 228. New York State Agr. Exp. Sta.,
Geneva, N.Y.

Bradley, S.G., ve Mordarski, M., 1976. Association of polydeoxyribonucleotides of
deoxyribonucleic acids from nocardioform bacteria. In: The Biology of the
Nocardiae (M. Goodfellow, G.H. Brownell and J.A. Serrano eds), Academic
Press, London, 310-336.

Bredholdt, H., Galatenko, O.A., Engelhardt, K., Fjervik, E., Terekhova, L.P.,
Zotchev, S., 2007. Rare actinomycete bacteria from the shallow water sediments
of the Trondheim fjord, Norway: isolation, diversity and biological activity,
Environmental Microbiology, 9 (11), 2756-2764.

Briglia, M., Middeldorp, P.J.M. and Salkinoja-Salonen, M.S., 1994b. Mineralization
performance of Rhodococcus chlorophenolicus strain PCP-1 in contaminated soil
simulating on site conditions, Soil Biology and Biochemistry 26, 377-385.

Brown-Elliot, B.A., Brown, J.M., Conville, P.S., Wallace, R.J., 2006. Clinical and
Laboratory features of the Nocardia spp. Based on current molecular taksonomy,
Clin. Microbiol. Rev., 19, 259-282.

Buchanan, R.E., 1918. Studies in the classification and nomenclature of the Bacteria,
VIII. The subgroups and genera of the Actinomycetales, J. Bacteriol., 3, 403-
406.

Bull A., T., Goodfellow M., 2000. Search and discovery strategies for
biogechnology: the pardigm shift, Microbiology and Molecular Biology Review
64.

Bull AT, Stach JE, Ward AC, Goodfellow M. 2005. Marine actinobacteria:
perspectives, challenges, future directions, Antonie Van Leeuwenhoek 87:65-79.

Bull A.T., Stach J.E.M.. 2007. Marine actinobacteria: new opportunities for natural
product search and discovery, Trends Microbiol. 15:491— 499.

Camas M., Sazak A., Spro” er C., Klenk H. P., Cetin D., Guven K. ve Sahin N.,
2013. Nonomuraea jabiensis sp. nov., isolated from Nigerian arid soil, Int J. Syst.
Evol. Microbiol., 63, 212-218.

Cao L., Qiu Z.,, You J., Tan H., Zhou S., 2004. Isolation and characterization
ofendophytic Streptomyces strains from surface-sterilized tomato (Lycopersicon
esculentum) roots, Letters in Applied Microbiology, 39, 425-430.

89



Cao Y. R, JinR. X,, Jiang Y., He W. X. ve Jiang C. L. 2012. Nonomuraea soli sp.
nov., an actinomycete isolated from soil, Int J Syst Evol Microbiol 62, 1587—
1591.

Castellani A., ve Chalmers A.J., 1919. Manual of tropical medicine, 3rd ed.,
Williams Wood & Co., New York. 959-960.

Castillo U.F., Strobel G.A., Ford E.J., Hess W.M., Porter H., Jensen J.B., Albert H.,
Robinson R., Condron M.A., Teplow D.B., Stevens D., Yaver D., 2002.
Munumbicins, wide spectrum antibiotics produced by Streptomyces NRRL
30562, endophytic on Kennedia nigriscans, Microbiology, 148, 2675-2685.

Chater K. F., 1993. Genetics of differentiation in Streptomyces, Annu Rev Microbio,
147, 685-713.

Chater KF. 2006. Streptomyces inside-out: a new perspective on the bacteria that
provide us with antibiotics, Philos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 361:761—
768.

Chiba, S., Suzuki, M. ve Ando, K., 1999. Taxonomic re-evaluation of ‘Nocardiopsis’
sp. K-252T (5 NRRL 15532T): a proposal to transfer this strain to the genus
Nonomuraea as Nonomuraea longicatena sp. nov., Int J Syst Bacteriol 49, 1623—
1630.

Choi S.Lee C. K.Hwang Y., Kinosita H., Nihira T., 2003. v-Butyrolactone
autoregulators and receptor proteins in non-Streptomyces actinomycetes
producing commercially impotant secondary metabolites, Arch Microbiol
180:303_307

Christner, B. C. 2002. Recovery of Bacteria from Glacial and Subglacial
Environments (Thesis). Ohio State University. Columbus, OH.

Chun J., 1995. Computer Assisted Classification and Identification of Actinomycetes.

Chun J., Kang S. O., Hah Y. C. ve Goodfellow M., 1996. Phylogeny of mycolic acid
containing actinomycetes, J. Ind. Microbiol., 17, 205-213.

Coenye T., Gevers D., Van de Peer Y., Vandamme P., Swings J., 2005. Towards a
prokaryotic genomic taxonomy. FEMS Microbiology Reviews, 29, 147-167.

Collins M.D., Stackebrandt E., 1989. Moleculer taxonomic studies on some LL-
diaminopimelic acid containing coryneform from herbage. description of
Nocardioides fastidiosa sp. nov., FEMS Microbiol. Lett., 57, 289-294.

Colwell R.R., 1970. Polyphasic taxonomy of the genus Vibrio: numerical taxonomy
of Vibrio cholera, Vibrio parahaemolyticus and related Vibrio species, J. of
Bacterio., 194, 410-433.

Conville S.P., ve Witebsky F.G., 2010. The Complexity of Nocardia Taxonomy:
Implications for the Clinical Microbiology Laboratory. Clinical Microbiology
newsletter, 32 (16), 119-125.

Coombs J.T., Franco C.M.M., 2003. Isolation and identification of actinobacteria
from surface-sterilized wheat roots, App. and Env. Microbio., 69, 5603-5608.

Couch J.N., 1963. Some new genera and species of Actinoplanaceae, J Elisha
Mitchell Sci Soc., 79, 53-70.

90



Cowan S.T., 1968. A dictionary of microbial taxonomic usage. Edinburg, Oliver,
Boyd.

Cross T. ve Goodfellow M., 1973. Taxonomy and classification of the
actinomycetes. In: Sykes, G. and Skinner, F.A. (eds.): Actinomycetales; London:
Academic Press, 11-112.

Cross T., 1981. Aquatic actinomycetes: a critical survey of the occurrence, growth
and role of actinomycets in aquatic habitats. J. Appl.Bacteriol., 50, 397-423.

Cross T., T. J., Rowbotham E. N., Mishustin E. Z., Tepper F., Antoine-Portaels K.,
Schaal P., ve Bickenbach H.. 1976. The ecology of nocardioform actinomycetes.
In: M. Goodfellow, Brownell G. H. ve Serrano J. A. (Eds.) The Biology of the
Nocardiae, Academic Press. London, UK. 337-371.

Cui Q., Wang L., Huang Y., Liu Z. ve Goodfellow M., 2005. Nocardia jiangxiensis
sp. nov. and Nocardia miyunensis sp. nov., isolated from acidic soils, Int. J. Syst.
Evol. Microbiol., 55, 1921-1925.

Cummins C.S. ve Harris H., 1956. The chemical composition of the cell wall in some
Gram-positive bacteria and its possible value as a taxonomic character, J. Gen.
Microbiol., 14, 583-600.

Cummins C.S. ve Harris H., 1958. Studies on the cell wall composition and
taxonomy of Actinomycetales and related groups, J. Gen. Microbiol., 18, 173-
189.

Curtis, T.P., W.T. Sloan, and J.W. Scannell. 2002. Estimating prokaryotic diversity
and its limits. Proc Natl Acad Sci USA. 99:10494-10499.

Das S., Ward L.R., Burke C., 2008. Prospects of using marine actinobacteria as
probiotics in aquaculture, Appl. Microbiol. Botechnol., 81, 419-429.

Demain A.L., 1998. Microbial natural products: alive and well in 1998, Nature
Biotechnology 16: 3-4.

DeLong E.F., 1997. Marine microbial diversity: the tip of the iceberg, Trends
Biotechnol, 15, 203-207.

El-Gendy M.M.A., Hawas U.W., Jaspars M., 2008. Novel Bioactive Metabolites
from a Marine Derived Bacterium Nocardia sp. ALAA 2000, The Journal of
Antibiotics, 61, 379-386; doi:10.1038/ja.2008.53.

El-sersy N. A., Abou-Elela G. M., 2006. Antagonistic effect of marine Nocardia
brasiliensis against the fish pathogen Vibrio damsela: application of Plackett-
Burman experimental desing to evaluate factors affecting the production of the
antibacterial agent 1JOO 1(1): 141-150In: International Journal of Oceans and
Oceanography, Research Idia Publication: Delhi. ISSN 0973-2667

El-Tarabily K.A., Hardy G.E. St.J., Sivasithamparam K., Hussein A.M., Kurtboke
1.D., 1997. The potential for biological control of cavityspot disease of carrots,
caused by Pythium coloratum, by streptomycete and non-streptomycete
actinomycetes, New Phytol., 137, 495-507.

El-Tarabily K.A., Hardy G.E., Sivasithamparam K., Kurtboke I.D., 1996a.
Microbiological differences between limed and unlimed soils and their
relationship with cavity spot disease of carrots (Daucus carota L.) caused by
Pythium coloratum in Western Australia, Plant. and Soil., 183, 279-290.

91



El-Tarabily K.A., Nassar A.H., Hardy G.E. St.J., Sivasithamparam K., 2009. Plant
growth promotion and biological control of Pythium aphanidermatum, a
pathogen of cucumber, by endophytic actinomycetes. J. of App, Microbiol., 1086,
13-26.

El-Tarabily K.A., Sivasithamparam K., 2006. Non-streptomycete actinomycetes as
biocontrol agents of soil-borne fungal plant pathogens and as plant growth
promoters, Soil Biology and Biochemistry, 38 (7), 1505-1520.

El-Tarabily K.A., Sykes M.L., Kurtboke 1.D., Hardy G.E. St.J., Barbosa A.M.,
Dekker R.F.H., 1996b. Synergistic effects of a cellulase-producing
Micromonospora carbonacea and an antibiotic producing
Streptomycesviolascens on the suppression of Phytophthora cinnamomi root-rot
of Banksia grandis, Canadian Journal of Botany., 74, 618-624.

Embley T. M., Stackebrandt E., 1994. The molecular phylogeny and systematics of
the actinomycetes, Annu. Rev. Microbiol, 48,257—-289.

Everest G. J., Meyers P. R., 2009. The use of gyrB sequenceanalysis in the
phylogeny of the genus Amycolatopsis, Antonie vanLeeuwenhoek, 95, 1-11.

Ferrer, M., A. Beloqui, K.N. Timmis, and P.N. Golyshin. 2009. Metagenomics for
mining new genetic resources of microbial communities. J Mol Microbiol
Biotechnol. 16:109-123.

Fiedler F., ve O. Kandler. 1973a. Die Aminosauresequenz von 2,4-diamino-
buttersaure enhaltenden murein bei verschidenen coryneformen bacterian und
Agromyces ramosus, Arch. Microbiol. 89:51-66.

Fiedler H.P., Bruntner C., Bull A.T., Ward A.C., Goodfellow M. ve Mihm G., 2005.
Marine actinomycetes as a source of novel secondary metabolites, Antonie van
Leeuwenhoek 87: 37-42.

Fischer A., R. M. Kroppenstedt ve E. Stackebrandt. 1983. Molecular-genetic and
chemotaxonomic studies on Actinomadura and Nocardiopsis, J. Gen. Microbiol.
129:3433-3446.

Fleck W. F., Strauss D. G., Meyer J. ve Porstendorfer G.. 1978. Fermentation,
isolation, and biological activity of maduramycin: A new antibiotic from
Actinomadura rubra, Z. Allg. Mikrobiol. 18:389-398.

Fleischmann R.D., Adams M.D., White O., Clayton R.A., Kirkness E.F., Kerlavage
A.R., Bult J.C., Tomb J.F., Dougherty B.A., Merrick J.M., ve dig. 1995. Whole-
genome random sequencing and assembly of Haemophilus influenzae, Rd.
Science, 269, 496-512.

Floss H. G.,, Yu T. W., 2005. Rifamycin — Mode of action, resistance, and
biosynthesis. Chemical Reviews, 105, 621-632.

Fox G. E., Peckman K. J. ve Woese C. R., 1977. Comparative cataloging of 16S
ribosomal ribonucleic acid: molecular approach to prokaryotic systematics, Int. J.
Syst. Bacteriol., 27, 44-57.

Fraser C.M., Gocayne D.J., White O., Adams M.D., Clayton R.A., Fleischmann
R.D., Bult J.C., Kerlavage A.R., Sutton G., Kelly M.J., Fritchman J.L.,
Weidmann J.F., Small K.V., Sandusky M., Fuhrmann J., Nguyen D., Utterback
T.R., Saudek M.D., Philips C.A., Merrick J.M., Tomb J.F., Dougherty B.A., Bott
K.F., Hu P.C., Lucier T.S., Petterson S.N., Smith H.O., Hutchison Ill, C.A.,

92



Venter J.C., 1995. The minimal gene complement of Mycoplasma genitalium,
Science, 270, 397-403.

Funke G., Stubbs S., Altweigg M., Carlotti A. and Collins M.D., 1994. Turicella
otitidis gen. nov., sp. nov., a coryneform bacterium isolated from patients with
otitis media, Int. J. of Syst.c Bacteriol. 44, 270-273.

Galatenko O. A., Terekhova L. P. ve Preobrazhenskaya T. P., 1981. New
Actinomadura species isolated from Turkmen soil samples and their antagonistic
properties [in Russian], Antibiotiki 26:803-807.

Gauze G. F., Terekhova L. P., Galatenko O. A., Preobrazhenskaya T. P., Borisova V.
N. ve Federova G. B., 1984. Actinomadura recticatena sp. nov., a new species
and its antibiotic properties [in Russian]. Antibiotiki 29:3-7.

Gauze G. F., Sveshnikova M. A., Ukholina R. S., Gaurilina D. V., Filicheva V. A. ve
K. Gladkikh G.. 1973. Production of antitumor antibiotic carminomycin by
Actinomadura carminata sp. nov., Antibiotiki 18:675— 678.

Gillespie, D.E., S.F. Brady, A.D. Bettermann, N.P. Cianciotto, M.R. Liles, M.R.
Rondon, J. Clardy, R.M. Goodman, and J. Handelman. 2002. Isolation of
antibiotics turbomycin a and B from a metegenomic library of soil microbial
DNA. Appl Environ Microbiol. 68:4301-4306.

Gillis M., Vandamme P., de Vos P., Swings J., Kersters K., 2005. Polyphasic
taxonomy. Bergey*s Manual® Systematic Bacteriology, 43-48, DOI: 10.1007/0-
387-28021-9 7.

Gochnauer M. B., Leppard G. G., Komaratat P., Kates M., Novitsky T. Kushner, D.
J., 1975. Isolation and characterisation of Actinopolyspora halophila gen. et sp.
nov., an extremely halophilic actinomycete. Canadian Journal of Microbiology,
21, 1500-1511.

Goodfellow M. ve Maldonado L. A., 2006. The Families Dietziaceae,
Gordoniaceae,Nocardiaceae and Tsukamurellaceae. In The Prokaryotes, A
handbook on the Biology of Bacteria, (Editorler: S. Falkow, E. Rosenberg, K.-H.
Schleifer, E. Stackebrandt, M. Dworkin), 3" edition, volume 3, s: 682-724, New
York.

Goodfellow M., Fiedler H. P., 2010. A guide to successful bioprospecting: informed
by actinobacterial systematics, Antonie Van Leeuwenhoek, 98:,119-42.

Goodfellow M., Williams E. 1986. New strategies for the selective isolation
ofindustrially important bacteria, Biotechnol Genet Eng Rev, 4, 213-262.

Goodfellow M. ve Alderson G., 1977. The actinomycete-genus Rhodococcus: a
home for the ‘rhodochrous’ complex, Journal of General Microbiology 100, 99—
122.

Goodfellow M. ve Cross T., 1984. Classification. In: The biology of the
actinomycetes, eds Goodfellow M, Mordarski J.G and Williams S.T. Academic
Press, 7-164.

Goodfellow M. ve Lechevalier M.P., 1989. Genus Nocardia Trevisan 1889, 9AL,
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, ed. Williams ST, Williams ve
Wilkins, Baltimore, 4, 2350-2361.

93



Goodfellow M. ve Minnikin D.E., 1981a. The genus Nocardia and Rhodococcus. In:
Starr, M.P., Stolp, B., Triiper, H.G. and Schlegel, H.G. (eds.) Berlin; Springer.
The Prokaryotes., 11, 2016-2027.

Goodfellow M. ve Minnikin D.E., 1984. Circumscription of the genus. In: Kubica,
G.P. and Wayne, L.G. (eds.): The Mycobacteria; New York: Marcel Dekker, 1-
24.

Goodfellow M., 1971. Numerical taxonomy of some nocardioform bacteria, J. of
Gen. Microbiol., 69, 33-80.

Goodfellow M., 1989. The Actinomycetes |. Suprageneric classification of
actinomycetes. In Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, vol. 4, Edited by
S.T. Williams, M.E. Sharpe, J.G. Holt. Baltimore: Williams, Wilkins. 2333-2339.

Goodfellow M., 1992. The family Nocardiaceae. In: Balows, A., Triiper, H.G.,
Dworkin, M., Harder, W. And Schleifer, K.H. (eds.): The Prokaryotes 2nd
Edition, New York, Springer, 2, 1188-1213.

Goodfellow M., Alderson G., 1979. Numerical Taxonomy of Actinomadura and
Related Actinomycetes, Journal of General Microbiology, 112, 95-111.

Goodfellow M., Alderson G., Chun J., 1998. Rhodococcal systematics: problems and
developments, Antonie Van Leuwenhoek, 74, 3-20.

Goodfellow M., ve Aubert E., 1980. Characterization of rhodococci from the
intestinal tract of Rapa Nui cockroaches. In: G. L. Nogrady (Ed.) Microbiology
of Easter Island. Sovereign Press. Oakville, Canada. 2:231-240.

Goodfellow M., Maldonado, L.A., 2006. The families Dietziaceae, Gordoniaceae,
Nocardiaceae and Tsukamurellaceae. In The Prokaryotes, A handbook on the
Biology of Bacteria, (Edit: Falkow, S., Rosenberg, E., Schleifer, K.-H.,
Stackebrandt, E., Dworkin, M.). 3th edition, volume, 3, 843-888.

Goodfellow M., ve T. Pirouz. 1982. Numerical classification of sporoactinomycetes
containing meso-diaminopimelic acid in the cell Wall, J. Gen Microbiol.
128:503-527.

Goodfellow M., Davenport R., Stainsby F.M. ve Curtis T.P., 1996. Actinomycete
diversity associated with foaming in activated sludge plants, J. of Ind. Microbiol.,
17 (3-4), 268-280.

Goodfellow M., Davenport R., Stainsby F.M., Curtis T.P., 1996. Actinomycete
diversity associated with foaming in activated sludge plants, J. of Ind. Microbiol.,
17(3-4), 268-280.

Goodfellow M., E. Stackebrandt ve R. M. Kroppenstedt. 1988. Chemotaxonomy and
actinomycete systematics. In: Y. Okami, T. Beppu, and H. Ogawara (Eds.)
Biology of Actinomycetes, Japan Scientific Societies Press. Tokyo, Japan. 233—
238.

Goodfellow M., Fiedler H.P., 2010. A guide to successful bioprospecting: informed
by actinobacterial systematics, Antonie van Leeuwenhoek 98, 119-142.

Goodfellow M., G. Alderson ve Lacey J., 1979. Numerical taxonomy of
Actinomadura and related actinomycetes, J. Gen. Microbiol. 112:95-111.

Goodfellow M., Isik K., Yates E., 1999. Actinomycete systematics: An unfinished
synthesis. Nova acta Leopoldina NF80, 312, 47-82.

94



Goodfellow M., Kumar Y., Labeda D.P., Sembiring L., 2007. The Streptomyces
violaceusniger clade: a home for Streptomycetes with rugose ornamented spores,
Antonie Van Leeuwenhoek, 92, 173-199.

Goodfellow M., Maldonado L.A., 2006. The families Dietziaceae, Gordoniaceae,
Nocardiaceae and Tsukamurellaceae. In The Prokaryotes, A handbook on the
Biology of Bacteria, (Edit: Falkow, S., Rosenberg, E., Schleifer, K.-H.,
Stackebrandt, E., Dworkin, M.). 3th edition, volume, 3, 843-888.

Goodfellow M., Manfilo G.P., Chun J., 1997. Towards a practical species, concept
for cultivable bacteria. In Species: The biodiversity, (Edited by M.F. Claridge,
H.A., Dawah, and M.R. Wilson) Chapman and Hall, London. 25-59.

Goodfellow M., Simpson K.E., 1987. Ecology of streptomycetes, Front. Appl.
Microbiol., 2, 97-125.

Goodfellow M., Stanton L.J., Simpson K.E., Minnikin D.E., 1990. Numerical and
chemical classification of Actinoplanes and some related actinomycetes, J. Gen.
Microbiol., 136, 19-36.

Goodfellow M., ve Minnikin D.E., 1977. Nocardioform Bacteria. Annu. Rev.
Microbiol., 31, 159-180.

Goodfellow M., ve Minnikin D.E., 1978. Numerical and chemical methods in the
classification of Nocardia and related taxa. Zentralblatt fiir Bakteriologie
Parasitenkunde, Infektion skrankteiten und Hygiene. I. Abteilung, Supplement, 6,
43-51.

Goodfellow M., ve Minnikin D.E., 1981b. Classification of nocardioform bacteria.
Zentralblatt fiir Bakteriologie Parasitenkunde, Infektion skrankteiten und
Hygiene. I. Abteilung, Supplement, 11, 7-16.

Goodfellow M., Weaver C.R. ave Minnikin D.E., 1982. Numerical classification of
some rhodococci, corynebacteria and related organisms. J. Gen. Microbiol., 128,
731-745.

Gordon R.E., Mihm J.M., 1962. The type species of the genus Nocardia, J. Gen.
Microbiol., 27, 1-10.

Gotlieb D., 1961. An evaluation of criteria and procedures used in the description
and characterization of the streptomycetes. A cooperative study, Applied
Microbiology, 9, 55-65.

Guo D., Su Y,. Dai J., Guo H. 2002. Lecture on the 23rdIUPAC International
Symposiumon the Chemistry of Natural Products, Florence.

Gupta R.S., 2009. Protein signatures (molecular synapomorphies) that are distinctive
characteristics of the major cyanobacterial clades, Int J Syst Evol Microbiol., 59,
2510-2526; DOI 10.1099/ijs.0.005678-0.

Giirtler V., Smith R., Mayall B.C., Poétter-Reinemann G., Stackebrandt E.,
Kroppenstedt R.M., 2001. Nocardia veterana sp. nov., isolated from human
bronchial lavage. Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 51, 933-936.

Gyobu Y., ve S. Miyadoh. 2001. Proposal to transfer Actinomadura carminata to a
new subspecies of the genus Nonomuraea subsp. carminata comb. nov., Int. J.
Syst. Bacteriol. 51:881-889.

95



Hahn M. W., Lunsdorf H., Wu Q., Schauer M., Hofle M. G., Boenigk J., ve Stadler
P., 2003. Isolation of novel ultramicrobacteria classified as Actinobacteria from
five freshwater habitats in Europe and Asia, Appl. Environ. Microbiol. 69:1442—
1451.

Hanafy A., Ito J., lida S., Kang Y., Kogure T., Yazawa K., Yaguchi T. ve Mikami
Y., 2006. Majority of Actinomadura clinical isolates from sputa or
bronchoalveolar lavage fluid in Japan belongs to the cluster of Actinomadura
cremea and Actinomadura nitritigenes, and the description of Actinomadura
chibensis sp. nov. Mycopathologia. 162, 281-287.

Hatano, K. 1997. Actinomycete populations in mangrove rhizospheres. IFO Res.
Commun. 18:26-31.

Hatano, K., Nishii, T., Kasai, H., 2003. Taxonomic re-evaluation of whorl-forming
Streptomyces (formerly Streptoverticillium) species by using phenotypes, DNA—
DNA hybridization and sequences of gyrB, and proposal of Streptomyces
luteireticuli (ex Katohand Arai 1957) corrig., sp. nov., nom. rev, Int. J. Syst.
Evol. Microbiol., 53, 1519-1529.

Hayakawa M., Otoguro M., Takeuchi T., Yamazaki T., ve limura Y., 2000.
Application of a method incorporating differential centrifugation for selective
isolation of motile actinomyecetes in soil and plant litter, Ant. v. Leeuwenhoek
78:171-185.

Hayakawa M., Yoshida Y. ve limura Y., 2004. Selective isolation of bioactive soil
actinomycetes belonging to the Streptomyces violaceusniger phenotypic cluster.
Journal of Applied Microbiology 96: 973-981.

Helmke E., ve Weyland H., 1984. Rhodococcus marinonascens sp. nov., an
actinomycete from the sea, Int. J. Syst. Bacteriol. 34:127-138.

Henssen A., 1957. Beitragezur Morphologie and Systematik der thermophilen
Actinomyceten. Arch Mikrobiol, 26, 373-414.

Hiltunen L. H., Weckman A., Ylhainen A., Rita H., Richter E., Valkonen J. P. T.,
2005. Responses of potato cultivars to the common scab pathogens, Streptomyces
scabies and S. turgidiscabies, Ann. Appl. Biol, 146, 395-403.

Hennsen A. 1957. Uber die Bedeutung der thermophilen Mikroorganismen fiir die
Zersetzung des Stallmistes. Archiv fiir Mikrobiology, 27, 63-81.

Hopwood DA. 2006. Soil to genomics: the Streptomyces chromosome, Annu. Rev.
Genet. 40:1-23.

Hopwood DA. 2007. Streptomyces in nature and medicine. Oxford University Press,
New York, NY.

Hoshino Y., Mukai A., Yazawa K., Uno J., Ando A., Mikami Y., Fukai T., Ishikawa
J., Yamaguchi K., 2004. Transvalencin A, thiazolidine zinc complex antibiotic
produce by a clinical isolate of Nocardia transvalensis. Il. Structure elucidation,
J Antibiot, 57, 803-807

Houge-Frydrych C.S., Readshaw S.A., Bell D.J., 2000. SB-219383, a novel tyrosyl
tRNA synthetase inhibitor from a Micromonospora sp. Il. Structure
determination, J. Antibiot. (Tokyo), 53, 351-356.

96



Huang L.H. 1980. Actinomadura macra sp. nov., the producer of antibiotics CP-47,
433 and CP-47,434. Int. J. Syst. Bacteriol., 30, 565-568.

Hutchinson M., Ridgway J.W., Cross, T., 1977. Biodeterioration of rubber in contact
with water, sewage and soil. In: Lovelock D.W., Gilbert R.J. (Ed), Microbial
Aspects of Deterioration of Materials, Academic Press, London, 187-202.

linuma S., Yokota A., Hasegawa T. ve Kanamaru T., 1994. Actinocorallia gen. nov.,
a new genus of the order Actinomycetales, Int. J. Syst. Bacteriol., 44, 230- 234.

Ikeda H., Ishikawa J., Hanamoto A., Shinose M., Kikuchi H., Shiba T., Sakoki Y.,
Hattori M. ve Omura S., 2003. Complete genome sequence and comparative
analysis of the industrial microorganism Streptomyces avermitilis, Nature
Biotechnology 21: 526-531.

Ilic S.B., Konstantinovic S.S., Todorovic Z.B., Lazic M.L., Velkovic V.B., Jokovic
N., Radonovic B.C., 2007. Characterization and antimicrobial activity of the
bioactive metabolites in streptomycete isolates, Microbiology, 76, 421-428.

Istianto Y., Koesoemowidodo R. S. A., Saputra H., Watanabe Y., Pranamuda H.,
And Marwoto B. 2012. Application of Phenol Pretreatment for the Isolation of
Rare Actinomycetes from Indonesian Soil, Microbiology Indonesia, 6,42-47.

Jannat-Khah D., Kroppenstedt R. M., Klenk H. P., Sproer C., Schumann P., Lasker
B. A.,. Steigerwalt A. G, Hinrikson H. P. and Brown J. M., 2010. Nocardia
mikamii sp. nov., isolated from human pulmonary infections in the USA. Int. J. of
Syst. and Evol. Microbiol., 60, 2272-2276.

Jansen P.H., 2006. Identifying the Dominant Soil Bacterial Taxa in Libraries of 16S
rRNA and 16S rRNA Genes, App. and Env. Microbiol.,. 72, (3), 1719-1728.

Jensen J.L., 1931. Contributions to our knowledge of the Actinomycetales. Il. The
definition and subdivision of the genus Actinomyces with a preliminary account
of Austrilian soil actinomycetes, Proc. Linnean. Soc. NSW, 56,345-370.

Jiang C.-L., Xu L.-H., 1996. Diversity of aquatic Actinomycetes in Lakes of the
Middle Plateau, Yunnan, China, Appl. Environ. Microbiol., 62, 249-253.

Jinno S., Jirakulaporn T., Bankowski M.J., Kim W., Wong R., 2007. Rare Case of
Nocardia asteroides Pericarditis in a Human Immunodeficiency Virus-Infected
Patient, Journal of Clinical Microbiology, 45, 2330-2333.

Jordal P. B., Dueholm M. S., Larsen P., Petersen S. V., Enghild J. J., Christiansen G.,
Hojrup P., Nielsen P. H. ve Otzen D. E., 2009. Widespread abundance of
functional bacterial amyloid in mycolata and other Gram-positive bacteria, Appl.
Environ. Microbiol. 75, 4101- 4110.

Jukes T.H., Cantor C.R., 1969. Evolution of protein molecules. Mammalian protein
metabolism, vol. 3, Editorler: Munro, H.N., Acedemic Press. s: 21-132, New
York.

Jurado V., Boiron P., Kroppenstedt R.M., Laurent F., Couble A., Laiz L., Klenk
H.P., Gonzales J.M., Saiz-Jimenez C., Mouniée D., Bergeron E. ve Rodriguez-
Nava V., 2008. Nocardia altamirensis sp. nov., isolated from Altamira cave,
Cantabria, Spain, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 58, 2210-2214.

Kalakoutskii L.V., Kirillova I.P., Krassilnikov N.A., 1967. A new genus of the
Actinomycetales, Intrasporangium gen. nov., J. Gen. Microbiol., 48, 79-85.

97



Kampfer P., 2006. The family Streptomycetaceae- Part 1: Taxonomy. In: Dworkin
M., Falkow S., Rosenberg E., Schleifer K. H., Stackebrandt E., (eds) The
Prokaryotes, New York, Springer, 3, 538-604.

Kampfer P., Lodders N., Grun-Wollny I., Martin K. ve Busse H. J., 2012. Nocardia
grenadensis sp. nov., isolated from sand of the Caribbean Sea. Int. J. of Syst. and
Evol. Microbiol. , 62, 693-697.

Kampfer P., Busse H.-J., Tindall B. J.,, Nimtz M. & Gru~ n-Wollny 1., 2010.
Nonomuraea rosea sp. nov. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 60, 1118-1124.

Kampfer P., Kroppenstedt R. M. ve Grun-Wollny I., 2005. Nonomuraea kuesteri sp.
nov., Int .J. Syst. Evol. Microbiol. 55, 847—851.

Kawamoto |., Okachi R., Kato H., Yamamoto S., Takahashi |., Takasawa S., Nara T.,
1974. The antibiotic XK-41 complex. 1. Production, isolation and
characterization, J. Antibiot., 27, 493-501.

Kawamoto I., Yamamoto M., Nara T., 1983. Micromonospora olivatetraspora sp.
nov., Int. J. Syst. Bacteriol., 33, 107-112.

Keddie R.M. ve Cure G.L., 1977. The cell wall composition and distribution of free
mycolic acids in named strains of coryneform bacteria and in isolates from
various natural resources, J. Appl. Bacteriol., 42, 229-252.

Kewkla O. ve Franco C.M.M., 2010. Nocardia callitridis sp. nov., an endophytic
actinobacterium isolated from a surface-sterilized root of an Australian native
pine tree, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 60, 1532-1536.

Kim D., Chun J., Sahin N., Hah Y-C., Goodfellow M., 1996. Analysis
ofthermophilic clades within the genus Streptomyces by 16S ribosomal
DNAsequence comparison, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 46, 581-587.

Kim B., Al-Tai AM., Kim S.B., Somasundaram P., Goodfellow M., 2000.
Streptomyces  thermocoprophilus  sp. nov., a cellulase-free  endo-
xylanaseproducing streptomycete, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 50, 505-509.

Kim B.J., Lee S.H., Lyu M.A., Kim S.J., Bai G.H., Chae G.T., Kim E.C., Cha C.Y.
ve Kook Y.H., 1999. Identification of mycobacterial species by comparative
sequence analysis of the RNA polimeraz gene (rpoB), Journal of Clinical
Microbiology 37: 1714-1720.

Kim O.-S., Cho Y.-J., Lee K.,Yoon S.-H., Kim M., Na H., Pdig S. C.,Jeon Y. S., Lee
J. H., Yi H.,, Won S. Chun J., 2012. Introducing Ez Taxon-e: a prokaryotic 16S
rRNA gene sequence database with phylotypes that represent uncultured species,
Int J Syst Evol Microbiol, 62,716-721

Kirby B.M., Meyers P.R., 2010. Micromonospora tulbaghiae sp. nov., isolated from
the leaves of wild garlic, Tulbaghia violacea, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 60,
1328-1333.

Kirby B.M., Roes M.L., Meyers P.R., 2006. Kribbella karoonensis sp. nov. and
Kribbella swartbergensis sp. nov., isolated from soil from the Western Cape,
South Africa, Int. J. of Syst. and Evol. Microbiol., 56, 1097-1101.

Klatte S., Rainey F.A. ve Kroppenstedt R.M., 1994a. Transfer of Rhodococcus
aichiensis Tsukamura 1982 and Nocardia amarae Lechevalier and Lechevalier

98



1974 to the genus Gordona as Gordona aichiensis comb. nov. & Gordona
amarae comb. nov., Int. J. of Syst. and Evol. Microbiol., 44, 769— 773.

Koch C., Kroppenstedt R.M., Stackebrandt E., 1996. Intragenic relationships of the
Actinomycete Genus Micromonospora, Int. J. Syst. Bacteriol., 46, 383-387.

Kogak F. O., 2011. Baz1 Nocardioform Izolatlarin 16S rRNA, rpoB ve gyrB Gen
Dizi Analizleri Ile Molekiiler Sistematigi, Doktora Tezi, Ondokuz Mays
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Samsun, Tiirkiye.

Kokare C.R., Mahadik K.R., Kadam S.S., 2004. Isolation of bioactive marine
actinomycetes from sediments isolated from Goa and Maharashtra coastlines
(west coast of India). Indian Journal of Marine Sciences, 33 (3), 248-256.

Konstantinidis K. T., Tiedje J. M., 2007. Prokaryotic taxonomy and phylogeny in the
genomic era: advancements and challenges ahead, Curr Opin Microbiol, 10, 504-
509

Korn-Wendisch F. ve Kutzner H.J., 1992. The family Streptomycetaceae. In The
Prokaryotes. A Handbook on the Biology of Bacteria, Ecophysiology, Isolation,
Identification. Applications, pp. 921-995. Edited by A. Balows, H.G. Triiper, M.
Dworkin, W. Harder. and K-H. Schleifer, 2nd edition, volume 1. Springer-
Verlag, New York.

Korn-Wendisch F., Rainey F., Kroppenstedt R. M., Kempf A., Majazza A., Kutzner
H. J. Stackebrandt E., 1995. Thermocrispum gen. nov., a new genus in the order
Actinomycetales, and description of Thermocrispum municipale sp. nov., and
Thermocrispum agreste sp. nov. International Journal of Systematic
Bacteriology, 45, 67-77.

Koronelli T.V., 1996. Principles and methods for raising the efficiency of biological
degradation of hydrocarbons in the environment: review, Applied Biochemistry
and Microbiology 32, 519-525.

Kost C., Lakatos T., Bottcher 1., Wolf-Riidiger A., Redenbach M., Wirth R., 2007.
Non-specific association between filamentous bacteria and fungus-growing ants.
Naturwissenschaften, 94, 821-828.

Krasil’nikov N.A., 1938. Ray fungi and related organisms. Actinomycetales. 1z vest.
Akad. Nauk. S. S. S. R, 1-328.

Kroppenstedt R. M. 1985. Fatty acid and menaquinone analysis of actinomycetes and
related organisms. In: M. Goodfellow and D. E. Minnikin (Eds.) Chemical
Methods in Bacterial Systematics, Academic Press. London, UK. 173-199.

Kroppenstedt R. M., Stackebrandt E. ve Goodfellow M., 1990. Taxonomic revision
of the actinomycete genera Actinomadura and Microtetraspora, Syst. Appl.
Microbiol. 13:148-160.

Kroppenstedt R.M., 1985. Fatty acid and menaquinone analysis of actinomycetes and
related organisms. Chemical Methods in Bacterial Systematics, (ed. Goodfellow,
M. and Minnikin, D. E.) Academic Press, London. 173-199.

Kroppenstedt R.M., Goodfellow M., 1992. The family Thermomonosporaceae. The
Prokaryotes (Edited by A. Balows, H.G. Trupper, M. Dworkin, W. Harder, K.
Schleifer). Berlin: Springer, 1085-1110.

99



Kroppenstedt R.M., Goodfellow M., 2006. The family Thermomonosporaceae:
Actinocorallina, Actinomadura, Spirillospora and Thermomonospora. In The
Prokaryotes, A handbook on the Biology of Bacteria, Edited by Falkow, S.,
Rosenberg, E., Schleifer, K.-H., Stackebrandt, E., Dworkin, M., 3th edition,
volume 3, 682-724.

Kroppenstedt R.M., Stackebrandt E. ve Goodfellow M., 1990. Taxonomic revision of
the actinomycete genera Actinomadura and Microtetraspora, Syst. Appl.
Microbiol., 13, 148-160.

Kudukhashvili P. G., Gurielidze M. A. ve Pataraya D. T. 2001. Study of the lytic
activities of actinomycetes isolated from different soils in Georgia, Appl.
Biochem. Microbiol. 37, 251-252.

Kuhlman K. R., Allenbach L. B., Ball C. L., Fusco W. G., La Duc M. T., Kuhlman
G. M., Anderson R. C., Stuecker T., Erickson I. K. ve other authors 2005.
Enumeration, isolation, and characterization of ultraviolet (UV-C) resistant
bacteria from rock varnish in the Whipple Mountains, California. Icarus 174,
585-595.

Kumar Y., 2007. Mapping metabolites to the phylogeny of strains belonging to the
Streptomyces violaceusniger 16SrRNA Gene Clade PhD. Thesis. Newcastle
Univeristy, Medical School, Newcastle upon Tyne, U.K.

Kurtboke D.l., 2000. Australian Actinomycetes: An Unexhausted Source for
Biotechnological Applications. Actinomycetologica, 14 (2), 43-53.

Kurtboke D.I., Neller R.J., Bellgard S.E., 2007. Dune Vegetation Zones of Fraser
Island, Australia, Microbial Ecology, 54, 332-340.

Kutzner, H.J., 1991, The family Streptomycetaceae, The prokaryotes: A handbook
on habitats, isolation and identification of bacteria, 2:2028-2090.

Lacey J. Goodfellow M., 1975. Novel actinomycete from sugar-cane bagasse—
Saccharopolyspora hirsuta gen. et sp. nov. Journal of General Microbiology,
88, 75-85.

Lacey J., Goodfellow M., Alderson G., 1978. The genus Actinomadura Lechevalier

and  Lechevalier.  Zentralblatt  fur  Bakteriologie,  Pavasitenkunde,
Infektionskrankheiten und Hygiene (Abteilung 1), Supplement 6, 107-117.

Lagesen K., W. Ussery D. ve Wassenaar M., T. 2010. Genome Update: The
Thousandth Genome A Cautionary Tale. Microbiology, 156, 603-608.

Laiz L., I. Groth P. Schumann F. Zezza A. Felske B. Hermosin ve C. Saiz-Jimenez.
2000. Microbiology of the stalactites from Grotta dei Cervi, Porto Badisco, Italy.
Int. Microbiol. 3:25-30.

Lambert D.H., Loria H., 1989b. Streptomyces acidiscabies sp. nov., Int. J. Syst.
Bacteriol., 39, 393-396.

Lamm A.S., Khare A., Conville P., Lau P.C.K., Bergeron H. ve Rossazza J.P.N.,
2009: Nocardia iowensis sp. nov., an organism rich in biocatalytically important
enzymes and nitric oxide synthase, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 59, 2408-2414.

100



Lane D.J., 1991. 16S/23S rRNA sequencing. In Nucleic Acid Techniques in Bacterial
Systematics, pp. 115-148. Edited by E. Stackebrandt and M. Goodfellow,
JohnWiley and Sons, Chichester.

Lanoot B., Vancanneyt M., Dawyndt P., Cnockaert M., Zhang J., Huang Y., Liu Z.,
Swings J., 2004. BOX-PCR fingerprinting as a powerful tool to reveal
synonymous names in the genus Streptomyces. Emended descriptions are
proposed for the species Streptomyces cinereorectus, S. fradiae, S. tricolor, S.
colombiensis, S. filamentosus, S. vinaceus and S. phaeopurpureus, Syst. Appl.
Microbiol., 27, 84-92.

Lanoot B., Vancanneyt M., Hoste B., Vandemeulebroecke K., Cnockaert M.C.,
Dawyndt P., Liu Z., Huang Y., Swings J., 2005. Grouping of streptomycetes
using 16S-1TS RFLP fingerprinting, Res. Microbiol., 156, 755-762.

Lapage, S.P., Sneath P.H.A, Lessel E.F., Skerman V.B.D., Seeliger H.P.R. ve CIdig,
W.A., 1992. International Code of Nomenclature of Bacteria. Bacteriological
Code, 1990 Revision. Washington (DC): ASM Press.

Lavrova N. V. ve Preobrazhenskaya T. P., 1975. Isolation of new species of the
genus Actinomadura on selective media with rubromycin [in Russian],
Antibiotiki 20:438— 448.

Lazzarini A., Cavaletti L., Toppo G., Marinelli F., 2000. Rare genera of
actinomycetes as potential producer of new antibiotics, Antonie van
Leeuwenhoek, 78, 399-405.

Le Roes M. ve Meyers P. R., 2008. Nonomuraea candida sp. nov., a new species
from South African soil. Antonie van Leeuwenhoek 93,133-139.

Lechevalier H.A., Lechevalier M.P., 1970. Chemical composition as a criterion in
the classification of aerobic actinomycetes, Int J. Syst. Bacteriol., 20, 435-443.

Lechevalier H.A., Lechevalier M.P., 1970. A critical evalution of the genera of
aerobic actinomycetes. In: H. Prauser (Ed.) The Actinomycetales, Gustav Fischer
Verlag. Jena, Germany, 393-405.

Lechevalier M.P., DeBievre C., Lechevalier H.A., 1977. Chemotaxonomy of aerobic
actinomycetes: Phospholipid composition, Biochem. Syst. Ecol., 5, 249-260.

Lechevalier M.P., Lechevalier H.A., 1974. Nocardia amarae sp. nov. an
actinomycete common in foaming activated sludge, Int. J. Syst. Bacteriol., 24,
278-288.

Lechevalier H. A., Lechevalier M. P., 1981. Introduction to the
orderActinomycetales. In: The Prokaryotes: a handbook on habitats, isolation
and identification of bacteria, vol. 2, pp. 1915-1922. Edited by M. P. Starr, H.
Stolp, H.G. Triiper, A. Balows, & H. G. Schlegel. Berlin, Germany: Springer-
Verlag.

Lee S.D., 2006: Nocardia jejuensis sp. nov., a novel actinomycete isolated from a
natural cave on Jeju Island, Republic of Korea, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 56,
559-562.

Lee S.D., Goodfellow M., Hah Y.C., 1999. A phylogenetic analysis of the genus
Catellatospora based on 16S ribosomal DNA sequences, including transfer of
Catellatospora matsumotoenseto the genus Micromonospora as Micromonospora
matsumotoensecomb. nov., Microbiology letters, 178 (2), 349- 354.

101



Lee S.D., Hah Y.C., 2002. Proposal to transfer Catellatospora ferruginea and
"Catellatospora ishikariense” to Asanoa gen. nov. as Asanoa ferruginea comb.
nov. and Asanoa ishikariensis sp. nov., with emended description of the genus
Catellatospor, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 52, 967-972.

Lee S.D., Kang S-0O., Hah Y.C., 2000. Hongia gen. nov., a new genus of the order
Actinomycetles, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 50, 191-199.

Lee S.O., Choi G.J., Choi Y.H., Jang K.S., Pdig D.J., Kim C.J., Kim J.C., 2008.
Isolation and characterization of endophytic actinomycetes from Chinese
cabbage roots as antagonists to Plasmodiophorabrassicae, Journal of
Microbiology and Biotechnology, 18, 1741-1746.

Lemmer H., Kroppenstedt R.M., 1984. Chemotaxonomy and physiology of
someactinomycetes isolated from scumming activated sludge, System. Appl.
Microbiol., 5, 124-135.

Li J., Zhao G. Z., Huang H. Y., Zhu W. Y., Lee J. C,, Xu L. H., Kim C. J. ve Li W.
J., 2011. Nonomuraea endophytica sp. nov., an endophytic actinomycete isolated
from Artemisia annua L., Int J Syst Evol Microbiol 61, 757—761.

Li J., Zhao G. Z., Chen H. H., Qin S., Xu L. H., Jiang C. L., Li W. J., 2008.
Rhodococcus cercidiphylli sp. nov., a new endophytic actinobacterium isolated
from a Cercidiphyllum japonicum leaf, Syst Appl Microbiol. 31(2):108-13

Li J., Zhao G. Z,, Long L. J., Wang F. Z., Tian X. P, Zhang S. and Li W. J., 2012.
Rhodococcus nanhaiensis sp. nov., an actinobacterium isolated from marine
sediment, Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 62, 2517-2521

Li W. J., Zhang L.-P., Xu X.-L., Cui X.-L., Xu L.-H., Stackebrandt E. ve Jiang C.-L.,
2003. Agromyces aurantiacus sp. nov., isolated from a Chinese primeval forest,
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 53:303-307.

Li W. J., Wang D., Zhang Y.-Q., Schumann P., Stackebrandt E., Xu L.-H., Jiang C-
L., 2004. Kribbella antibiotica sp. nov., a novel nocardioform actinomycete
strain isolated from soil in Yunnan, China, Syst. Appl. Microbiol., 27, 160-165.

Li W. J., Wang D., Zhang Y.-Q., Xu L.-H., Jiang C-L., 2006. Kribbella yunnanensis
sp. nov., Kribbella alba sp. nov., two novel species of genus Kribbella isolated
from soils in Yunnan, China, Syst. Appl. Microbiol., 29, 29-35.

Li X. M., Zhang L. M., Ding Y., Gao Y. S., Ruan J. S. ve Huang Y., 2012.
Nonomuraea jiangxiensis sp. nov., isolated from acidic soil, Int J Syst Evol
Microbiol 62, 1409-1413.

Li Y., Kawamura Y., Fujiwara N., Naka T., Liu H., Huang X., Kubayashi K. ve
Ezaki T., 2004. Rothia aeria sp. nov., Rhodococcus baikonurensis sp. nov. and
Arthrobacter russicus sp. nov., isolated from air in the Russian space laboratory
Mir., Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:827-835.

Lipski A., Altendorf K., 1995. Actinomadura nitritigenes sp. nov., Isolated from
Experimental Biofilters, Int. J. of Syst. Bacteriol., 45(4) 717-723.

Little AEF, Currie CR. 2007. Symbiotic complexity: discovery of a fifth symbiont in
the attine ant-microbe symbiosis, Biol. Lett. 3:501-504.

102


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18485653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20GZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18485653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18485653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18485653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18485653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jiang%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18485653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18485653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18485653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18485653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20GZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18485653

LiuJ., Zhou Y., Yu C., Han Y., Wu F., Qi B., 1986. The Structures of Huperzine A
and B, Two New Alkaloids Exhibiting Mdiged Anticholinesterase Activity,
CanadianJournal of Chemistry, 64, 837—839.

Lu Z., Wang L., Zhang Y., Shi Y., Liu Z., Quintana E.T., Goodfellow M. 2003.
Actinomadura catellatispora sp. nov. and Actinomadura glauciflava sp. nov.,
from a sewage ditch and soil in southern China, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 53,
137-142.

Ludwig W, Klenk H.P., 2005. Overview: a phylogenetic backbone and taxonomic
framework for prokaryotic systematics. In: Brenner D.J., Krieg N.R., Staley J.T.,
Garrity GM (eds) Bergey*s manual of systematic bacteriology, 2nd edn, vol 2,
the proteobacteria, part A, introductory essays. Springer, USA, 49-65.

Luedemann G. M., 1968. Geodermatophilus, a new genus of the Dermatophilaceae
(Actinomycetales). J. Bacteriol. 96, 1848-1858.

Luedemann G.M., 1971. Micromonospora purpureochromogenes (Waksman and
Curtis 1916) comb. nov. (subjective synonym: Micromonospora fusca Jensen
1932), Int. J. Syst. Bacteriol., 21, 240-247.

Luedemann G.M., Brodsky B., 1965. Micromonospora carbonacea sp. nhov, an
everninomicin-producing organism. Antimicrob Agents Chemother, 1964, 47-52.

Luedemann G.M., Brodsky B.C., 1964. Taxonomy of gentamycin-producing
Micromonospora. Antimicrob Agents Chemother., 1963, 116-124.

Madigan M.T., Martinko J.M., 2009. Brock Mikroorganizmalarin Biyolojisi, Palme
Yayncilik, Onbirinci Baskidan Ceviri, Syf 324-325.

Magarvey, N.A., J.M. Keller, V., Bernan, M., Dworkin, and Sherman D.H., 2004,
Isolation and characterization of novel marine-derived actinomycetetaxa rich in
bioactive metabolites, Appl. Environ. Microbiol,. 70:7520-7529.

Maldonado L., Hookey J.V., Ward A.C., ve Goodfellow M., 2000. The Nocardia
salmonicida clade, including descriptions of Nocardia cummidelens sp. nov.,
Nocardia fluminea sp. nov. and Nocardia soli sp. nov., Antonie van Leeuwenhoek
78, 367-377.

Maldonado L.A., Fenical W., Jensen P.R., Kauffman C.A., Mincer T.J., Ward A.C.,
Bull A.T., Goodfellow M., 2005. Salinispora arenicola gen. nov., sp. nov. And
Salinispora tropica sp. nov., obligate marine actinomycetes belonging to the
family Micromonosporaceae, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 55, 1759-1766.

Maldonado L.A., Fragoso-Yanez D., Pérez-Garcia A., Rosellon-Druker J., Quintana
E.T., 2009. Actinobacterial diversity from marine sediments collected in Mexico.
Antonie Van Leeuwenhoek 95, 111-120.

Matsumoto A., Takahashi Y., Shinose M., Seino A., Iwai Y., Omura S., 2003.
Longispora albida gen. nov., sp. nov., a novel genus of the family
Micromonosporaceae, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 53, 1553-1559.

Margalith P., Beretta G., 1960. Rifomycin. IX. Taxonomic study on Streptomyces
mediterranei nov. sp. Mycopathology and Mycology Applied, 13, 321-330.

McCarthy A. J., Williams S. T., 1990. Methods for studying the ecology of
actinomycetes, Methods in Microbiology, 22, 533-563.

103



McClung N. M., 1974.Family VI. Nocardiaceae Castellani and Chalmers 1919,
1040. In: Buchanan, R.E., and Gibbons, N.E. (Eds.): Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology, 8th Edition: Baltimore: Williams and Wilkins, 726-
746.

McNeil M.M., Brown J.M., 1994. The medically important aerobic actinomycetes:
epidemiology and microbiology, Clinical Microbiological Reviews, 7, 357-417.

Meier-Kolthoff J. P., Goker, M., Sproer C., Klenk, H. P., 2013. When should a DDH
experiment be mandatory in microbial taxonomy? Arch Microbiol, DOI
10.1007/s00203-013-0888-4.

Mertz F.P. ve Yao R.C., 1986. Actinomadura oligospora sp. nov., the producer of a
new polyether antibiotic, Int. J. Syst. Bacteriol., 36, 179-182.

Mertz F.P. ve Yao R.C., 1990. Actinomadura fibrosa sp. nov. isolated from soil, Int.
J. Syst. Bacteriol., 40, 28-33.

Merzaeva 0O.V., Shirokikh 1.G., 2006. Colonization of plant rhizosphere by
actinomyecetes of different genera, Microbiology, 75, 226-230.

Meyer J. 1979. New species of the genus Actinomadura. Z. Allgem. Mikrobiol.
19:37-44.

Meyer J. 1981. Validation of the publication of new names and new combinations
previously affectively published outside the I1JSB List No. 6. Int J. Syst.
Bacteriol. 31:215- 218.

Meyer J. 1989. Genus Actinomadura Lechevalier and Lechevalier 1970, 400AL. In:
S. T. Williams, M. E. Sharpe, and J. G. Holt (Eds.) Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology. Williams and Wilkins. Baltimore, MD. 4:2511- 2526.

Miller E.S., Woese C.R., Brenner S., 1991. Description of the erythromycin-
producing bacterium Arthrobacter sp. strain NRRL B-3381 as Aeromicrobium
erythreum gen. Nov., Int. J. Syst. Bacteriol., 41, 363-368.

Mincer T.J., Jensen P.R., Kauffman C.A., Fenical W., 2002. Widespread and
persistent populations of a major actinomycete taxon in ocean sediments, Applied
and Environmental Microbiology, 68, 5005-5011.

Minnikin D.E. ve Goodfellow M., 1976. Lipid composition in the classification and
identification of nocardiae and related taxa. In: The Biology of the Nocardiae (M.
Goodfellow, G.H. Brownell and J.A. Serrano eds). Academic Press, London,
160- 219.

Minnikin D.E. ve Goodfellow M., 1980. Lipid composition in the classification and
identification of acid-fast bacteria. In: Microbiological Classification and
Identification (M. Goodfellow and R.G. Board, eds). Academic Press, London,
189-256.

Minnikin D.E. ve Goodfellow M., 1981. Lipids in the classification of
actinomycetes. Zentralblatt flir Bakteriologie, Parasitenkunde, Infektion
skrankteiten und Hygiene. I. Abteilung, Supplement, 11, 99-109.

Minnikin D.E., Goodfellow M. ve Collins M.D., 1978. Lipid composition in the
classification and identification of coryneform and related taxa. In: Bousfield, 1.J.
and Callely, A.G. (eds.): Coryneform Bacteria, London, Academic Press., 85-
160.

104



Minnikin D.E., Hutchinson I.G., Caldicott A.B., Goodfellow M., 1980. Thin-layer
chromatography of methanolysates of mycolic acid-containing bacteria, Journal
of Chromatography A, 188 (1), 221-233.

Mitsubishi Kasei Corporation (MKC). 1989. Production of D-N-carbamyl-alpha-
amino acids. Patent JP 012284809.

Miyadoh S., Miyara T., 2001. Family Thermomonosporaceae. In Identification
Manual of Actinomycetes, (Edited by the Society for Actinomycetes, Japan) 281—
291. Business Center for Academic Societies. Tokyo:

Miyajima K., Tanaka F., Takeuchi T., Kuninaga S., 1998. Streptomyces
turgidiscabies sp. nov., Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 48, 495-502.

Mohammadipanah F., Hamedi J., Goker M., Fiebig A., Pukall R., Sproer C., ve
Klenk H. P., 2013. Kribbella shirazensis sp. nov., isolated from Iranian soil, Int.
J. Syst. Evol. Microbiol. 63:3369-3374

Montero-Calasanz M. C., Goker M., Broughton W. J., Cattanco A., Favet J., Potter
G., Rohde M., Sproer C., Schumann P., 2013a. Geodermatophilus tzadiensis sp.
nov., a UV radiation-resistant bacterium isolated from sand of the Saharan desert,
Syst Appl Microbiol 36, 177-182.

Montero-Calasanz M. C., Goker M., Pétter G., Rohde M., Sproer, C., Schumann, P.,
Gorbushina, A. A. & Klenk, H.-P., 2012. Geodermatophilus arenarius sp. nov., a
xerophilic actinomycete isolated from Saharan desert sand in Chad.
Extremophiles 16, 903— 909.

Montero-Calasanz M. C., Goker M., Pétter, G., Rohde, M., Sproer, C., Schumann,
P., Gorbushina, A. A. ve Klenk, H.-P., 2013b. Geodermatophilus arenarius sp.
nov. In List of New Names and New Combinations Previously Effectively, but
not Validly, Published, Validation List no. 150. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 63,
797-798.

Montero-Calasanz M. C., Goker M., Pétter G., Rohde M., Sproer C., Schumann P.,
Gorbushina A. A. ve Klenk H.-P., 2013c. Geodermatophilus saharensis sp. nov.
In List of New Names and New Combinations Previously Effectively, but not
Validly, Published, Validation List no. 151. Int J Syst Evol Microbiol 63, 1577—
1580.

Montero-Calasanz M. C., Goker M., Potter G., Rohde M., Spréer C., Schumann P.,
Gorbushina A. A. ve Klenk H.-P., 2013d. Geodermatophilus saharensis sp. nov.,
isolated from sand of the Saharan desert in Chad. Arch Microbiol 195, 153-159.

Montero-Calasanz M. C., Goker M., Pétter G., Rohde M., Sproer C., Schumann P.,
Klenk H.-P. ve Gorbushina A. A., 2013e. Geodermatophilus telluris sp. nov., an
actinomycete isolated from Saharan desert sand. Int J Syst Evol Microbiol 63,
2254-2259.

Montero-Calasanz M. C., Goker M., Rohde M., Schumann P., Pétter G., Sproer C.,
Gorbushina A. A. ve Klenk H.-P., 2013f. Geodermatophilus siccatus sp. nov. In
List of New Names and New Combinations Previously Effectively, but not
Validly, Published, Validation List no. 151. Int J Syst Evol Microbiol 63, 1577—
1580.

Montero-Calasanz M. C., Goker M., Rohde M., Schumann P., Pétter G., Sproer C.,
Gorbushina, A. A. ve Klenk H.-P., 2013g. Geodermatophilus siccatus sp. nov.,

105


doi:10.1601/nm.6662

isolated from arid sand of the Saharan desert in Chad. Antonie van Leeuwenhoek
103, 449-456.

Mordarski M., Schaal K.P., Tkacz A., Sayba K. ve Goodfellow M., 1978.
Deoxyribonucleic acid base composition and homology studies on Nocardia.
Zentralblatt fiir Bakteriologie Parasitenkunde, Infektion skrankteiten und
Hygiene. 1. Abteilung, Supplement, 6, 91-97.

Moser B. D., Klenk H. P., Schumann P., Potter G., Lasker B. A., Steigerwalt A. G.,
Hinrikson H. P. and Brow J. M., 2011. Nocardia niwae sp. nov., isolated from
human pulmonary sources. Int J Syst Evol Microbiol, 61, 438-442

Munoz J., Mirelis B., Aragon L.M., Gutierrez N.F., Sanchez M., Espanol O.,
Esparcia M., Gurgui P., Domingo P., 2007. Clinical and microbiological features
of nocardiosis 1997-2003. J. Med. Microbiol., 56, 545-550.

Naganawa H., Hashizume H., Kubota Y., Sawa R., Takahashi Y., Arakawa K.,
Bowers S. G. ve Mahmud T., 2002. Biosynthesis of the aminocyclitol moeity
ofpyralomicin 1a in Nonomuraea spiralis M1178-34F18. J. Antibiot. 55:578-584.

Nakaew N., Sungthong R., Yokota A. ve Lumyong S., 2012. Nonomuraea
monospora sp. nov., an actinomycete isolated from cave soil in Thailand, and
emended description of the genus Nonomuraea. Int J Syst Evol Microbiol 62,
3007-3012.

Nakagawa M., Hayakawa Y., Kawai H., Imamura K., Inoue H., Shimazu A., Seto H.
ve Otake N. 1983. A new anthracycline antibiotic N-formyl-13-
dehydrocarminomyecin. J. Antibiot. 36:457—458.

Nakagawa M., Hayakawa Y., Imamura K., Seto M. ve Otake N., 1989. Microbial
conversion of anthracyclinones to carminomycins by a blocked mutant of
Actinomadura roseoviolacea, J. Antibiot. 42:1698-1703.

Nakamura K., Hiraishi A., Yoshimi Y., Kawaharasaki M., Masuda K., Kamagata Y .,
1995. Microlunatus phosphovorus gen. nov., sp. nov., a new gram-positive
polyphosphateaccumulating bacterium isolated from activated sluge, Int. J. Syst.
Bacteriol., 45, 17-22.

Naumova I. B., Shashkov A. S., Tul’skaya E. M., Streshinskaya G. M., Kozlova Yu.
., Potekhina N. V., Evtushenko L. I. ve Stackebrandt E., 2001. Cell Wall teichoic
acids: structural diversity, species-specificity in the genus Nocardiopsis and
chemotaxonomic perspective. FEMS Microbiol. Rev. 25:269-284.

Naumova |.B., Zaretskaya M.S., Dmitrieva N.F. ve Streshinskaya G.M., 1978.
Structural features of teichoic acids of certain Streptomyces species. In Nocardia
and Streptomyces, pp. 75-83. Edited by Mordarski, M., Kurilowicz, W., and
Jeljaszewicz, J., Gustav Fischer Verlag, Stuttgart.

Nesemann G., Thurm H. ve Soeder A., 1974. Mikrobiologisches Verfahren zur
Herstellung von Oxoalkylxanthinen. German Federal Patent DE2302772.

Nesterenko O. A., Kvasnikov E. I., Nogina T. M., 1985. Nocardioidaceae fam. nov.,
a new family of the order Actinomycetales, Microbiol. Zh., 47, 3-12.

Nett M., Ikeda H., Moore B. S., 2009. Genomic basis for natural product biosynthetic
diversity in the actinomycetes, Nat Prod Rep, 26: 1362—-1384.

106



Neu T.R., 1996. Significance of bacterial surface-active compounds in interaction of
bacteria with interfaces, Microbiological Reviews 60, 151-166.

Nie G. X., Ming H., Li S., Zhou E. M., Cheng J., Yu T. T., Zhang J., Feng H. G.,
Tang S. K. ve Li W. J., 2012. Geodermatophilus nigrescens sp. nov., isolated
from a dry-hot valley, Antonie van Leeuwenhoek 101, 811-817.

Nimaichand S., Zhang Y. G., Cheng J., Li L., Zhang D. F., Zhou E. M., Dong L.,
Ningthouja D. S. ve Li1 W. J., 2013. Micromonospora kangleipakensis sp. nov.,
isolated from a sample of limestone quarry. Int. J. of Sys. Evol. Microbiol., 63,
4546-4551

Nimaichand S., Sanasam S., Zheng L. Q., Zhu W. Y., Yang L. L., Tang S. K...
Ningthoujam D. S and Li W. J., 2013. Rhodococcus canchipurensis sp. nov., an
actinomycete isolated from a limestone deposit site. Int. J. of Sys. Evol.
Microbiol, 63, 114-118

Nonomura H. ve Ohara Y., 1971c. Distribution of actinomycetes in soil. XI. Some
new species of the genus Actinomadura. Lechevalier ve dig. J. Ferment.
Technol., 49, 904-912,

Normand P., 2006. Geodermatophilaceae fam. nov., a formal description. Int J Syst
Evol Microbiol 56, 2277-2278.

Nornand P., 2006. The Families Frankiaceae, Geodermatophilaceae,
Acidothermaceae and Sporichthyaceae. In The Prokaryotes, A handbook on the
Biology of Bacteria, Edited by Falkow, S., Rosenberg, E., Schleifer, K.-H.,
Stackebrandt, E., Dworkin, M., 3th edition, volume 3, Chapter 1.1.28., Springer,
669-681, Springer.

O’Donnell A. G., Falconer C., Goodfellow M., Ward A. C., Williams E., 1993.
Biosystematics and diversty amongst novel carboxydotrophic actinomycetes,
Antonie van Leewenhook, 64, 325-340.

Olano C, Mendez C, Salas JA. 2009. Antitumor compounds from actinomycetes:
from gene clusters to new derivatives by combinatorial biosynthesis. Nat. Prod.
Rep. 26:628-660.

Omura S., Ikeda H., Ishikawa J., Hanamoto A., Takahashi C., Shinose M., Takahashi
Y., Horikawa H., Nakazawa H., Osonoe T., Kikuchi H., Shiba T., Sakaki Y. ve
Hattori M., 2001. Genome sequence of an industrial microorganism Streptomyces
avermitilis: deducing the ability of producing secondary metabolites.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
98:12215-12220.

Orchard V.A. ve Goodfellow M., 1980. Numerical classification of some named
strainsof Nocardia asteroides and related isolates from soil, J. Gen. Microbiol.,
118, 295-312.

Orchard V.A., 1981. The ecology of Nocardia and related taxa. Zentrallblatt fiir
Bakteriologie, Mikrobiologie und Hygiene, 1. Abteilung, Supplement, 11, 167-
180.

Orskov J. 1923. Investigations into the Morphology of the Ray Fungi. Copenhagen:
Levin and Munksgaard.

107



Ozdemir K., 2008. Lens orientalis (Boiss.) Hand and Mazz. ve Cicer anatolicium Alef.
Rizosferden Streptomyces Tiirlerinin Izolasyonu, Teshisi ve Karekterizasyonu,
Doktora tezi. YYU. Fen Bilimleri Enstitiisii, Van.

Pace, N.R. 2009. Mapping the three of life: progress and prospect. Microbiol Mol Biol
Rev. 73:565-576.

Pagilla K.R., Jenkins D. ve Kido W., 1998. Nocardia effects in waste activated
sludge. Wat. Sci. Tech., 38 (2), 49-54.

Pdig Y.H., Yoon J.H., Shin Y.K., Suzuki K., Kudo T., Seino A., Kim H.J., Lee J. S.,
Lee S.T., 1999. Classification of ‘Nocardioides fulvus’ IFO 14399 and
Nocardioides sp. ATCC 39419 in Kribbella gen. nov., as Kribbella flavida sp.
nov. and Kribbella sandramycini sp. nov., Int. J. Syst. Bacteriol., 49, 743-752.

Peela S., Kurada V.B. ve Terli R., 2005. Studies on antagonistic marine
actinomycetes from the Bay of Bengal. World J. Microbiol. Biotechnol., 21, 583—
585.

Poschner J., Kroppenstedt R. M., Fischer A.ve Stackebrandt E., 1985. DNA : DNA
reassociation and chemotaxonomic studies on Actinomadura, Microbispora,
Microtetraspora, Micropolyspora and Nocardiopsis. Syst. Appl. Microbiol.
6:264-270.

Prauser H., 1976. Nocardioides, a new genus of the order Actinomycetales. Int. J.
Syst. Bacteriol., 26, 58-65.

Prauser H., 1978. Considerations on taxonomic relations among Gram positive,
branching bacteria. Zentralbl. Bakt. I. Abt. Suppl., 6, 99-106.

Prauser H., Schumann P., Rainey F.A., Krppenstedt R.M., Stackebandt E., 1997.
Tetracoccus luteus gen. nov., sp. nov., an LL-diaminopimelic acid-containing
coccoid actinomycete from soil, Int. J. Syst. Bacteriol., 47, 1218-1224.

Preobrazhenskaya T. P., ve Sveshnikova M. A., 1974. New species of the genus
Actinomadura [in Russian]. Microbiologiya 43:864-868.

Preobrazhenskaya T. P., Lavrova N. V., Ukholina R. S. ve Nechaeva N. P., 1975.
Isolation of new species of Actinomadura on selective media with streptomycin
and bruneomycin [in Russian]. Antibiotiki 20:404-409.

Promnuan Y., Kudo T., Ohkuma M., Chantawannakul P., 2011. Actinomadura apis
sp. nov., isolated from a honey bee (Apis mellifera) hive, and the reclassification
of Actinomadura cremea subsp. rifamycini Gauze ve dig. 1987 as Actinomadura
rifamycini (Gauze ve dig. 1987) sp. nov., comb. nov., Int. J. Syst. Evol.
Microbiol., 61 (9), 2271-2277.

Qin S., Zhao G. Z,, Klenk H. P, Li J.,, Zhu W. Y., Xu L. H. ve Li W. J. 20009.
Nonomuraea antimicrobica sp. nov., an endophytic actinomycete isolated from a
leaf of Maytenus austroyunnanensis. Int J Syst Evol Microbiol 59, 2747-2751.

Qin S., Zhao G.Z., Li J., Zhu W.Y., Xu L.H. ve Li W.J., 2009. Actinomadura
flavalba sp. nov., an endophytic actinomycete isolated from leaves of Maytenus
austroyunnanensi,. Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 59, 2453-2457.

Qiu D., Ruan J., Huang Y., 2008. Selective isolation and rapid identification of
members of the genus Micromonospora, Appl. Environ. Microbiol.,
doi:10.1128/AEM.00303-08.

108



Quintana E., Maldonado L.ve Goodfellow M., 2003. Nonomuraea terrinata sp. nov.,
a novel soil actinomycete, Ant. v. Leeuwenhoek 84:1-6.

Rainey F.A., Burghardt J., Kroppenstedt R.M., Klatte S. ve Stackebrandt E., 1995b.
Polyphasic evidence for the transfer of Rhodococcus roseus to Rhodococcus
rhodochrous, Int. J. Syst. Evol. Microbiol 45, 101-103.

Rainey F.A., Ward-Rainey N., Kroppenstedt R.M. ve STtackebrandt E., 1996. The
genus Nocardiopsis represents a phylogenetically coherent taxon and a distinct
actinomycete lineage: proposal of Nocardiopsaceae fam. nov., Int. J. Syst.
Bacteriol., 46, 1088-1092.

Ray L., Suar M., Pattnaik A. K. and Raina V., 2013. Streptomyces chilikensis sp.
nov., a halophilic streptomycete isolated from brackish water sediment, Int. J.
Syst. Bacteriol., 63, 2757-2764

Ren J., Li L., Wei B.,, Tang Y. L., Deng Z. X., Sun M. and Hong K., 2013.
Micromonospora wenchangensis sp. nov., isolated from mangrove soil. Int. J.
Syst. Bacteriol., 63, 2389-2395

Rheims H., Schumann P., Rohde M., Stackebrandt E., 1998. Verrucosispora
gifhornensis gen. nov., sp. nov., a new member of the actinobacterial family
Micromonosporaceae, Int. J. Syst. Bacteriol., 48, 1119-1127.

Riegel P., Kamne-Fotso M.V., de Briel D. ve dig. (1994) Rhodococcus chubuensis
Tsukamura 1982 is a later subjective synonym of Gordona sputi (Tsukamura
1978) Stackebrandt 1989 comb. nov. Int. J. Syst. Bacteriol 44, 764-768.

Rollo F., Luciani S., Canapa A. ve Marota I., 2000. Analysis of bacterial DNA in
skin and muscle of the Tyrolean iceman offers new insight into the
mummification process. Am. J. Phys. Anthropol. 111:211-2109.

Rong X., Guo Y., Huang Y., 2009. Proposal to reclassify the Streptomyces
albidoflavus clade on the basis of multilocus sequence analysis and DNA-DNA
hybridization, and taxonomic elucidation of Streptomyces griseus subsp.
Solvifaciens, Syst Appl Microbiol, 32, 314-322.

Rossello-Mora R., Amann R., 2001. The species consepsts for prokaryotes, FEMS
Microbiology Reviews, 25, 39-67.

Ruimy R., Riegel P., Carlotti A., Boiron P., Bernardin G., Monteil H., Wallace R. J.
Jr., Christen R., 1996. Nocardia pseudobrasiliensis sp. nov., a new species of
Nocardia which groups bacterial strains previously identified as Nocardia
brasiliensis and associated with invasive diseases. Int. Syst. Bacteriol., 46, 259-
264.

Saintpierre-Bonaccio D., Maldonado L. A., Amir H., Pineau R. ve Goodfellow M.,
2004. Nocardia neocaledoniensis sp. nov., a novel actinomycete isolated from a
New-Caledonian brown hypermagnesian ultramafic soil, Int. J. Syst. Evol.
Microbiol., 54, 599-603.

Saitou N., Nei M., 1987. The neighbour-joining method: a new method
forconstructing phylogenetic trees, Molecular and Biological Evolution, 4, 406-
425.

Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T., 2001. Molecular cloning: a laboratory
manual. 3" ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York.

109



Sanglier J.J., Haag, H., Huck, T.A. and Fehr. T., 1996. Review of actinomycetes
compounds 1990-1995. Exp Opin Invest Drugs 5: 207-233.

Sasaki J., Chijimatsu M. ve Suzuki K.-l.. 1998. Taxonomic significance of 2,4-
diaminobutyric acid isomers in the cell wall peptidoglycan of actinomycetes and
reclassification of Clavibacter toxicus as Rathayibacter toxicus comb. nov., Int. J.
Syst. Bacteriol. 48:403-410.

Saubolle M.A., Sussland D., 2003. Nocardiosis: Review of Clinical and Laboratory
Experience. Journal of clin. Microbiol., 41, 4497-4501.

Savic M., Bratic I., Vasiljevic B., 2007. Streptomyces durmitorensis sp. nov., a
producer of an FK506-like immunosuppressant. Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 57,
2119-2124.

Sazak A., Sahin N. and Camas M., 2012. Nocardia goodfellowii sp. nov. and
Nocardia thraciensis sp. nov., isolated from soil. Int. J. Syst. Evol. Microbiol 62,
1228-1234

Sazak A., 2009. Rizosfer Izolat1 Streptomyces violaceusniger Klad Uyesi
Streptomycessp.“lerin Molekiiler Taksonomisi. Doktora Tezi, Ondokuz Mayis
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Samsun, 213 s.

Schaal K.P., Lee H.J., 1992. Actinomycete infections in humans-a review. Gene,
115, 201-211.

Schleifer K.H., 2010. Classification of Bacteria and Archaea: past, present and
future. Syst. Appl. Microbiol., 32, 533-542.

Schleifer K.-H., ve Kandler O., 1972. Peptidoglycan types of bacterial cell walls and
their taxonomic implications. Bacteriol. Rev. 36:407-477.

Schumann P., Prauser H., Rainey F.A., Stackebrandt E., Hirsch P., 1997.
Friedmanniella antarctica gen. nov., sp. nov., an ll-diaminopimelic acid-
containing actinomycete from antarctic sandstone, Int. J. Syst. Bacteriol., 47,
278-283.

Sembiring L., 2000. Selective isolation and characterisation of Streptomyces
associated with the rhizosphere of the tropical legume Paraserianthes falcataria
(L) Nielsen Ph. D.Thesis. University of Newcastle Upon Tyne, 78, 353-366,
Newcastle.

Sembiring L., 2009. Molecular phylogenetic classification of streptomycetes isolated
from the rhizospher of tropical legume (Paraserianthes falcataria) (L.) Neilsen.
HAYATI Journal of Biosciences,16 (3), 100-108.

Sembiring L., Goodfellow M., 2008. Ecological appoach to unravel streptomycete
diversity as an unsurpassed sources of natural bioactive products. Microbiology,
2 (2), 49-56.

Sembiring L., Ward, A.C. ve Goodfellow M., 2000. Selective isolation and
characterisation of members of the Streptomyces violaceusniger clade associated
with the roots of Paraserianthes falcataria. Antonie van Leeuwenhoek 78: 353-
366.

Semédo L., Gomes R. C., Linhares A. A., Duarte G. F., Nascimento R. P., Rosado,A.
S., Margis-Pinheiro M., Margis R., Silva K., Alviano C. S., Manfio G. P., Soares
R., Linhares L. F., Coelho R., 2004. Streptomyces drozdowiczii sp. nov., a

110



novelcellulolytic streptomycete from soil in Brazil, Int. J. Syst. Evol. Microbiol,
54, 1323-1328.

Seo J.P. ve Lee S.D., 2006. Nocardia harenae sp. nov., an actinomycete isolated
from beach sand. Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 56, 2203-2207.

Seo J.P., Yun Y.W. ve Lee S.D., 2007: Nocardia speluncae sp. nov., isolated from a
cave, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 57, 2932-2935.

Sezgin M., Lechevalier M.P. ve Karr P.R., 1988. Isolation and identification of
actinomycetes present in activated sludge scum., Wat. Sci. Tech. 20 (11-12), 257-
263.

Shirling E.B., Gottlieb D., 1967. Cooperative description of type cultures of
Streptomyces. I. The International Streptomyces Project. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol, 17, 315-322.

Shirling E.B., Gottlieb D., 1968a. Cooperative description of type cultures of
Streptomyces. Il. The International Streptomyces Project. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol, 18, 69-189.

Shirling E.B., Gottlieb, D., 1968b. Cooperative description of type cultures of
Streptomyces. 1ll. The International Streptomyces Project. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol, 18, 279-392.

Shirling E.B., Gottlieb D., 1969. Cooperative description of type cultures of
Streptomyces. IV. The International Streptomyces Project. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol, 19, 391-512.

Shirling E.B., Gottlieb D., 1972. Cooperative description of type cultures of
Streptomyces. V. The International Streptomyces Project. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol, 22, 265-394.

Singh, S.B., and F. Pelaez. 2008. Biodiversity, chemical diversity and drug discovery.
Prog Drug Res. 65:141-174.

Singh J., Behal A., Singla N., Joshi A., Birbian N., Singh S., Bali V., Batra N., 2009.
Metagenomics: concept, methodology, ecological inference and recent
advances, Biotechnology J, 4, 480-494.

Sivakumar K., 2008. Actinomycetes. In Centre of Advanced Study in Marine
Biology Annamalai University.

Skerman V. B. D., McGowan V. ve Sneath P. H. A., 1980. Approved Lists of
Bacterial Names. Int J Syst Bacteriol 30, 225-420.

Smith J.J., Tow L.A., Stafford W., Cary C., Cowan D.A, 2006. Bacterial diversity in
three different Antarctic cold desert mineral soils. Microb. Ecol. 51:413— 421.

Soddell J.A. ve Seviour R.J., 1990. A Review Microbiology of foaming in activated
sludge plants, J. Appl. Bacteriol., 69, 145-176.

Sohn K., Hong S.G., Kyung S.B., Chun J., 2003. Transfer of Hongia koreensis Lee
ve dig. 2000 to the genus Kribbella Pdig ve dig. 1999 as Kribbella koreensis
comb. nov. Int. J. of Syst. and Evol. Microbiol., 53, 1005-1007.

Soina U. S., Sokolov A. A. ve Agre N. S., 1975. Ultrastructure of mycelium and
spores of Actinomadura fastidiosa sp. nov. [in Russian]. Microbiologiya 44:883—
887.

111



Solanki, R., Khanna, M. and Lal, R., 2008, Bioactive compounds from marine
actinomycetes, Indian J. Microbiol., 48:410-431.

Song J., Kim B.-Y., Hong S.-B., Cho H.-S., K., Chun J., Suh J.W., 2004. Kribbella
solani sp. nov. and Kribbella jejuensis sp. nov., isolated from potato tuber and
soil in Jeju, Korea, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 54, 1345-1348.

Songsumanus A., Tanasupawat S., Igarashi Y. and Kudo T., 2013. Micromonospora
maritima sp. nov., isolated from mangrove soil, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 63,
554-559

Sosio M., Stinchi S., Beltrametti F., Lazzarini A. ve Donadio S., 2003. The gene
cluster for the biosynthesis of the glycopeptide antibiotic A40926 by
Nonomuraea species, Chem. Biol. 10:541-549.

Stach J.E., Maldonado L.A., Masson D.G., Ward A.C., Goodfellow M., Bull A.T.,
2003. Statistical approaches for estimating actinobacterial diversity in marine
sediments, Appl. Environ. Microbiol., 69; 6189-6200.

Stackebrandt E., 2006. Molecular identification, systematics, and population
structure of prokaryotes. (Stackebtandt, E., Ed.) s: 320. Springer. Berlin.

Stackebrandt E., Lewis B. J. Ve Woese C. R., 1980. The phylogenetic structure of
the coryneform group of bacteria, Zbl. Bakt., Abt. 1, Orig. C 2:137-149.

Stackebrandt E., Ebers J., 2006. Taxonomic parameters revisited: tarnished gold
standards, Microbiol Today, 33, 152-155.

Stackebrandt E., Rainey F. ve Ward-Rainey N. L., 1997. Proposal for a new
hierarchic classification system, Actinobacteria classis nov., Int. J. Syst.
Bacteriol. 47:479— 491.

Stackebrandt E., Frederiksen W., Garrity G.M., Grimont P.A., Kampfer P., Maiden
M.C., Nesme X., Rossello-Mora R., Swings J., Truper H.G., Vauterin L., WarD
A.C., Whitman, W.B., 2002. Report of the ad hoc committee for the re-
evaluation of the species definition in bacteriology, Int. J. Syst. Evol. Microbiol.,
52, 1043-1047.

Stackebrandt E., Kroppenstedt R. ve Fowler V., 1983. A phylogenetic analysis of the
family Dermatophylaceae, J. Gen. Microbiol. 129:1831-1838.

Stackebrandt E., Smida J. ve Collins M.D., 1988. Evidence of phylogenetic
heterogeneity within the genus Rhodococcus: revival of the genus Gordona
(Tsukamura), Journal of General and Applied Microbiology 34, 341-348.

Stackebrandt E., Wink J., Steiner U. ve Kroppenstedt R. M., 2001. Nonomuraea
dietzii sp. nov., Int J Syst Evol Microbiol., 51, 1437-1441.

Strap J.L., Crawford D.L., 2006. Ecology of Streptomyces in soil and rhizosphere.
(Cooper, J., Rao, J. R. eds) Molecular approaches to soil, rhizosphere and plant
microorganism analysis. CABI Publishing, Oxfordshire, 166-182s.

Sun W., Zhang Y.Q., Huang Y., Zhang Y.Q., Yang Z.Y. ve Liu Z.H., 2009:
Nocardia jinanensis sp. nov., an amicoumacin B-producing actinomycete, Int. J.
Syst. Evol. Microbiol., 59, 417-420.

112



Supong K., Suriyachadkun C., Tanasupawat S., Suwanborirux K., Pittayakhajonwut
P., Kudo T. ve Thawail C., 2013. Micromonospora sediminicola sp. nov.,
isolated from marine sediment. Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 63, 570-575

Suzuki K., Sasaki J., Uramoto M., Nakase T. ve Komagata K., 1996. Agromyces
mediolanus sp. nov., nom. rev., comb. nov., a species for “Corynebacterium
mediolanum” Mamoli 1939 and for some aniline-assimilating bacteria which
contain 2,4-diaminobutyric acid in the cell wall peptidoglycan, Int. J. Syst.
Bacteriol. 46:88— 93.

Suzuki K., Komagata K., 1983. Pimelobacter gen. nov., a new genus of coryneform
bacteria with LL-diaminopimelic acid in the cell Wall, J. Gen. Appl. Microbiol.,
29, 59-71.

Suzuki S.-1., Okuda T. ve Komatsubara S., 2001a. Selective isolation and distribution
of the genus Planomonospora in soils. Can. J. Microbiol. 47:253-263.

Suzuki S.-1., Okuda T. ve Komatsubara S., 2001b. Selective isolation and study of
the global distribution of the genus Planobispora in soils, Can. J. Microbiol.
47:979-986.

Staley J. T., 2006. The bacterial species dilemma and the genomic-phylogenetic
species concept. Philos. Trans. R. Soc. Lond.B. Biol. Sci. 361, 1899-1909.

Sveshnikova M., Maxinova T. ve Kudrina E. 1969. The species belonging to the
genus Micromonospora Oerskov 1923, and their taxonomy [in Russian].
Microbiologiya 38:883-893.

Sveshnikova M.A., Maksimova T.S., Kudrina E.S., 1969. The species of the
Micromonospora Orskov, 1923 and their taxonomy, Mikrobiologiya. 38, 883-
893.

Sahin N., 1995. Selective isolation, characterisation and classification of novel
thermotolerant streptomycetes. PhD thesis, University of Newcastle upon Tyne.

Sahin N., Saza A., Giiven K., Dogramaci M., 2010. Diversity of member of the
Streptomyces violaceusniger 16S rRNA gene clade in the legumes rhizosfere in
Turkey. Ann. Microbiol., DOI: 10.1007/s13213-010-0112-6.

Takahashi Y., Omura S., 2003. Isolation of new actinomycete strains for the
screening of new bioactive compounds. J. Gen. Appl. Microbiol., 49, 141-154.

Takeuchi M. ve Hatano K., 1999. Phylogenetic analysis of actinobacteria in the
mangrove rhizosphere. IFO Res. Commun. 19:47-62.

Takeuchi M. ve Hatano K., 2001. Agromyces luteolus sp. nov., Agromyces
rhizospherae sp. nov. and Agromyces bracchium sp. nov., from the mangrove
rhizosphere, Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51:1529-1537.

Takeuchi M., Hatano K., Sedlacek I. ve Pacova Z., 2002. Rhodococcus jostii sp.
nov., isolated from a medieval grave, Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 52:409-413.

Tamura A., Furuta R., Naruto S. ve Ishii H., 1973. Actinotiocin, a new sulfur-
containing peptide antibiotic from Actinomadura pusilla. J. Antibiot. 26:343—
350.

Tamura T., Hatano K., Suzuki K., 2006. A new genus of the family
Micromonosporaceae, Polymorphospora gen. nov., with description of
Polymorphospora rubra sp. nov., Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 56, 1959-1964.

113



Tamura T., Hayakawa M., Hatano K., 2001. A new genus of the order
Actinomycetales, Virgosporangium gen. nov., with descriptions of
Virgosporangium ochraceum sp. nov. and Virgosporangium aurantiacum sp.
nov., Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 51, 1809-1816.

Tamura T., Takeuchi M., Yokota A., 1994b. Luteococcus japonicus gen. nov., sp.
nov., a new gram-positive coccus with Ill-diaminopimelic acid in the cell Wall,
Int. J. Syst. Bacteriol., 44, 348-356.

Tanasupawat S., Jongrungruangchok S., Kudo T., 2010. Micromonospora marina sp.
nov., isolated from sea sand, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 60, 648-652.

Tang L., Yoon Y. J., Choi C. Y. Hutchinson C. R., 1998. Characterization of the
enzymatic domains in the modular polyketide synthase involved in rifamycin B
biosynthesis by Amycolatopsis mediterranei. Gene, 216, 255-265.

Terekhova L. P., Galatenko O. A. ve Preobrazhenskaya T. P., 1987. Validation of the
publication of new names and combinations previously effectively published
outside the IJSB List No. 23. Int. J. Syst. Bacteriol. 37:179— 180.

Thawai C., Tanasupawat S., Itoh T., Kudo T., 2006. Actinocatenispora thailandica
gen. nov., sp. nov., a new member of the family Micromonosporaceae, Int. J.
Syst. Evol. Microbiol., 56, 1789-1794.

Thompson C.J., Fink D. ve Nguyen D., 2002. Principles of microbial alchemy:
insights from the Streptomyces coelicolor genome sequence. Genome Biology
Reviews 3: 1020.1-1020.4.

Tian X., Cao L., Tan H., Han W., Chen M., Liu Y., Zhou S., 2007. Diversity of
cultivated and uncultivated actinobacterial endophytes in the stems and roots of
rice, Microbial Ecology, 53, 700-707.

Tindall J., Rossello-Mora R., Busse H. J., Ludwing W., Kampfer P., 2010. Notes on
the characterization of prokaryote strains for taxonomic purposes, Int. J. Syst.
Evol. Microbiol, 60, 249-266.

Tokala R.K., Strap J.L., Jung C.M., Crawford D.L., Salove M.H., Debald L.A.,
Bailey J.F., Morra M.J., 2002. Novel plant-microbe rhizosphere interaction
involving Streptomyces lydicus WYEC108 and the pea plant (Pisum sativum),
Appl. Environ. Microbiol., 68, 2161-2171.

Tomita K., Hoshino Y., Ohkusa N., Tsuno T., Miyaki T., 1992. Micromonospora
chersina sp. nov., Actinomycetol, 6, 21-28.

Tomita K., Nishio M., Yamamoto H., Hoshino Y., Ohkuma H., Konishi M., Miyaki
T., Oki, T., 1990. Pradimicins A, B and C": New Antifungal Antibiotics I.
Taxonomy, Production, Isolation and Physico-Chemical Proporties. J.
Antibiotics, XLIII (7), 755-762.

Trujillo M.E. ve Goodfellow, M., 1997. Polyphasic taxonomic study of clinically
significant actinomadurae including the description of Actinomadura latina sp.
nov. Zentralbl. Bakteriol., 285, 212-233.

Trujillo M.E. ve Goodfellow M., 2003. Numeric phenetic classification of clinically
significant aerobic sporoactinomycetes and related organisms, Ant. V.
Leewenhoek, 84, 39-68.

114



Trujillo M.E., Alonso-Vega P., Rodriguez R., Carro L., Cerda E., Alonso P.,
Martinez-Molina E., 2010. The genus Micromonospora is widespread in Legume
root nodules: the example of Lupinus angustifolius. International Society for
Microbial Ecology, 4, 1265-1281.

Trujillo M.E., Kroppenstedt R.M., Schumann P., Carro L., Martinez-Molina E.,
2006. Micromonospora coriariae sp. nov., isolated from root nodules of Coriaria
myrtifolia, Int. J. Syst. Evol. Microbiol.,, 56, 2381-2385.

Trujillo M.E., Kroppenstedt R.M., Schumann P., Marti'nez-Molina E., 2006.
Kribbella lupini sp. nov., isolated from the roots of Lupinus angustifolius, Int. J.
Syst. Evol. Microbiol., 56, 407-411.

Triiper H.G., Schleifer K.-H., 2006. Prokaryote Characteriztion and Identification,
Prokaryotes, 1, 58-79.

Tseng M., Yang S.-F., Hoang K.-C., Liao H.-C., Yuan G.-F. ve Liao C.-C. 2009.
Actinomadura miaoliensis sp. nov., a thermotolerant polyester-degrading
actinomycete, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 59, 517-520.

Tsukamura M., 1969. Numerical taxonomy of the genus Nocardia,. J. Gen.
Microbiol., 56, 265-287.

Tsukamura M., 1977. Extended numerical taxonomy study of Nocardia. Int. J. Syst.
Bacteriol., 27, 311-323.

Tsukamura M., Mizuno S., Tsukamura S. ve Tsukamura J., 1979. Comprehensive
Numerical Classification of 369 Strains of Mycobacterium, Rhodococcus, and
Nocardia. Int. J. of Syst. Bacteriol., 29 (2), 110-129.

Uchida K., Kudo T., Suzuki K. Nakase T., 1999. A new rapid method of glycolate
test by diethyl ether extraction, which is applicable to a small amount of bacterial
cells of less than one milligram. J Gen Appl Microbiol, 45, 49-56.

Upton M., 1994. Ecological Approaches to Selective Isolation of Actinomycetes
forBioactivity Screening, Thesis, Newcastle upon Tyne UK, Univ of Newcastle.

Urzi C., Brusetti L., Salamone P., Sorlini C., Stackebrandt E. ve Daffonchio D.,
2001. Biodiversity of Geodermatophilaceae isolated from altered stones and
monuments in the Mediterranean basin, Environ Microbiol 3, 471-479.

Urzi C., La Cono V. ve Stackebrandt E., 2004. Design and application of two
oligonucleotide probes for the identification of Geodermatophilaceae strains
using fluorescence in situ hybridization (FISH). Environ Microbiol 6, 678-685.

Urzi C., Leo, F.D., Schumann P., 2008. Kribbella catacumbae sp. nov. and Kribbella
sancticallisti sp. nov., isolated from whitish-grey patinas in the catacombs of St
Callistus in Rome, Italy. Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 58, 2090-2097.

Urzi C., Salamone P., Schumann P., Stackebrandt E., 2000. Marmoricola
aurantiacus gen. nov., sp. nov., a coccoid member of the family Nocardioidaceae
isolated from a marble statue, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 50, 529-536.

Valdés M., Pérez N.O., Estrada-de los Santos, P., Caballero-Mellado J., Pefia-
Cabriales J.J., Normand P., Hirsch A.M., 2005. Non-Frankia actinomycetes
isolated from surface-sterilized roots of Casuarina equisetifolia fix nitrogen,
Applied and Environmental Microbiology, 71, 460-466.

115



Vandamme P., Pot B., Gillis M., de Vos P., Kersters K. ve Swings J., 1996.
Polyphasic taxonomy, a consensus approach to bacterial systematics. Microbiol.
Rev., 60 (2), 407-438.

Ventura M, ve dig. 2007. Genomics of Actinobacteria: tracing the evolutionary
history of an ancient phylum, Microbiol. Mol. Biol. Rev. 71:495-548.

Veyisoglu A. ve Sahin N., 2013. Streptomyces hoynatensis sp. nov., isolat ed from
Black Sea deep sediment, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., doi:10.1099/ijs.0.055640-
0

Vionis A. P., Katsifas E. A., Karagouni A. D., 1998. Survival, metabolic activity and
conjugative interactions of indigenous and introduced Streptomyces strains in soil
microcosms, Antonie van Leeuwenhooek, 73,103-115.

Vobis G., 2006. The genus Actinoplanes and related genera. In The Prokaryotes, A
handbook on the Biology of Bacteria, Edited by Falkow, S., Rosenberg, E.,
Schleifer, K.-H., Stackebrandt, E., Dworkin, M., 3th edition, volume 3, Chapter
1.1.9., Springer, 623-653, Springer.

Vylegzhanina E.S., Dmitriva N.F., Polin A.N., Naumova I.B. ve Epishin, I.N., 1986.
Structure of teichoic acid of a poly (glycerophosphate) nature from Streptomyces
levoris K-3053 and its biological properties. Antibiot. Med. Bioteknol., 31, 584-
587.

Waitz J.A., Horan A.C., Kalyanpur M.B., Lee K.D., Loebenberg J.A., Marquez G.,
Miller, ve Patel, M.G., 1981. Kianimicin (Sch 25663), a novel antibiotic
produced by Actinomadura kijaniata SCC 1256. Fermentation, isolation,
characterization and biological properties. J. Antibiot., 34, 1101-1106.

Waksman S. A., 1961. The Actinomycetes, vol. 2, Classification, Identification and
Description of Genera and Species. Baltimore: Williams and Wilkins.

Waksman S.A., Henrici, A.T., 1943. The nomenclature and classification of
Actinomycetes. J. Bacteriol., 46 (4), 337-41.

Waksman, A.S., 1989, Actinomycetes, Ege Universitesi Fen Fakiiltesi kitaplar serisi
89, IZMIR, 328s.

Wakuzaka Y., ve others. 1983. Immunoactivating agent originated from bacteria
belonging to Agromyces genus. Patent J.P. 58043790.

Wang Z., Crawford D. L., Pometto A. L., Rafii F., 1989. Survival and effects of
wild-type, mutant, and recombinant Streptomyces in a soil ecosystem, Can. J.
Microbiol, 35, 535-543.

Wang F., Xu X. X., Qu Z., Wang C., Lin H. P, Xie Q. Y., Ruan J. S., Sun M. ve
Hong K. 2011. Nonomuraea wenchangensis sp. nov., isolated from mangrove
rhizosphere soil, Int J Syst Evol Microbiol, 61, 1304-1308.

Wang Z., Xu J., Li Y., Wang K., Wang Y., Hong Q., Li W. J. and Li S. P., 2010.
Rhodococcus jialingiae sp. nov., an actinobacterium isolated from sludge of a
carbendazim wastewater treatment facility, Int J Syst Evol Microbiol 60, 378-381

Wang Y.M., Zhang Z.S., Xu X.L., Ruan J.S., Wang Y., 2001b. Actinopolymorpha
singaporensis gen. nov., sp. nov., a novel actinomycete from the tropical
rainforest of Singapore, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 51, 467-473.

116



Wang Y.X., Zhi X.Y., Chen H.H., Zhang Y.Q., Tang S.K., Jiang C.L., Xu L.H. ve Li
W.J., 2007. Actinomadura alba sp. nov., isolated from soil in Yunnan, China. Int.
J.Syst. Evol. Microbiol., 57, 1735-1739.

Ward A.C. ve Goodfellow M., 2004. Phylogeny and functionality: Taxonomy as a
roadmap to genes. In: Microbial Diversity and Bioprospecting, pp. 288-313.
Edited by A.T. Bull. ASM Press, Washington D.C.

Ward C.A., Bora N., 2006. Diversity and biogeography of marine actinobacteria.
Ecology and industrial microbiology, 9, 279-286.

Watve M.G., Tickoo R., Jog M.M. ve Bhole, B.D., 2001. How many antibiotics are
produced by the genus Streptomyces Archives of Microbiology 176: 386-390.

Weinbauer, M.G., Beckmann, C. and Hofle, M.G., 1998, Utility of gren fluorescent
nucleic acid dyes and aluminum oxide membrane filters for rapid
epifluorescence enumeration of soil and sediment bacteria, Appl. Environ.
Microbiol., 64:5000-5003.

Weinstein M. J., Luedemann G. M., Oden E. M., Wagman G.H., 1968. Halomicin, a
new Micromonospora-produced antibiotic. Antimicrob Agents Chemother, 1967,
435-441.

Wellington E.M., 2009. Actinobacteria. Encyclopedia of Microbiology. (Moselio
Schaechter, Editor), Oxford:Elsevier, 26-44.

Wellington E.M.H., Williams S. T., 1978. Preservation of actinomycete inoculum in
frozen glycerol. Microbios Letters, 6, 151-1509.

Wenzel S.C., Miiller R., 2005. Recent developments towards the heterologous
expression of copmlex bacterial natural product biosynthetic pathways, Curr
Opin Biotech, 16, 594-606.

Wiese J., Jiang Y., Tang S., Thiel V., Schmaljohann, R., Xu, L., Jiang, C., Imhoff,
J.F. 2008. A new member of the family Micromonosporaceae, Planosporangium
flavigriseum gen. nov., sp. nov. Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 58, 1324-1331.

Williams, S.T., Goodfellow, M., Anderson, G.,Wellington, E.M.H., Sneath,P.H.A.
and Sackin M.J., 1983, Numerical classification of Streptomyces and related
genera, J. Gen. Microbial., 129:1743-1813.

Williams S. T., 1978. Streptomycetes in the soil ecosystem. Zentral Bakteriol
Parasiten Infektion Hygiene, Abteilung 1. Suppl, 6, 137-144.

Williams S. T., Shameemullah M., Watson E. T., Mayfield C. 1., 1972. Studies on
theecology of actinomycetes in soil, VI The influence of moisture tension on
growth and survival, Soil Biol. Biochem, 4, 215-225.

Williams S.T., Goodfellow M., Alderson G., 1989. Genus Streptomyces Waksman
and Henrici 1943, (Editorler: Williams and Wilkins), 4, 2452-2492.Baltimore

Williams S.T., Goodfellow M., Alderson G., Wellington E.M.H., Sneath P.H.A.,
Sackin M.J., 1983. Numerical classification of Streptomyces and related genera.
Journal of General Microbiology., 129, 1743-1813.

Wilson D., 1992. Biochemistry and genetics of actinomycete cellulases. Critical
Reviews in Biotechnology, 12, 45-63.

117



Wink J., Kroppenstedt R.M., Seibert G. ve Stackebrandt E., 2003. Actinomudura
namibiensis sp. nov., Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 53, 721-724.

Woese C. R., 1987. Bacterial evolution, Microbiological Reviews, 51, 221-271.

Wright G.D., 2007. The antibiotic resistome: the nexus of chemical and genetic
diversity. Nature Reviews Microbiology 5: 175-186.

Xing K., Qin S., Fei S. M., Lin Q., Bian G. K., Miao Q., Wang Y., Cao C.L., Tang S.
K., Jiangl J. H. and Li W. J., 2011. Nocardia endophytica sp. nov., an
endophytic actinomycete isolated from the oil-seed plant Jatropha curcas L. Int.
J. Syst. Evol. Microbiol., 61, 1854-1858

Yabe S., Aiba Y., Sakai Y., Hazaka M., Yokota A., 2011. Thermasporomyces
composti gen. nov., sp. nov., a thermophilic actinomycete isolated from compost.
Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 61, 86-90.

Yagafarova G.G. ve Skvortsova I.N., 1996. A new oil-oxidizing strain of
Rhodococcus erythropolis. Applied Biochemistry and Microbiology 32, 207—
209.

Yamamura H., Hayakawa M., Limura Y., 2003. Application of sucrose-gradient
centrifugation for selective isolation of Nocardia sp. from soil, Journal of
Applied Microbiology, 95, 677-685.

Yamamura H., Hayakawa M., Nakagawa Y., Tamura T., Kohno T., Komatsu F.,
limura Y. 2005. Nocardia takedensis sp. nov., isolated from moat sediment and
scumming activated sludge, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 55, 433-436.

Yano I, Imadea T. ve Tsukamura M., 1990. Characterization of Nocardia nova. Int.
J. Syst. Evol. Microbiol., 40 (2), 170-174.

Yassin A. F., Haggenei B., Budzikiewicz H., Schaal K. P., 1993. Fatty-acid and
polar-lipid-composition of the genus Amycolatopsis — application of fast-atom-
bombardment mass-spectromerty to structure analysis of underivatized phospho-
lipids. International Journal of Systematic Bacteriology, 43, 414-420.

Yokota A., Tamura T., Takeuchi M., Weiss N., Stackebrandt E., 1994. Transfer of
Propionibacterium innocuum Pitcher and Collins 1991 to Propioniferax gen.
nov. as Propioniferax innocua comb. nov. Int. J. Syst. Bacteriol., 44, 579-582.

Yoon J. H., Cho Y.-G., Kang S.-S., Kim S. B., Lee S. T. ve Pdig Y.-H., 2000a.
Rhodococcus koreensis sp. nov., a 2, 4-dinitrophenoldegrading bacterium. Int. J.
Syst. Evol. Microbiol. 50:1193-1201.

Zakrzewska-Czerwinska J., Mordarski M. ve Goodfellow M., 1988. DNA Base
composition and homology values for some Rhodococcus species. Journal of
General Microbiology 134, 2807 2813.

Zgurskaya H. 1., ve Evtushenko L. I., 1996. Agromyces cerinus subsp. cerinus strain
for dideoxyarabinose production. Patent RU 2055887.

Zgurskaya H. 1., Evtushenko L. I., Akimov V. N., Voyevoda H. V., Dobrovolskaya
T. G., Lysak L. V. ve Kalakoutskii L. V., 1992. Emended description of the
genus Agromyces and description of Agromyces cerinus subsp. cerinus sp. nov.,
subsp. nov., Agromyces cerinus subsp. nitratus sp. nov., subsp. nov., Agromyces
fucosus subsp. fucosus sp. nov., subsp. nov. and Agromyces fucosus subsp.
hippuratus sp. nov., subsp. nov. Int. J. Syst. Bacteriol. 42:635-641

118



Zhang H., Zhang W., Jin Y., Jin M., Yu X., 2008. A comperative study on the
phylogenetic diversity of culturable actinobacteria isolated from five marine
sponge species. Antonie Van Leeuwenhoek, 93(3), 241-248.

Zhang J., Zhang Y., Xiao C., Liu Z. ve Goodfellow M., 2002. Rhodococcus
maanshanensis sp. nov., a novel actinomycete from soil, Int. J. Syst. Microbiol.
52:2121- 2126.

Zhang Y.-Q., Chen J., Liu H.-Y., Zhang Y.-Q., Li W.-J. ve Yu L.-Y. 2011.
Geodermatophilus ruber sp. nov., isolated from rhizosphere soil of a medicinal
plant. Int J Syst Evol Microbiol 61, 190-193.

Zhang Z., Kudo T., Nakajima Y., Wang Y., 2001. Clarification of the relationship
between the members of the family Thermomonosporaceae on the basis of 16S
rRNA, 165-23S rRNA internal transcribed spacer and 23S rRNA sequences and
chemo-taxonomic analyses. Int. J. Syst. Evol. Microbio., 51, 373-383.

Zhang Z., Wang Y., Ruan J., 1998. Reclassification of Thermomonospora and
Microtetraspora. Int. J. Syst. Bacteriol., 48, 411-422.

Zhao G. Z., Li J.,, Zhu W. Y., Klenk H. P., Xu L.H. and Li W.J., 2011. Nocardia
artemisiae sp. nov., an endophytic actinobacterium isolated from a surface-
sterilized stem of Artemisia annua L. . Int J Syst Evol Microbiol 61, 2933-2937

Zhao G. Z., LiJ.,, Huang H. Y., Zhu W. Y., Xu L. H. ve Li W. J. 2011. Nonomuraea
rhizophila sp. nov., an actinomycete isolated from rhizosphere soil. Int J Syst
Evol Microbiol 61, 2141-2145.

Zhao G. Z., LiJ., ZhuW. Y., Tian S. Z., Zhao L. X,, Yang L. L., Xu L. H. ve Wen-
Jun L., 2012. Rhodococcus artemisiae sp. nov., an endophytic actinobacterium
isolated from the pharmaceutical plant Artemisia annua L. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol. 62, 900-905

Zhao H., Kassama Y., Young M., Kell D.B., Goodacre R., 2004. Differentiation of
Micromonospora isolates from a coastal sediment in Wales on the basis of
Fourier transform infrared spectroscopy, 16S rRNA sequence analysis, and the
amplified fragment lengt polymorphism technique. Appl. Environ. Microbiol.,
70, 6619- 6627.

Zhi X.Y., Li W.J., Stackebrandt E., 2009. An update of the structure and 16S rRNA
gene sequence-based definition of higher ranks of the class Actinobacteria, with
the proposal of two new suborders and four new families and emended
descriptions of the existing higher taxa, Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 59, 589-
608.

Zhukova R. A., Tsyganov V. A. ve Morozov V. M., 1968. A new species of
Micropolyspora-Micropolyspora  angiospora sp. nov. [in  Russian].
Microbiologiya 97:724— 728.

Zopf W., 1889. Uber das Mikrochemische Verhatten von Fettfarbstoff-haltigen
Organen. Z. Wissensch. Mikrosk. 6:172-177

Zopf W., 1891. Uber Ausscheidung von Fettfarbstoffen (Lipochromen) seitens
gewisser Spaltpilze. Berichte der Deutschen Botanischen Gesellschaft 9, 22-28.

119



URL-1: http://ezgenome.ezbiocloud.net/, (Ziyaret tarihi: Kasim-2014).
URL-2:http://www.bacterio.cict.fr/a/actinomadura.html,(Ziyaret tarihi: Aralik-2015).
URL-3: http://www.bacterio.net/a/amycolatopsis.html, (Ziyaret tarihi: Aralik-2015).
URL-4: http://www.bacterio.net/n/nocardia.html, (Ziyaret tarihi: Aralik-2015).
URL-5: http://www.bacterio.net/n/nonomuraea.html, (Ziyaret tarihi: Aralik-2015).
URL-6: http://www.bacterio.net/s/streptomyces.html, (Ziyaret tarihi: Aralik-2015).
URL-7: http://www.bacterio.net/s/microbispora.html, (Ziyaret tarihi: Aralik-2015).
URL-8: http://www.ncbi.nlm.nih.gov, (Ziyaret tarihi: Kasim-2015).

URL-9: http://www.ebi.ac.uk, (Ziyaret tarihi: Aralik-2015).

120


http://www.bacterio.net/a/amycolatopsis.html
http://www.bacterio.net/n/nocardia.html
http://www.bacterio.net/n/nonomuraea.html
http://www.bacterio.net/s/streptomyces.html
http://www.bacterio.net/s/microbispora.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/

EKLER

EK A: Kiiltiir Ortamlarinin Bilesimi ve Hazirlanist

EK-B: Cozeltilerin Bilesimi ve Hazirlanis1

EK-C: Farkl1 Besiyerleri ile Yapilan Toprak Izolasyonudan Petri Goriintiileri
EK-D: Cinslerle ilgili Yiizde Benzerlik ve Niikleotit Farklilig: Tablolar1
EK-E: Izolatlarin Renk Gruplar1 Tablosu

121



EK A: Kiiltiir Ortamlarinin Bilesimi ve Hazirlamisi

Hiimik Asit Vitamin Agar (HV agar, Hayakawa ve Nonomura, 1987)
Hiimik Asit Vitamin Agar (HV agar), nadir aktinomiset izolasyonunda se¢ici besiyeri
olarak kullanildi.

Hiimik asit 19
Na;HPO, 059
KCI 1,74
MgSO,-7H,0 50 mg
FeSO,-7H,0 10 mg
CaCOs 10 mg
Agar (Acumedia) 15¢
Distile su 1 litre
pH 7,2

Once, hiimik asit 10 ml 0,2 N NaOH i¢inde ¢dziildii ve agar hari¢ diger ortam
bilesenleriyle birlikte birkag¢ dakika homojen olana kadar kaynatildi. Oda 1sisinda
sogumaya birakildiktan sonra pH’st 0,1 M NaOH veya HCI ile ayarland1 ve agar
ilave edilerek homojen hale gelene kadar karistirilarak kaynatildi. Hazirlanan kiiltiir
ortam1 otoklava dayanakli 500 ml’lik agz1 kapakli cam siselerde 400°er ml olacak
sekilde boliinerek 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi. Sterilizasyon isleminden
sonra 50-55 °C’ye ayarli su banyosunda bekletildi ve 45-50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra aseptik kosullarda vitamin stok solusyonundan 400 ml’de 1 ml

olacak sekilde ilave edildi ve besiyeri petrilere dokiildii.
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Vitamin Stok Solusyonu

41Thiamine hydrochloride 0,5 mg
Riboflavin 0,5 mg
Niacin 0,5 mg
Pyridoxine hydrochloride 0,5 mg
Inositol 0,5 mg
Calcium pantothenote 0,5mg
p-Aminobenzoik acid 0,5 mg
Biotin 0,25 mg
Distile su 10 ml

Distile suda ¢dziilen vitamin karisimi, steril 0,45 pm c¢apindaki membran
filtreden (Corning, Germany) gecirilerek steril edildi ve sisenin etrafi aliminyum

folyo ile kapatilarak +4 °C’de saklandi.
Glucose Yeast-Extract Agar (GYEA, Gordon ve Mihn, 1962)

Organizmalarin gelistirilmesinde genel besiyeri olarak kullanilmistir.

Glukoz (Merck) 10g
Maya 0ziitii (Acumedia) 10¢g
Agar (Acumedia) 18¢
Saf su 1 litre
pH 6,8-7,2

Agar disindaki tiim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziiliip pH metre (Hanna
Instruments) ile ortam pH’ si dl¢iildii. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCl
ilave edilerek yapildi ve agar ilave edilerek besi yeri kaynatildi. Otoklava dayanikl
siselere besi yeri konularak 121°C* de 20 dk otoklavla (Niive, OT4060) steril edilip,
50 °C’ ye kadar su banyosunda (Niive, BM402) sogutulduktan sonra aseptik sartlarda
steril kabinde (Pbi, Miniflo International, Milano-Italy) petrilere dokiildii.
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Tryptone Yeast Glucose Extract Agar (TYGA, Bower and Hucker, 1930)

Tryptone Yeast Glucose Extract Agar ortami, topraktan bakteri izolasyonunda

kullanilacak organizmalarin gelistirilmesinde kiiltiir ortam1 olarak kullanilmistir.

Tripton (Oxoid) 30
Maya 6ziitii (Acumedia) 5¢
Glukoz (Merck) 50
Agar (Acumedia) 159
Distile su 1 litre
pH 7,0

Agar disindaki tiim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziiliip pH metre ile
ortam pH’ s1 Olciildii. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek
yapild1 ve agar ilave edilerek besi yeri kaynatildi. Otoklava dayanikli siselere besi
yeri konularak 121°C’de 20 dk otoklavla steril edilip, 50°C’ ye kadar su banyosunda
sogutulduktan sonra aseptik sartlarda petrilere dokiildii.

TYGA i¢ine, hazirlanan vitamin stok ¢ozeltisinden 400 ml’de 1 ml olacak

sekilde ilave edilerek GYME vitaminli ortam hazirlandi.

NZ-Amine Agar

Glukoz (Sigma) 109
Starch, soluble (Sigma) 20 ¢
Maya 0ziitii (Acumedia) 50
N-Z-Amine (Sigma) 59
CaCO3 19
Agar (Acumedia) 159
Saf su 1 litre
oH 7.2

Agar disindaki tim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziiliip pH metre ile
ortam pH’ s1 Olciildii. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek
yapild1 ve agar ilave edilerek besi yeri kaynatildi. Otoklava dayanikli siselere besi
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yeri konularak 121°C’de 20 dk otoklavla steril edilip, 50°C’ ye kadar su banyosunda
sogutulduktan sonra aseptik sartlarda petrilere dokiildii.
Glucose Yeast-Extract Broth

Glucose Yeast-Extract Broth, DNA izolasyon c¢alismasi i¢in hiicre pelleti elde

edilmesinde kiiltiir ortami olarak kullanilmaistir.

Glukoz (Merck) 10 g
Maya 6ziitii (Acumedia) 109
Saf su 1 litre
pH 6,8-7,2

Tim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oOziilip pH metre ile ortam pH’ s1
Olciildii. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek yapildi ve besi
yeri manyetik karistirictda homojen hale gelene kadar karistirildi. Otoklava dayanikli
100 mI’lik erlenlere 40 ml olacak sekilde paylastirildi ve agizlar1 6nce pamukla
kapatilip ardindan aliiminyum folyoyla sarildiktan sonra 121°C* de 20 dk otoklavla
steril edildi.

Tryptone Yeast Glucose Extract Broth

Tryptone yeast glucose extract broth ortami, DNA izolasyon ¢alismasi igin hiicre

pelleti elde edilmesinde kiiltlir ortam1 olarak kullanilmistir.

Tripton (Oxoid) 39
Maya 06ziitii (Acumedia) 59
Glukoz (Merck) 5¢g
Distile su 1 litre
pH 7,0

Tim ortam igerikleri 1 litre saf suda ¢oziilip pH metre ile ortam pH’ s1
ol¢iildii. pH ayarlamasi ortama 0,1 M NaOH veya HCI ilave edilerek yapildi ve besi
yeri manyetik karistiricida homojen hale gelene kadar karistirildi. Otoklava dayanikli
100 ml’lik erlenlere 40 ml olacak sekilde paylastirildi ve agizlar1 6nce pamukla
kapatilip ardindan aliiminyum folyoyla sarildiktan sonra 121°C” de 20 dk otoklavla

steril edildi.
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Yeast Extract-Malt Extract Agar (ISP 2) (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Yeast Extract-Malt Extract Agar (ISP 2) ortami, organizmalarin stok kiiltiirlerinin
hazirlanmasinda kullanilmistir. Ayrica organizmalarin kiiltiirel ve morfolojik

karakterizasyon i¢inde bu besiyeri ortami kullanilmistir.

Glikoz 49
Bacto-Yeast Extract (Difco) 44
Bacto-Malt Extract (Difco) 10g
Agar 159
Saf su 1000 ml
pH 7,2

Agar hari¢ diger ortam igerikleri saf su icerisinde ¢oziildii. pH 0,1 M NaOH
ve 0,1 M HCl ile 7,3’e ayarlandi ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi.
Otoklav siselerine dokiilerek 121 °C’de 15 dakika otoklav edilen besiyeri, su
banyosunda 45-50 °C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.

Nisasta-Kazein Agar (Kiister ve Williams, 1964)

Denizel aktinomisetlerin sedimentten izolasyonunda secici izolasyon besiyeri olarak

belirlenmistir.
Nisasta (Soluble Starch, BDH) 10g
Kazein (Casein) 0.3¢g
KNO; 29
NaCl 29
MgS04. 7H,0 0,05¢g
CaCO; 0,029
FeSQO,. 7H,0 0,01g
% 20’lik K,HPO, 10 ml
Agar (Difco) 12 g
Saf su 1000 ml
pH 7,0-7,2

% 20’lik KoHPQy, nigasta ve agar harig diger ortam igerikleri 900 ml saf su igerisinde
¢oziildi. 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCl ile pH 7,0-7,2’ye ayarlandi. Karigim 1sitilirken
agar eklendi. Olgiilii miktardaki nisasta 100 ml soguk saf su igerisinde ayr1 olarak
¢oziildii ve hazirlanmis sicak besiyerine karigtirarak ilave edildi. Hazirlanan besiyeri
500 ml’lik otoklav siselerine 400 ml’ler halinde konularak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilizasyonu saglandi. % 20’lik KoHPO, soliisyonu, besiyerlerinden

ayri olarak bagka bir sisede otoklavlanarak sterilizasyonu saglandi. Otoklav sonrasi
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45-50°C’ye kadar su banyosunda sogutulan besiyerlerine aseptik kosullarda % 20’lik
K;HPO,’tan 10 ml /L olacak sekilde ilave edildi. Besiyeri petrilere dokiilmeden
once, aktinomisetler disinda bazi istenmeyen mikroorganizmalarin izolasyon
ortaminda tiremesini engellemek i¢in besiyerine aseptik kosullarda steril Nalidixic
acid (10 pg/ml) ve Nystatin (50 pg/ml ) antibiyotiklerinden uygun miktarlarda
katildi.

Stevenson’s Agar (Stevenson, 1967)

67 g yeast nitrojen base ve 0,1 g casamino acid 1 litre ddH,O’da ¢oziiliir ve filter
sterilizasyonu yapilir. Steril KoHPO,4 (200 ml, % 10 w/v) 10X Stevenson’s Medium
hazirlamak i¢in 800 ml’ye eklenir. 1x Stevenson’s medium hazirlamak i¢in, 100 ml
10 x Stevenson’s medium steril erimis agar ile karistirilir (%1.5, w/v).

SML1: Stevenson’s agar medium (1x) + D-sorbitol (1%, w/v) + neomisin siilfat (4
ng/ml). (Tan ve dig., 2006)

SM2: Stevenson’s agar medium (1x) + D-melezitose (%1, w/v) + neomisin siilfat (4
png/ml). (Tan ve dig., 2006)

SM3 Agar-Gauze’s Agar (Tan ve dig., 2006)

Denizel aktinomisetlerin sedimentten izolasyonunda segici izolasyon besiyeri olarak

kullanilmastir.
Glikoz 10g
Pepton 50
Tripton 39
Deniz tuzu 359
Agar 15¢g
Saf su 1000 ml
pH: 7,2

Tim ortam igerikleri 900 ml saf su igerisinde ¢dziildii. Daha sonra son hacim 1000
ml’ye tamamlandi. 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCl ile pH 7,0-7,2’ye ayarlandi. Karisim
sitilirken agar eklendi. Hazirlanan besiyeri 500 ml’lik otoklav siselerine 400 ml’ler
halinde konularak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilizasyonu saglandi.
Besiyeri petrilere dokiilmeden oOnce, aktinomisetler diginda bazi istenmeyen
mikroorganizmalarin ve funguslarin izolasyon ortaminda iiremesini engellemek icin
besiyerine aseptik kosullarda steril Nystatin (50 pg/ml) ve Rifampicin (Spg/ml)

antibiyotiklerinden uygun miktarlarda katildi.
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Gliserol-asparajin Agar (ISP 5) (Pridham ve dig., 1956/1957)

Gliserol-asparajin Agar (ISP 5) ortami, organizmalarin kiiltiirel ve morfolojik

karakterizasyonu i¢in kullanilmistir.

L-asparajin 1lg
Gliserol 10 g
KoHPO, 1 g
Trace salts solution 1ml
Agar 209
Saf su 1000 ml
pH 7,2

Agar hari¢ diger ortam igerikleri saf su igerisinde ¢oziildii. pH, 0,1 M NaOH ve 0,1
M HCI ile 7,3’e ayarland1 ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi.
Otoklav siselerine dokiilerek 121°C’de 15 dakika otoklav edilen besiyeri, su
banyosunda 45-50 °C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.
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EK-B: Cozeltilerin Bilesimi ve Hazirlanisi

Mikroorganizmalarin Izolasyonu Asamasinda kullanilan Cézeltiler
Ringer cozeltisi

Izolasyon calismasina baslamadan once, toprak siispansiyonu elde edilmesi ve

testlerin uygulama asamasindan Once spor siispansiyonunun hazirlanmasi igin

kullanilmustir.
Ringer 1 tablet
Distile su 500 mi

500 ml saf su icinde ¢oziilen ringer ¢ozeltisi 500 ml’lik otoklavlanabilir cam siselere

konularak 121°C’de 20 dk otoklavda steril edildi.
Siikroz ¢ozeltisi (Yamamura ve dig., 2003)

Literatiire uygun olarak aktinomiset grubu organizmalarin en yogun sekilde elde
edildigi siikroz konsantrasyonu %20 oldugu i¢in, %20’lik olarak siikroz ¢ozeltisi

hazirland1 ve siikroz gradient tekniginde kullanildi.

Siikroz 209
Distile Su 80 ml

80 ml saf suda ¢oziilen slikroz, 0.45 pum capindaki membran filtreden gegirilerek

steril edildi ve 10 mI’lik cam siselere 9 ml ilave edilerek hazirlandi.

% 20’lik Gliserol Stok Cozeltisi (Wellington ve Williams, 1978)

Gliserol stok ¢ozeltisi test izolatlarinin spor ve/veya miselyumlarinin -18°C’de uzun

siireli saklanmasi i¢in hazirlanmistir.

Gliserol (Park, Northampton, UK) 20 ml

Distile su 80 ml

Hazirlanan gliserol stok soliisyonu 1,5 ml’lik distan kapakli cryo tiiplerin i¢ine 1 ml

olacak sekilde paylastirilip 121°C’de 20 dk otoklavlandi.
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50 pg/ml Konsantrasyonunda Cycloheximide Stok Soliisyonu

Cycloheximide (50 pg/ml) funguslarin besiyeri igerisinde liremesini engellemek i¢in
katilmastir.

Oncelikle 100 m1’lik otoklava dayanikli bos bir sise 121 °C’de 15 dk. otoklav
edilerek steril edildi. Daha sonra ayri olarak 100 ml saf su igerisinde 2 g
cycloheximide ¢oziildii. Cycloheximide ¢ozeltisi steril bir enjektore c¢ekildi ve
onceden otoklav edilmis bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden gecirilerek
aktarildi. Sisenin kapag sikica kapatilip ve gerekirse parafinlenip 4 °C’de saklandh.
Besiyer hazirlanirken, aseptik kosullarda bu stok soliisyonundan 1 ml ¢ekilerek steril

edilmis besiyerine katildi. Ardindan besiyerinin petrilere dokiim islemi yapildi.
50 pg/ml Konsantrasyonunda Nistatin Stok Soliisyonu

Nistatin (50 pg/ml) izolasyon besiyerlerine istenmeyen bazi mikroorganizmalarinin
tiremesini engellemek i¢in katilmistir.

Oncelikle 100 m1’lik otoklava dayanikli bos bir sise 121 °C’de 15 dk. otoklav
edilerek steril edildi. Ardindan ayri olarak 100 ml saf su igerisinde 2 g nystatin
¢oziildii. Nistatin ¢ozeltisi, steril bir enjektdre ¢ekildi ve dnceden otoklav edilmis bos
siseye aseptik kosullarda membran filtreden gecirilerek aktarildi. Sisenin kapagi
sikica kapatilip ve gerekirse parafinlenip 4 °C’de saklandi. Besiyer hazirlanirken,
aseptik kosullarda bu stok soliisyonundan 1 ml ¢ekilerek steril edilmis besiyerine

katild1. Ardindan besiyerinin petrilere dokiim islemi yapildu.

5 ng/ml Konsantrasyonunda Rifampicin Stok Soliisyonu

Rifampicin (0,5 pg/ml), nisasta-kazein agar (Kiister ve Williams, 1964) izolasyon
ortamina istenmeyen bazi mikroorganizmalarinin {iremesini engellemek ig¢in
konulmustur.

Oncelikle 100 mI’lik otoklava dayanikli bos bir sise 121 °C’de 15 dk. otoklav
edilerek steril edildi. Ardindan ayr1 olarak 100 ml saf su icerisinde 0,2 g rifampicin
¢oziildii. Rifampicin ¢6zeltisi, steril bir enjektore ¢ekildi ve dnceden otoklav edilmis
bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden gecirilerek aktarildi. Sisenin kapagi
sikica kapatilip ve gerekirse parafinlenip 4 °C’de saklandi. Besiyer hazirlanirken,
aseptik kosullarda bu stok soliisyonundan 1 ml cekilerek steril edilmis besiyerine

katildi. Ardindan besiyerinin petrilere dokiim islemi yapildi.
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10 pg/ml Konsantrasyonunda Nalidiksik Asit Stok Soliisyonu
Nalidiksik asit (10 pg/ml) istenmeyen mikroorganizmalarin besiyeri igerisinde
tiremesini engellemek icin katilmistir.

Oncelikle 100 m1’lik otoklava dayanikli bos bir sise 121 °C’de 15 dk. otoklav
edilerek steril edildi. Daha sonra ayr1 olarak 100 ml saf su igerisinde 0,4 g
cycloheximide ¢o0ziildii. Nalidiksik asit ¢ozeltisi steril bir enjektore cekildi ve
onceden otoklav edilmis bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden gegirilerek
aktarildi. Sisenin kapagi sikica kapatilip ve gerekirse parafinlenip 4 °C’de saklandh.
Besiyer hazirlanirken, aseptik kosullarda bu stok soliisyonundan 1 ml ¢ekilerek steril

edilmis besiyerine katildi. Ardindan besiyerinin petrilere dokiim iglemi yapildi.

4 ng/ml Konsantrasyonunda Neomycin Siilfat Stok Soliisyonu
Neomycin siilfat (4 pg/ml) istenmeyen mikroorganizmalarin besiyeri igerisinde
tiremesini engellemek icin katilmistir.

Oncelikle 100 m1’lik otoklava dayanikli bos bir sise 121 °C’de 15 dk. otoklav
edilerek steril edildi. Daha sonra ayr1 olarak 100 ml saf su igerisinde 0,16 g
cycloheximide ¢oziildii. Neomisin siilfat ¢ozeltisi steril bir enjektore c¢ekildi ve
onceden otoklav edilmis bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden gegirilerek
aktarildi. Sisenin kapag sikica kapatilip ve gerekirse parafinlenip 4 °C’de saklandu.
Besiyer hazirlanirken, aseptik kosullarda bu stok soliisyonundan 1 ml ¢ekilerek steril

edilmis besiyerine katildi. Ardindan besiyerinin petrilere dokiim islemi yapildi.
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Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

0.5MEDTA, pH 8

EDTA(Merck) 186,1 g
DDH,0 (Double distile su) 1 litre

800 ml DDH,0 igerisine 186,1 g EDTA ve ~ 20 g NaOH pelleti ilave edilerek
manyetik karigtirici iizerinde berraklagincaya kadar ¢6ziildii. Son hacim DDH,O0 ile
1000 mI’ye tamamlandi1. 100 ml’lik agz1 kapakli cam siselere boliinerek 121°C’de 15
dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda saklandi.

1M Tris, pH 8
Tris (Amresco) 121,1g
DDH,0 1 litre

800 ml DDH,O0 igerisine 121,1 g tris ilave edildi ve manyetik karistiric iizerinde 50
°C’de berraklasincaya kadar ¢oziilerek oda sicakliginda sogumaya birakildi. pH 8’de
1 M Tris elde etmek i¢in soliisyon igerisine 42 ml % 38’lik HCI ilave edildi. Son
hacim DDH,0 ile 1000 ml’ye tamamlandi. 100 ml’lik agz1 kapakli cam siselere
boliinerek 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda saklandi.

TE tamponu, pH 8

0.5M EDTA, pH 8 (Merck) 2ml
1M Tris, pH 8 10 mi
DDH,0 1 litre

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

sicakliginda saklandi.

Lizozim (50 mg/ml)

Lizozim (Sigma) 500 mg
TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) 10 mi

500 mg lizozim 10 ml TE tampon igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. 1,5 ml’lik steril

eppendorf tiiplere 1’er ml boliinerek -18°C’de kullanim zamanina kadar saklandi.
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Proteinaz K (2 mg/ml)

Proteinaz K (AppliChem) 20 mg
TE tamponu (Otoklav edilmis) 10 ml

20 mg proteinaz K 10 ml TE tamponu igerisinde ¢6ziildii. 1,5 ml’lik steril eppendorf

tiiplere 1’er ml boliinerek -18°C’de kullanim zamanina kadar saklandi.

% 10’1luk Sarkosil

N-Laurylsarcosine (Sigma) 1g
DDH,0 10 ml

1 g N-Laurylsarcosine 8 ml DDH,0 igeren 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye
konularak manyetik karistirict iizerinde 50°C’de berraklasincaya kadar c¢oziildii.
Soliisyon 25 ml’lik meziire aktarilip son hacim DDH,0 ile 10 ml’ye tamamland1 ve
stok sisesine aktarilip otoklav ile steril edildi. Otoklavlama isleminden sonra sisenin

etrafi aliiminyum folyo kapatilarak oda sicakliginda saklandi.

Guanidin thiosiyanat soliisyonu (5 M guanidin thiosiyanat, 100 mM EDTA,
% 0,5 sarkosil)

Guanidine thiosiyanat (AppliChem) | 60 g
DDH,0 (otoklav edilmis) 20 ml
0,5M EDTA, pH 8 20 ml

60 g guanidine thiosiyanat steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam siseye konuldu ve
tizerine steril 20 ml DDH,0 ve 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8) ilave edildi. Soliisyon
manyetik karistiricida 65°C’de berraklasincaya kadar ¢oziildii ve oda sicakliginda
soguduktan sonra, 5 ml N-Laurylsarcosine % 10 v/v (otoklav edilmis) ilave edilip
son hacim steril DDH,0 ile 100 ml’ye tamamlanarak 0,45 um ¢apindaki membran
filtreden (Corning, Germany) gecirildi. Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile

kapatilarak oda sicakliginda saklandi.

RNAaz (1 mg/ml)

RNAaz (AppliChem) 10 mg
TE tamponu 10 ml

10 mg RNA az 10 ml TE tamponu igerisinde ¢oziildii. 0,5 ml’lik steril eppendorf
tiiplere boltinerek -18°C’de saklandi.
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TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)

Tris (Amresco) 121,10 ¢
Borik asit (Merck) 61,83 ¢
EDTA (susuz) 5849
DDH,0 1litre

Soliisyon igerikleri tartildi ve 1000 ml’lik beher icerisine kondu. Icerisine 500 ml
DDH,0 ilave edilerek soliisyon manyetik karigtirict lizerinde berraklasincaya kadar
tutuldu. Son hacim 1000 ml’ye tamamlanip, % 33’liik HCl (Merck) kullanilarak pH

8’e ayarlandi ve +4°C’de saklandi. Presipitat olustugu takdirde kullanilmamalidir.

1XTBE, pH 8

10xTBE tamponu

50 ml

DDH,0

450 ml

Soliisyon igerikleri meziirle 6lgiiliip, agz1 kapakli 500 ml’lik cam sise i¢ine konularak

oda sicakliginda tutuldu.

Brom fenol mavisi (Yiikleme Tamponu)

Brom fenol mavisi (AppliChem) 40 mg
Gliserol (Merck) 5 ml

0.5 M EDTA 1.5 mi
DDH,0 3,5ml

Toplam hacim 10 ml hazirlandiktan sonra eppendorf tiiplere 500 pl seklinde dagitilds

ve +4°C’de saklandi.

Agaroz jel hazirlanist (% 1’lik)

Izole edile DNA’y1 ve yapilan PZR iiriinlerini kontrol etmek amactyla hazirlanmistir.

Agaroz (Serva) 0.35¢g
1XTBE tamponu 35 ml

0.35 g agaroz 35 ml 1XTBE tamponu bulunan 50 mI’lik erlene ilave edildi. Manyetik
karistiric1 lizerinde tamamen berraklasincaya kadar eritildi. Sicaklik ~ 60°C olunca
icerisine 4 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edildi. Erlen hava kabarcigi
olugmayacak sekilde hafifce helezonik sekilde kendi ekseni etrafinda dondiiriilerek
karisim saglandi. Elektroforez tablasi ¢alisma alani {izerinde zemini diiz olan bir yere
birakildi. Hemen sonra tablaya hava kabarcigi olusmayacak sekilde dokiildii.
Taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Katilagtiktan sonra taraklar ¢ikarildi ve
icinde 1xTBE, pH 8 tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.
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EK-C: Farkh Besiyerleri ile Yapilan Toprak izolasyonundan Petri Goriintiileri

@) | (b)

(€)

Sekil C.1. Farkli toprak orneklerinin diliisyon plak goriintiileri. a-) Aydincik topragi HV b-)
Yildizkoy topragi HV c-) Zeytinli toprag: nisasta kazein agar d-) Zirve topragi
e-) E.Baraj topragi czapek’s agar f-) Eselek koyii topragi Czapek’s dox agar
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Sekil C.2. Bazi izolatlarin saflastirma ekimleri
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(€) (f)

Sekil C.3. Bazi izolatlarin yogun ekim gorintileri (a) YB29 (b) EZ3 (c) AYDS25
(d) BARS40 (e) EC51 (f) AS59.
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EK-D. Cinslerle ilgili Yiizde Benzerlik ve Niikleotit Farkhiligi Tablolar

Cizelge 1 . Acinomadura cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli ylizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Al238 --- 42/1473 [12/1484 142/1484 [27/1445 [18/1424 [35/1458 [32/1454 29/1408 [21/1344 39/1465 [32/1408 [29/1440 [39/1438 143/1435 [41/1459
AYDS4 97.15 48/1472 [16/1471 [21/1442 23/1416 [25/1453 [34/1449 |38/1403 [22/1339 [28/1456 [39/1403 [28/1430 [29/1435 |14/1436 (34/1448

AS21 99.19 [96.74 49/1482 36/1444 [24/1424 126/1457 [30/1453 [28/1407 [12/1344 [37/1463 [31/1407 [27/1439 |33/1437 [41/1434 [39/1457

Al239 97.17 198.91 196.69 - 20/1445 [24/1424 28/1456 [31/1452 [37/1406 [11/1344 [31/1465 [38/1406 [25/1442 [29/1436 [29/1433 [33/1459

. Madurae 98.13 9854 97,51 [98.62 17/1410 [18/1443 29/1444 [29/1403 [29/1341 28/1445 [31/1403 [32/1424 [24/1433 [34/1428 [26/1436

>

A. Darangshiensis  [98.74 98.38 198.31 98.31 98.79 18/1416 [28/1415 [34/1381 [31/1341 [29/1424 |35/1381 [33/1423 [27/1399 [34/1394 [30/1420

. Bangladeshensis |97.60 [98.28 198.22 98.08 98.75 [98.73 - 24/1452 [25/1407 [21/1343 [17/1455 27/1407 [26/1431 [15/1437 [29/1433 [22/1449

. Formosensis 97.80 P7.65 9794 97.87 97.99 [98.02 [98.35 26/1409 [29/1343 [18/1451 [26/1409 [33/1430 [27/1435 34/1430 [21/1447

. verrucoospora 97.94 729 98.01 9737 97.93 9754 98.22 98.15 35/1338 [30/1405 |6/1407 |30/1397 |28/1403 [33/1403 |11/1402

. Napierensis 9844 19836 99.11 99.18 9784 Q769 9844 P97.84 |97.38 26/1342 36/1338 [22/1342 |24/1338 [28/1339 [31/1340

. Geliboluensis 97.34 [98.08 9747 97.88 98.06 [97.96 [98.83 98.76 [97.86  98.06 32/1405 [30/1440 [11/1437 [28/1434 30/1457

Coerulea 97.73 P7.22 97.80 |97.30 [97.79 [97.47 98.08 98.15 [99.57 97.31 97.72 31/1397 [30/1403 34/1403 19/1403

. Xylanilytica 97.99 98.04 198.12 9827 9775 9768 9818 9769 9785 98.36 (9792 [97.78 28/1413 [25/1408 [25/1442

Meyerae 9729 P7.98 [97.70 9798 98.33 [98.07 98.96 98.12 [98.00 98.21 99.23 97.86  98.02 30/1429 26/1429

. Nitritigenes 97.00 99.03 97.14 9798 9762 [97.56 9798 9762 [97.65 9791 98.05 [97.58 98.22 [97.90 31/1426

.Maheshkhaliensis 97.19 [97.65 197.32 |97.74 98.19 97.89 9848 9855 199.22 [97.69 [97.94 99.36 198.27 98.18 [97.83

Chokoriensis 96.98 P97.79 97.66 |97.67 98.26 [98.23 99.52 9785 [97.71 98.05 98.14 97,57 97.71 [98.46 [97.47 198.01

Mexicana 97.82 P7.67 [97.89 9788 198.30 [97.85 98.10 98.31 [98.65 |97.83 98.09 98.79 198.37 98.16 [98.09  199.29

Fibrosa 96.81 9855 97.16 9785 9770 Q722 9792 9791 9758 Q791 [97.78 97.72 19824 97.63 98.68 [98.12

. Rudentiformis 97.96 [98.66 9747 9797 198.01 [97.96 |97.67 97.10 [96.45 9747 97.05 196.30 97.26 97.50 [97.70 96.69

. Rugatobispora  [97.64 9764 [97.78 9778 9749 9782 98.00 [97.42 9756 [97.74 9742 9749 9748 97.71 97.14 97.27

Cremea 9762 9734 19769 P783 9761 9729 9776 Q776 9744 Q9754 9769 9751 19739 97.53 196.96 [98.03

Citrea 97.66 [97.15 [97.73 9744 198.01 [97.68 [98.01 198.23 [99.29 9746 97.72 199.43 9792 [97.86 [97.30 199.36

. Luteofluorescens [97.59 97.08 [97.65 [97.16 97.72 |97.32 98.01 [97.80 99.36 [97.16 [97.65 99.29 97.71 97.79 97.29 199.36

Sputi 96.20 [97.16 9654 P7.16 9715 9723 9799 96.60 9651 9724 9751 96.37 196.83 97.70 196.65 [96.81

Livida 96.69 [97.16 [96.75 9758 |97.57 [97.58 98.20 9751 [97.30 9754 9792 97.16 9746 PQ7.77 97.14 97.57

. Yumaensis 96.67 [97.50 96.88 |97.71 97.70 [97.57 98.06 9729 9750 97.83 9785 9743 97.81 [98.04 97.76 97.98

. Hibisca 9640 [97.78 196.82 P7.02 97.09 96.73 9751 96.89 96.87 97.16 [97.23 96.80 97.82 97.28 97.83 [97.22

. Vinacea 97.70 9756 9798 9756 9789 [98.08 98.40 98.05 [97.71 97.60 97.77 97,57 19789 [97.81 [97.59 [97.97

. Fulvescens 96.80 97.72 97.23 196.73 |96.51 [96.89 |97.37 97.30 [97.22 97.16 9758 97.01 97.28 [97.36 |97.65 [96.79

. Sediminis 96.66 9746 9699 Q734 9778 Q775 9815 9787 9730 9732 9761 97.37 9724 97.77 196.93 [97.96

ZIp =B S P b2 B b P2 bbb PP bbb

Album 93.60 9449 9353 [93.80 94.07 [93.66 [94.08 194.09 [93.93 9357 93.94 93.86 193.79 [94.04 194.30 194.26
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Cizelge 1. Devam

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

AI238 44/1457 [31/1420 |46/1443 [29/1424 [33/1399 |34/1429 [33/1409 [34/1408 |55/1448 |48/1448 48/1442 [52/1446 |33/1435 145/1408 |49/1466 [92/1438
AYDS4 32/1446 [33/1416 [21/1444 |19/1415 |33/1400 [38/1426 |40/1405 |41/1403 |41/1445 41/1445 [36/1439 [32/1444 |35/1433 |32/1404 [37/1456 [79/1435
AS21 34/1455 [30/1419 41/1442 |36/1423 |31/1398 [33/1428 |32/1408 [33/1407 |50/1447 A7/1447 A5/1441 |46/1445 [29/1434 [39/1407 |44/1464 93/1437
AI239 34/1457 [30/1418 [31/1441 [29/1426 |31/1397 [31/1427 |36/1407 40/1406 |41/1446 [35/1446 [33/1440 |43/1444 |35/1433 |46/1406 [39/1466 |89/1436
A. Madurae 25/1434 24/1415 [33/1436 |28/1409 [35/1396 [34/1424 |28/1404 [32/1403 |41/1440 [35/1439 [33/1433 |42/1442 [30/1425 |49/1404 [32/1443 [85/1434
A. Darangshiensis 25/1414 [30/1393 [39/1402 [29/1422 |30/1374 [38/1402 |32/1382 [37/1381 |39/1406 [34/1405 [34/1399 |46/1408 [27/1409 |43/1382 [32/1422 |89/1403
A. Bangladeshensis 7/1449 27/1419 [30/1441 |33/1415 |28/1398 [32/1428 |28/1408 [28/1407 [29/1446 [26/1446 [28/1440 [36/1444 |23/1434 |37/1407 [27/1456 |85/1436
A. Formosensis 31/1444 24/1421 [30/1438 |41/1414 |36/1398 [32/1430 |25/1410 [31/1409 |49/1443 [36/1443 [39/1437 |45/1445 |28/1433 |38/1409 [31/1454 |85/1438
/A. verrucosospora 32/1399 [19/1403 [34/1403 |49/1380 |34/1395 [36/1406 |10/1407 [9/1409 |49/1403 [38/1407 [35/1401 |44/1405 [32/1400 [39/1405 [38/1408 |85/1400
A. Napierensis 26/1334 [29/1336 [28/1338 [34/1342 |30/1329 [33/1340 [34/1339 [38/1338 |37/1339 |33/1343 [29/1336 [38/1340 [32/1336 |38/1338 [36/1342 |86/1337
A. Geliboluensis 27/1455 27/1417 [32/1442 |42/1425 |36/1398 [33/1426 |32/1406 [33/1405 |36/1446 [30/1445 [31/1439 |40/1444 |32/1433 |34/1406 [35/1464 87/1436
A. Coerulea 34/1399 [17/1404 [32/1403 |[51/1380 |35/1396 [35/1406 |8/1407 [10/1407 |51/1404 40/1407 [36/1402 |45/1405 [34/1401 |42/1405 [37/1408 |86/1400
A. Xylanilytica 33/1440 [23/1408 [25/1417 |39/1425 |35/1389 [37/1417 [29/1397 [32/1397 |45/1420 [36/1420 [31/1415 |31/1423 |30/1423 |38/1397 |40/1450 |88/1418
A. Meyerae 22/1428 [26/1415 [34/1433 |35/1398 |32/1396 [35/1419 |30/1404 [31/1403 |33/1434 [32/1436 [28/1430 [39/1433 [31/1416 |37/1404 [32/1436 |85/1425
A. Nitritigenes 36/1424 27/1412 [19/1434 |32/1393 40/1400 (43/1416 |38/1405 [38/1403 |48/1432 41/1435 [32/1429 [31/1430 [34/1413 |33/1404 |44/1434 81/1421
IA.Maheshkhaliensis  [29/1459 [10/1414 [27/1435 |47/1422 |38/1392 [28/1422 [9/1402 [9/1402 |46/1440 [35/1439 [29/1435 |40/1438 [29/1427 |45/1401 [30/1469 [82/1429
IA. Chokoriensis - 34/1411 [37/1432 141/1416 [34/1390 |38/1420 [35/1400 [35/1399 [35/1437 [32/1437 [34/1432 |43/1435 [30/1426 45/1399 [34/1466 [91/1427
A. Mexicana 9759 |- 26/1414 145/1392 [39/1395 |35/1418 |13/1405 [19/1403 148/1416 [35/1418 |30/1413 (43/1417 |32/1412 |44/1403 |37/1420 [86/1411
A. Fibrosa 9742 198.16  |--- 31/1401 142/1400 |39/1425 |33/1404 [37/1403 [52/1441 [39/1444 [37/1438 |[27/1439 [38/1422 [32/1403 |42/1442 [78/1430
A. Rudentiformis 97.10 96.77 97.79 |- 38/1378 |49/1401 |51/1381 [54/1380 |47/1409 |44/1411 140/1403 [34/1414 |40/1413 [30/1387 |46/1424 |82/1409
A. Rugatobispora 9755 9720 [97.00 [97.24 |- 46/1397 [35/1396 [36/1395 |40/1402 [38/1405 42/1405 (42/1404 |25/1405 [35/1399 |43/1398 [93/1398
A. Cremea 97.32 9753 97.26 9650 96.71 |- 36/1408 [37/1406 [50/1425 |41/1429 40/1422 [50/1426 |43/1422 |54/1406 |23/1431 [91/1422
A. Citrea 97.50 199.07 9765 9631 9749 9744 |- 11/1407 [50/1404 |40/1408 [35/1401 |45/1406 [34/1401 141/1406 |38/1409 |89/1401
A. Luteofluorescens  [97.50 9865 9736 |96.09 9742 9737 |99.22 |- 51/1403 41/1407 [35/1401 (47/1405 [34/1400 |44/1405 [39/1408 |89/1400
A. Sputi 97.56  96.61 9639 [96.66 97.15 9649 [96.44 96.36 |- 39/1452 [38/1444 149/1445 [36/1431 [53/1407 |43/1447 |95/1437
A. Livida 97.77 9753 9730 [96.88 97.30 9713 97.16 97.09 9731 |- 21/1448 |49/1447 28/1431 A7/1413 |46/1447 92/1441
A. Yumaensis 97.63 9788 9743 97.15 9701 9719 9750 9750 [97.37 |98.55  |--- 43/1440 [29/1430 44/1404 |46/1441 |86/1432
A. Hibisca 97.00 9697 9812 9760 P97.01 9649 [96.80 [96.65 96.61 96.61 [97.01 |- 37/1431 [35/1410 |47/1444 [78/1441
A. Vinacea 9790 97.73 |97.33 [97.17 9822 [96.98 [97.57 9757 9748 98.04 [97.97 9741 |- 43/1404 |38/1434 |85/1427
A. Fulvescens 96.78 96.86 |97.72 97.84 9750 [96.16 |97.08 [96.87 [96.23  |96.67 |96.87 [97.52 [96.94  |--- 56/1408 [91/1407
A. Sediminis 97.68 9739 97.09 [96.77 9692 9839 97.30 9723 |97.03 |96.82 [96.81 |96.75 |97.35 [96.02 |- 92/1437
S. Album 9362 9391 9455 9418 9335 [93.60 [93.65 93.64 9339 9362 93.99 9459 9404 93,53 93.60 |-
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Cizelge 2. Nocardia cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl ylizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1 farkliliklart

1 2 3 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
AS26 --- 41/1471 [34/1473 [44/1458 W42/1458 |42/1455 [9/1455 [15/1457 [21/1405 [21/1366 [23/1445 [25/1458 [25/1458 [27/1409 [28/1458 [28/1458
EC52 97.21 |- 32/1469 [14/1454 |10/1454 [12/1454 |45/1454 144/1453 43/1405 WA3/1366 [47/1445 146/1454 [24/1454 40/1409 [38/1454 148/1454
EA55 97.69 97.82 |- 34/1459 [26/1459 [32/1455 [39/1455 |40/1458 |38/1405 [37/1366 l40/1445 W41/1459 [16/1461 [25/1411 [14/1461 [43/1459
N.testacea 96.98  199.04 [97.67 |- 12/1475 [12/1455 [50/1455 |43/1474 44/1405 44/1366 [52/1445 WA8/1475 [25/1475 142/1409 140/1475 [53/1475
N.carnea 97.12 19931 98.22 99.19 |- 12/1455 48/1455 45/1474 |46/1405 44/1366 (48/1445 W46/1475 [23/1475 |37/1409 [32/1475 49/1475
N.flavorosea 97.11 199.17 [97.80 [99.18 99.18  |-- 46/1455 |45/1454 48/1405 42/1366 48/1445 [51/1455 [24/1455 |42/1409 [38/1455 |49/1455
N.nova 99.38 9691 [97.32 9656 |96.70  |96.84 |- 21/1454 27/1405 [25/1366 [28/1445 [29/1455 [30/1455 [33/1409 [33/1455 [23/1455
N.jiangxiensis 98.97 19697 97.26 97.08 96.95 96.91  [98.56 --- 14/1405 [23/1366 [30/1444 [31/1474 [32/1474 [30/1409 [38/1474 [37/1474
N.miyunensis 9851 9694 97.30 [96.87 96.73  96.58  [98.08 99.00 |- 30/1364 |35/1405 [34/1405 [35/1405 [39/1405 [36/1405 41/1405
N.vermiculata 9846 96.85 [97.29 [96.78 96.78  96.93  [98.17 98.32 97.80 |- 19/1366 [33/1366 [34/1366 |39/1366 [39/1366 [37/1366
N.elegans 9841 96.75 [97.23 9640 96.68 [96.68  [98.06 97.92 97.51 98.61 --- 35/1445 [35/1445 140/1409 |44/1445 [37/1445
N.vinacea 98.29 96.84 97.19 96.75 96.88 9649  [98.01 97.90 |97.58 97.58 9758 |- 39/1475 37/1409 [35/1475 |42/1475
N.cyriacigeorgica  [98.29  [98.35 9890 [98.31 9844 9835 [97.94 97.83 97.51 97.51 9758 9736 |- 29/1411 26/1477 [34/1475
N.xishanensis 98.08 9716 9823 [97.02 97.37 97.02  [97.66 97.87 97.22 97.14 9716 9737 9794 |- 15/1411 [36/1409
N.exalbida 98.08 9739 99.04 9729 9783 97.39 [97.73 97.42 97.44 9714 96.96  97.63 98.24  198.94 |- 43/1475
N.otitidiscaviarum  98.08  [96.70  [97.05  [96.41 96.68  |96.63  [98.42 97.49 97.08 97.29 97.44  P7.15  97.69 97.44  97.08 |-
N.lijiangensis 98.08 96.84 |97.74 9681 96.88 |96.63  [97.87 97.56 97.30 [97.00  |97.02 97.63  97.63  [99.29 98.71 97.42

N.pseudobrasiliensis [98.08  [96.94  [97.22  [96.72 [96.94 9651 |97.86 |97.79 9798 [96.81 [96.92 97.36 |97.65 9748 [97.65 [97.79

N.sungurluensis 98.01  97.52 98.22 97.47 97.47 97.73 97.80 97.46 97.37 97.29 97.23 97.40 98.15 97.87 98.22 97.05

N.niigatensis 97.94 19649 9671 9641 96.34 96.36  [98.21 97.56 97.51 96.71 96.54 [96.81  97.29 97.59 97.15  198.03
N.aobensis 97.94 9642 [97.26  96.27 96.41  96.36  [98.42 97.42 97.15  [98.32 98.96 [97.22  197.29 96.52 96.88  197.83
N.anaemiae 97.94 196.84 [97.13 [96.80 96.93  96.77  [97.94 97.75 97.30 97.14  |97.37 98.43 97.21 97.09 97.28  |96.86
N.mikamii 97.92 196.18 [96.88 [95.96  |96.23  96.18  [98.26 97.67 97.01 98.10  99.09 96.98 97.12 96.52 96.50 97.81
N.paucivorans 97.87 198.07 [98.08 7.76 9790 |97.87 [97.66 97.35 [97.37 98.17 97.65 [97.29 [98.44  97.87 98.24  197.49
N.transvalensis 97.87 9711  98.02 9695 96.95 96.91  [97.46 97.76 97.86 97.51 98.41 97.42  97.97 96.81 97.09  96.95
N.kruczakiae 97.84 19623 96.86  [95.88 96.16  96.23  [98.05 97.14  196.79 97.73  199.02 96.93 97.21 96.65 [96.44  97.56
N.acidivorans 97.87 196.70 [97.05 9649  96.70  96.29  [98.08 97.25 97.22 96.71 96.54 725 97.25 96.60 97.05 97.73
N.africana 97.82 196.27 [96.62 95.78  196.20  |96.06  [98.24 97.32 96.00 98.10 [99.44 97.19  96.97 96.55 96.34 |97.54
N.asteroides 9781 97.73 9897 [97.76  98.03  97.53  [97.53 97.42 96.87 97.22 97.23 9797  198.51 98.08  198.31 96.95
G. Sputi 9355 9326 [93.69 93.02 19322 9299 [93.40 92.94  93.38 92.61 93.49 9329 93.63 [93.04 [94.03  92.75
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Cizelge 2. Devami

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

AS26 28/1458 [27/1403 [29/1458 [30/1458 [30/1458 [30/1458 [30/1442 [31/1458 [31/1458 [31/1433 [31/1455 |31/1421 |32/1458 |94/1458
EC52 46/1454 143/1403 [36/1454 [51/1454 [52/1454 |46/1454 [55/1438 [28/1454 42/1454 [54/1433  48/1454 |53/1421 |33/1454 198/1454
EA55 33/1461 [39/1404 [26/1461 WA8/1459 |40/1459 |42/1461 45/1443 [28/1461 [29/1461 |45/1433  |43/1456  |48/1421 |15/1459 |92/1459
N.testacea 47/1475 146/1403 [37/1460 [53/1475 [55/1475 WA7/1467  [59/1459  33/1475 |A5/1475 |59/1433 |51/1455 160/1421 [33/1475 [103/1475
N.carnea 46/1475 143/1403 [37/1460 [54/1475 [53/1475 45/1467 |55/1459 B1/1475 |A5/1475 |55/1433  |48/1455 |54/1421 [29/1475 [100/1475
N.flavorosea 49/1455 149/1403 [33/1455 [53/1455 [53/1455 W47/1455 |55/1439 31/1455 |45/1455 |54/1433  |54/1455 [56/1421 [36/1455 [102/1455
N.nova 31/1455 [30/1403 [32/1455 [26/1455 [23/1455 [30/1455 [25/1439 [34/1455 [37/1455 [28/1433 [28/1455 [25/1421 |36/1455 |96/1455
N.jiangxiensis 36/1474 |31/1403 [37/1459 [36/1474 [38/1474 [33/1466  [34/1459 [39/1474 [33/1474 |41/1433 |40/1454 |38/1420 |38/1474 [104/1474
N.miyunensis 38/1405 [28/1386 [37/1405 [35/1405 40/1405 [38/1405 42/1405 [37/1405 |30/1405 45/1401 [39/1405 143/1389  144/1405 [93/1405
N.vermiculata 41/1366 [43/1346 [37/1366 [45/1366 [23/1366 [39/1366  [26/1366  [25/1366  |34/1366  |31/1366  |45/1366  [26/1366  [38/1366  [101/1366
N.elegans 43/1445 143/1394 |40/1445 [50/1445 [15/1445 [38/1445 [13/1429 [34/1445 |23/1445 |14/1433 |50/1445 [8/1421 40/1445  94/1445
N.vinacea 35/1475 [37/1403 [38/1460 W47/1475 WA1/1475 23/1467 44/1459 A0/1475 [38/1475 44/1433 |40/1455 140/1421 [30/1475 [99/1475
N.cyriacigeorgica  [35/1477 [33/1404 [27/1462 |A0/1475 40/1475 41/1469 |42/1459 [23/1477 [30/1477 |40/1433 |40/1456 |43/1421 [22/1475 |94/1475
N.xishanensis 10/1411 [35/1389 [30/1411 [34/1409 |49/1409 41/1411 |49/1409 [30/1411 |45/1411 47/1403 48/1410 148/1391 [27/1409 [98/1409
N.exalbida 19/1477 [33/1404 [26/1462 |42/1475 |46/1475 |40/1469 |51/1459 [26/1477 |43/1477 |51/1433 43/1456 [52/1421 [25/1475 [88/1475
N.otitidiscaviarum  38/1475 [31/1403 |43/1460 [29/1475 [32/1475 |46/1467 [32/1459 [37/1475 |45/1475 |35/1433 |33/1455 [35/1421 45/1475 [107/1475
N.lijiangensis = 33/1404 [27/1462 [38/1475 [52/1475 [37/1469 |54/1459 33/1477 |46/1477 |53/1433 146/1456 |51/1421 [32/1475 |99/1475
N.pseudobrasiliensis [97.65 - 35/1404 [30/1403 (48/1403 [35/1404 [50/1403 [36/1404 |47/1404 149/1382 [27/1404 [50/1371 [33/1403  [95/1403
N.sungurluensis 98.15 97.51 - 44/1460 |48/1460 [30/1462 149/1444  [34/1462 |36/1462 |50/1433 |42/1456 |48/1421 [23/1460 [93/1460
N.niigatensis 97.42 97.86 96.99 - 47/1475 47/1467  149/1459  146/1475 |54/1475 |50/1433  |33/1455 149/1421 46/1475 |105/1475
N.aobensis 96.47 96.58 96.71 96.81 - 45/1467  6/1459 36/1475 [31/1475 |11/1433  |43/1455 [13/1421 |41/1475 |96/1475
N.anaemiae 97.48 97.51 97.95 96.80 96.93 - 47/1451  143/1469  |44/1469 |40/1433  |42/1456 |42/1421 [31/1467 [96/1467
N.mikamii 96.30 96.44 96.61 96.64 99.59 96.76 - 41/1459  [33/1459  19/1417 49/1439  |11/1405  |47/1459  |98/1459
N.paucivorans 97.77 97.44 97.67 96.88 97.56 97.07 97.19 --- 40/1477  142/1433  48/1456  142/1421 [35/1475 [99/1477
N.transvalensis 96.89 96.65 9754 96.34 97.90 97.00 97.74 97.29 --- 35/1433  [51/1456  [31/1421 [36/1475 94/1475
N.kruczakiae 96.30 96.45 96.51 96.51 99.23 97.21 99.36 97.07 97.56 --- 54/1433  [12/1421 47/1433 91/1433
N.acidivorans 96.84  |98.08 97.12 97.73 97.04 97.12 96.59 96.70 96.50 96.23 --- 51/1421 [32/1455  |110/1455
N.africana 96.41 96.35 96.62 96.55 99.09 97.04 99.22 97.04 97.82 99.16 96.41 --- 47/1421  99/1421
N.asteroides 97.83 97.65 98.42 96.88 97.22 97.89 96.78 97.63 97.56 96.72 97.80 96.69 --- 100/1475
G. Sputi 93.29 93.23 93.63 92.88 93.49 93.46 93.28 93.30 93.63 93.65 92.44 93.03 93.22 ---
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Cizelge 3. Nonomuraeacinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yiizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1lz1z37 --- 29/1474 21/1396 [31/1456 |[33/1407 [25/1453 [25/1452 [4/1449 [27/1421 [29/1457 [28/1458 [38/1409 [32/1458 [29/1457 [32/1458 [36/1410
2 |AYDS-25 98.03 |- 29/1400 [37/1459 [35/1405 40/1456 [32/1450 [26/1447 |43/1424 146/1460 [30/1461 [37/1406 [35/1460 [38/1460 [35/1460 [32/1408
3 |N.candida 98.50 [97.93 --- 19/1402 [33/1361 [26/1403 [34/1392 [14/1392 [31/1406 [34/1406 [19/1406 [26/1362 [28/1404 [34/1405 [28/1404 [23/1364
4 N.jabiensis 97.87 197.46 98.64 --- 30/1407 |38/1457 [36/1450 [32/1445 [36/1425 [36/1461 [26/1462 [19/1407 [31/1462 [36/1461 [31/1462 [26/1410
5 N.spiralis 97.65 [97.51 97.58 97.87 --- 40/1400 [37/1406 [36/1404 [38/1384 [41/1404 42/1405 [24/1406 46/1405 [36/1404 146/1405 [20/1408
6 N.bangladeshensis 98.28 [97.25 98.15 97.39 97.14 --- 40/1446 [23/1445 [7/1429 [10/1465 [25/1463 [38/1403 45/1461 [24/1462 45/1461 [35/1403
7 N.roseoviolacea 98.28 197.79 97.56 97.52 97.37 97.23 --- 36/1447 42/1415 42/1450 [32/1450 [45/1406 [39/1450 [33/1449 [39/1450 140/1409
8 N.salmonea 98.34 [98.20 98.99 97.79 97.44 98.41 97.51 --- 28/1417 [29/1449 |18/1449 [33/1407 [27/1447 [29/1448 [27/1447 |31/1407
9 N.coxensis 98.10 [96.98 97.80 97.47 97.25 99.51 97.03 98.02 --- 6/1445  [29/1443 [34/1387 WA7/1431 |19/1442 47/1431 [39/1387
10 N.wenchangensis 98.01 [96.85 97.58 97.54 97.08 99.32 97.10 98.00 99.58 - 30/1479 [39/1407 W47/1467 [23/1478 |A7/1467 |40/1407
1IN kuesteri 98.08 [97.95 98.65 98.22 97.01 98.29 97.79 98.76 97.99 97.97 --- 31/1408 [34/1468 [18/1479 [34/1468 [28/1408
12 N.angiospora 97.30 [97.37 98.09 98.65 98.29 97.29 96.80 97.65 97.55 97.23 97.80 --- 40/1407 [36/1407 40/1407 [21/1408
13 N.guangzhouensis 97.81 [97.60 98.01 97.88 96.73 96.92 97.31 98.13 96.72 96.80 97.68 97.16 == 46/1467 |0/1470  40/1408
14 N fuscirosea 98.01 [97.40 97.58 97.54 97.44 98.36 97.72 98.00 98.68 98.44 98.78 97.44 96.86 - 46/1467 [38/1407
15 N.guangzhouensis 97.81 [97.60 98.01 97.88 96.73 96.92 97.31 98.13 96.72 96.80 97.68 97.16 100.00 [96.86 --- 40/1408
16 |N.helvata 97.45 197.73 98.31 98.16 98.58 97.51 97.16 97.80 97.19 97.16 98.01 98.51 97.16 97.30 97.16 -
17 N.turkmeniaca 97.97 197.48 99.27 98.11 97.08 98.11 97.13 98.60 97.78 97.76 98.39 97.80 97.69 97.41 97.69 97.94
18 IN.harbinensis 98.02 [97.26 98.01 97.34 97.01 97.33 97.52 97.65 96.53 96.48 96.35 96.52 97.82 96.28 97.82 96.67
19 IN.maheshkhaliensis 97.85 197.99 98.29 98.13 97.36 98.20 97.42 98.68 98.53 98.28 99.45 98.01 97.45 99.31 97.45 97.94
20 N.indica 97.81 [99.29 97.71 97.16 96.97 97.09 97.31 98.23 96.80 96.67 97.95 97.27 97.88 97.31 97.88 97.27
21 N.muscovyensis 97.67 (98.97 97.51 96.99 96.65 97.13 97.04 98.00 96.85 96.72 97.68 97.01 97.47 97.13 97.47 96.95
22 N.endophytica 97.81 [97.81 98.65 97.88 97.44 97.40 97.25 98.62 97.16 97.16 97.77 97.80 97.76 97.09 97.76 97.80
23 N.rubra 75.65 [75.97 78.05 75.72 75.41 75.09 75.23 76.15 75.67 74.52 75.67 75.64 75.40 74.67 75.40 75.96
24 N.dietziae 97.44 97.58 98.06 97.65 96.94 97.15 97.09 97.99 96.75 96.75 97.65 97.52 97.51 97.09 97.51 97.59
25 N.roseoviolacea 97.79 197.42 97.09 97.00 96.88 96.91 99.21 97.06 96.69 96.78 97.28 96.29 96.92 97.28 96.92 96.66
26 IN.maritima 97.32 97.46 97.86 97.13 96.79 97.33 97.03 97.65 96.94 96.95 97.22 97.01 96.79 96.68 96.79 97.73
27 N.solani 97.46 97.19 98.15 97.81 96.87 96.78 97.17 97.37 96.74 96.82 97.43 96.94 96.93 96.68 96.93 97.66
28 IN.thailandensis 97.39 97.12 98.28 97.25 96.44 96.83 96.83 97.44 96.48 96.36 97.12 96.65 96.63 96.22 96.63 97.37
29 N.monospora 97.17 97.17 98.01 97.31 96.62 96.67 96.89 97.45 96.37 96.25 97.10 96.84 96.74 96.32 96.74 97.42
30 N.ferruginea 97.45 196.60 97.51 96.95 97.22 96.73 97.02 97.09 96.55 96.60 96.46 96.80 97.17 96.38 97.17 97.01
31 IN.recticatena 96.97 196.35 97.12 97.04 96.01 96.27 96.26 96.60 96.05 96.01 97.11 96.44 97.38 96.49 97.38 96.94
32 |a orientalis 88.97 [89.52 89.32 89.00 89.05 89.45 88.66 89.26 89.28 89.34 89.40 88.83 88.77 89.04 88.77 89.14
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Cizelge 3. Devamu

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

1 71237 29/1432 [29/1461 [31/1441 [31/1414 [34/1458 [32/1460 [347/1425 [37/1447 [31/1400 [39/1455 [37/1457 [38/1455 |40/1415 [36/1414 |44/1453 [160/1451
2 |AYDS-25 36/1429 140/1462 [29/1444 [10/1412 [15/1461 [32/1462 [342/1423 [35/1444 [36/1398 [37/1459 41/1460 |42/1456 |40/1414 [48/1410 [53/1452 [152/1451
3 N.candida 10/1369 [28/1406 [24/1406 [31/1352 [35/1404 [19/1406 [299/1362 [27/1390 [39/1338 [30/1405 [26/1406 [24/1397 [27/1355 |34/1365 |40/1391 [147/1376
4 N.jabiensis 27/1428 [39/1464 [27/1445 40/1410 44/1462 [31/1464 [345/1421 [34/1445 42/1398 42/1461 [32/1463 |40/1455 |38/1413 |43/1409 43/1453 [158/1436
o N.spiralis 41/1406 142/1407 [37/1404 |42/1388 |47/1405 [36/1407 |344/1399 |43/1407 |43/1376 |45/1404 |44/1406 [50/1404 47/1391 [39/1404 [56/1403 |[152/1388
6 N.bangladeshensis 27/1426 [39/1463 [26/1446 41/1409 42/1461 [38/1463 |[353/1417 41/1440 43/1393 [39/1460 W47/1461 |46/1452 |A7/1410 |46/1406 [54/1448 [151/1431
7 IN.roseoviolacea 41/1428 [36/1452 [37/1434 [38/1411 |43/1451 |40/1452 |352/1421 |42/1444 [11/1398 143/1449 141/1451 146/1449 44/1413 42/1410 [54/1445 |[162/1429
8 IN.salmonea 20/1426 [34/1449 [19/1436 [25/1409 [29/1449 [20/1449 [338/1417 [29/1444 41/1393 |[34/1446 [38/1447 [37/1446 [36/1410 |A1/1410 |49/1442 |153/1424
9 N.coxensis 31/1394 [50/1443 [21/1430 44/1377 145/1429 41/1443 [337/1385 46/1415 45/1361 44/1440 @47/1441 [50/1420 |50/1378 48/1390 [56/1416 [150/1399
10 N.wenchangensis 32/1430 [52/1479 [25/1450 47/1413 48/1465 42/1479 [362/1421 W4A7/1444 45/1397 |45/1476 WA7/1477 |53/1456 |53/1414 148/1410 [58/1452 [153/1435
11N kuesteri 23/1431 [54/1480 [8/1451  [29/1413 [34/1465 [33/1480 [346/1422 [34/1445 |[38/1398 41/1477 [38/1478 |42/1457 A1/1415 [50/1411 |42/1453 [152/1434
12 N.angiospora 31/1409 149/1409 [28/1407 [38/1390 42/1407 [31/1409 [341/1400 [35/1409 |[51/1376 42/1405 43/1407 |47/1405 |44/1393 45/1406 [50/1405 [155/1388
13 N.guangzhouensis 33/1430 [32/1470 [37/1449 [30/1412 [37/1464 [33/1470 [350/1423 [36/1445 143/1398 |47/1465 45/1467 |49/1455 |46/1413 |40/1411 [38/1453 [161/1434
14N fuscirosea 37/1430 [55/1479 [10/1450 [38/1412 42/1464 43/1479 [360/1421 42/1444 [38/1397 49/1476 49/1477 [55/1456 |52/1414 [|51/1410 [51/1452 [157/1433
15 N.guangzhouensis 33/1430 [32/1470 [37/1449 [30/1412 [37/1464 [33/1470 [350/1423 [36/1445 43/1398 47/1465 45/1467 |49/1455 |46/1413 |40/1411 [38/1453 [161/1434
16|N.helvata 29/1409 147/1410 [29/1407 [38/1391 143/1408 [31/1410 [337/1402 [34/1410 146/1379 [32/1407 [33/1409 [37/1407 |[36/1394 |42/1407 [43/1405 [151/1390
17|N.turkmeniaca --- 33/1432 [28/1414 [37/1413 [37/1430 [22/1432 [343/1423 [31/1423 44/1399 [30/1428 [32/1430 [35/1428 [36/1415 [38/1412 |41/1425 [151/1406
18 N.harbinensis 97.70 --- 48/1451 [35/1414 |42/1466 |46/1482 |353/1424 149/1447 |38/1400 [55/1477 [56/1479 |[51/1457 [52/1415 |[13/1414 |48/1455 [161/1436
19 N.maheshkhaliensis 98.02 96.69 - 28/1396 [33/1448 [34/1451 |[339/1405 [35/1435 43/1381 [41/1448 [41/1449 WAT7/1440 W44/1398 |53/1410 |A45/1436 |152/1417
20|N.indica 97.38 97.52 97.99 --- 12/1414 33/1414 [349/1411 [35/1405 [41/1398 [39/1410 48/1411 |48/1410 |45/1409 |42/1394 |47/1407 |151/1389
21 N.muscovyensis 97.41 97.14 97.72 99.15 --- 37/1466 [351/1422 [39/1445 [38/1398 42/1462 |[52/1463 |52/1456 |49/1414 149/1411 [53/1453 [160/1435
22 N.endophytica 98.46 96.90 97.66 97.67 97.48 - 346/1424 [27/1447 45/1400 |[38/1477 |38/1479 A0/1457 A2/1415 |44/1413 |50/1455 |154/1436
23|N.rubra 75.90 75.21 75.87 75.27 75.32 75.70 --- 350/1415 [358/1398 [357/1420 [354/1422 [350/1420 [354/1413 [348/1404 [369/1417 1458/1401
24N dietziae 97.82 96.61 97.56 97.51 97.30 98.13 75.27 --- 49/1391  [36/1442 |30/1444 [29/1442 [23/1406 [53/1411 47/1442 [150/1423
25|N.roseoviolacea 96.85 97.29 96.89 97.07 97.28 96.79 74.39 96.48 - 43/1397 146/1399 [51/1397 [51/1396 44/1380 |[55/1393 [152/1378
26|\ maritima 97.90 96.28 97.17 97.23 97.13 97.43 74.86 97.50 96.92 --- 46/1477 140/1457 [38/1415 [50/1408 [55/1450 [152/1433
27|N.solani 97.76 96.21 97.17 96.60 96.45 97.43 75.11 97.92 96.71 96.89 --- 11/1457 |12/1415 |50/1410 48/1452 [147/1435
28N thailandensis 97.55 96.50 96.74 96.60 96.43 97.25 75.35 97.99 96.35 97.25 99.25 == 10/1415 |56/1408 [56/1450 |149/1433
29 N.monospora 97.46 96.33 96.85 96.81 96.53 97.03 74.95 98.36 96.35 97.31 99.15 99.29 --- 55/1395 [53/1408 |151/1391
30 N.ferruginea 97.31 99.08 96.24 96.99 96.53 96.89 75.21 96.24 96.81 96.45 96.45 96.02 96.06 --- 54/1406 |165/1388
31|N.recticatena 97.12 96.70 96.87 96.66 96.35 96.56 73.96 96.74 96.05 96.21 96.69 96.14 96.24 96.16 --= 151/1435
32/ orientalis 89.26 88.79 89.27 89.13 88.85 89.28 67.31 89.46 88.97 89.39 89.76 89.60 89.14 88.11 89.48 ---
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Cizelge 4. Saccharopolyspora cinsine ait test izolatlar ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 VILB32 37/1465 [31/1467 [7/1448 |[17/1450 |17/1390 [18/1415 [31/1415 [33/1449 (32/1450 [35/1449 |44/1450
2 ZES61 97.47 |--- 7/1479 |A0/1448 44/1459 40/1394 W41/1419 |8/1417 [31/1459 |46/1464 [25/1459 [58/1458
3 |YILC25 97.89 [99.53 |- 34/1448 [37/1459 [33/1394 [34/1419 [1/1417 [25/1459 A41/1464 |18/1459 [52/1458
4 s antimicrobica 99.52 [97.24 97.65 |- 21/1448 |16/1390 |17/1414 |34/1414 |[32/1447 [33/1448 [36/1447 [41/1448
5 [S.indica 98.83 [96.98 [97.46 9855 |- 17/1392 [18/1417 [29/1415 45/1456 (42/1459 |41/1456 [48/1455
6 |S.hirsuta_subsp. kobe [98.78 [97.13 [97.63 [98.85 [98.78 |- 1/1394 |33/1389 [33/1390 [28/1395 [36/1390 [48/1395
7 S jiangxiensis 98.73 [97.11 9760 [98.80 [98.73  [99.93  |--- 34/1414 [34/1415 |28/1419 [37/1415 (48/1419
8 |S.shandongensis 97.81 199.44 99.93 97.60 97.95 97.62 97.60 23/1416 [39/1417 (16/1416 @48/1417
9 s.spinosa 97.72 [97.88 98.29 [97.79 9691 [97.63 [97.60 [98.38  |-- 38/1480 [19/1480 148/1453
10 s hirsuta 97.79 96.86 97.20 [97.72 ]97.12 9799 98.03 9725 97.43 |- 43/1480 [36/1460
11 Is phatthalungensis 97.58 [98.29 98.77 9751 97.18 [97.41 97.39 [98.87 98.72 [97.09 |- 44/1453
121s hordei 96.97 [96.02 |96.43 [97.17 96.70 9656 [96.62 [96.61 [96.70 9753 96.97 |-
13 s tripterygii 9597 [96.18 [96.46 [96.18 95,69 [95.88 [95.85 [96.92 [96.74 [95.33 96.82 95.34
14 Is dendranthemae 96.01 9645 |96.87 [96.21 95,61 [96.11 96.10 [97.03 [96.81 [95.63 [97.22  [95.68
15 IS pathumthaniensis 94.89 [95.33 [95.74 9515 9443 9596 9596 [96.88 [95.77 9441 96.04 94.63
16 s erythraea 9593 [95.75 [96.23 [96.13 9533 9597 9597 [96.32 [96.68 [95.88 [96.82  [95.73
17 Is endophytica 94.81 [95.19 [95.60 9494 9436 [96.25 [96.25 [96.67 [95.75 [94.86 [96.02 = 94.42
18 Is cebuensis 95.65 [95.54 9595 [95.85 9499 9546 9547 [96.04 [96.75 [95.33 97.22  [95.66
19 s gloriosae 9553 [95.50 [95.98 [95.74 9493 9560 [95.61 [96.10 [96.42 95,53 96.83  [95.90
20 s spinosporotrichia 95.78 9549 |96.00 |96.00 95.78 9599 9593 [96.22 [96.44 [95.64 96.58  95.57
21 Is rosea 95.79 [96.07 96,55 [95.78 95,65 [95.68 [95.76 [96.68 [96.82 [96.00 97.31  [95.66
22 |s halophila 95.78 [96.29 |96.70 [95.98 9525 9596 9596 [96.60 [96.46 [95.31 96.87 [95.04
23 |s flava 95.36 [95.39 [95.81 [95.71 9490 [95.67 [95.68 [96.60 [95.61 [94.36 [96.03  [94.62
24 A sacchari 94.11 [93.98 9433 9417 93.78 [93.28 [93.26 9439 9461 9358 P4.67 93.72
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Cizelge 4. Devami

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 viLB32 57/1413 [57/1428 [74/1447 159/1448 [75/1446 [63/1448 64/1433 [58/1375 |61/1448 61/1445 66/1423 [86/1459
2 ZES61 54/1414 [51/1438 68/1457 [62/1458 [70/1456 |65/1458 65/1443 62/1376 [57/1449 54/1455 66/1433 188/1462
3 yILC25 50/1414 |45/1438 62/1457 [55/1458 [64/1456 59/1458 [58/1443 55/1376 [50/1449 148/1455 |60/1433 [83/1464
4 IS antimicrobica 54/1413 54/1426 [70/1444 156/1446 [73/1443 [60/1446 [61/1431 [55/1374 |61/1446 [58/1443 [61/1421 [84/1440
S s.indica 61/1414 |63/1436 [81/1454 |68/1456 [82/1453 [73/1456 [73/1441 [58/1376 [63/1449 169/1453 [73/1431 190/1448
6 IS hirsuta subsp. kobe |57/1384 [54/1387 |56/1387 |56/1389 [52/1387 |63/1389 61/1386 [55/1371 60/1390 56/1386 [60/1387 93/1384
7 s jiangxiensis 58/1397 [55/1412 [57/1412 [57/1414 [53/1412 |64/1414 [62/1411 [56/1376 |60/1414 57/1411 |61/1412 195/1409
8 s shandongensis 43/1396 [42/1412 [44/1412 [52/1414 [47/1412 [56/1414 [55/1411 [52/1374 |47/1414 |48/1411 |48/1412 [79/1408
9 |s.spinosa 46/1413 [46/1440 62/1466 49/1478 [62/1459 [48/1477 [52/1453 |49/1375 |46/1448 [52/1471 |63/1435 [78/1446
101s hirsuta 66/1414 63/1441 [82/1467 |61/1479 [75/1460 |69/1478 [65/1454 [60/1376 [58/1451 [69/1472 [81/1436 193/1448
11ls phatthalungensis ~ [45/1413 [40/1440 [58/1466 147/1478 [58/1459 [41/1477 |46/1453 [47/1375 [39/1448 U6/1471 [57/1435 [77/1446
121 hordei 66/1417 62/1435 [78/1453 [62/1453 |81/1452 |63/1453 [59/1438 61/1377 [63/1453 [72/1452 [77/1430 191/1449
13's tripterygii 12/1415 2/1418 [70/1415 PA4/1417 [57/1415 [67/1412 66/1367 63/1416 [52/1416 [33/1407 |86/1409
141s dendranthemae ~ [99.15 |- 10/1445 65/1442 [12/1445 [51/1442 60/1439 |65/1375 158/1431 45/1443 [41/1437 [88/1428
151s pathumthaniensis  98.45 99.31 |- 79/1468 [10/1465 [69/1468 65/1453 63/1375 [72/1449 66/1469 |40/1437 [104/1446
16 erythraea 9505 9549 [94.62 |- 80/1461 [44/1479 139/1456 [4/1378 |57/1450 [59/1473 [78/1437 [73/1447
17's endophytica 98.31 [99.17 [09.32 0452 |- 69/1461 [66/1446 [B7/1375 [75/1448 [65/1462 |45/1437 [107/1445
1815 cebuensis 9597 [96.46 9530 97.03 [95.28 |- 38/1455 [47/1377 156/1450 |47/1473 68/1437 [77/1447
1915 gloriosae 9525 [05.83 9553 97.32 (9544 9739 |- 41/1375 [50/1435 52/1452 [79/1434 81/1432
20 S.spinosporotrichia  95.17  95.27 [95.42 99.71 [95.13 [96.59 [97.02  |--- 55/1377 60/1374 67/1375 [72/1370
2118 rosea 9555 [95.95 9503 [96.07 [94.82 96.14 (9652 96.01 |- 53/1448 [73/1426 192/1444
225 halophila 9633 [96.88 9551 [95.99 9555 [96.81 (96.42 95.63 (96.34 |- 57/1438 89/1447
23 flava 97.65 [97.15 9722 9457 (9687 9527 (90449 9513 [94.88 196.04 |- 96/1425
24 | sacchari 93.90 [03.84 [92.81 [94.96 [92.60 94.68 (9434 9474 [93.63 93.85 [93.26 |-
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Cizelge 1. Microbispora cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli ylizde benzerlik degerleri ve niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 |azs --- 13/1464 [14/1413[15/1463 |18/1452 [23/1440(19/1412 [19/1462 [29/1452 [29/1460 [30/1453 [30/1461 [38/1445 [34/1463 |37/1418 [36/1456 |48/1448 |45/1451 [75/1438
2 [Ez3 99.11 |--- 23/1413[13/1446 |5/1440 [26/1428 23/141216/1445 [30/1435 |27/1443 [27/1441 37/1444 44/1439 [39/1446 [35/1401 [34/1444 53/1434 146/1440 [78/1432
3 |M.rosea_subsp._aerata [99.01 98.37 |- 23/1412 26/1406 [28/1409 21/1411 26/1411 |34/1412|30/1409 [35/1407 |39/1413 |41/1412 34/1413 |39/1383 [39/141053/1411 148/1411 |80/1405
4 IM. bryophytorum 98.97 [99.10 [98.37 |--- 18/1451 [26/1439 [13/1412 [25/1476 [40/1465 [31/1473 [27/1453 39/1475 [46/1444 [30/1464 |42/1432 [34/1455 |57/1447 |40/1452 [16/1437
> M. rosea_subsp._rosea [98.76 [99.65 98.15 [98.76 |- 31/1433[28/1405 [21/1450 [35/1440 |32/1448 [32/1446 42/1449 149/1438 |42/1451 |39/1406 [37/1449 |56/1439 |49/1444 82/1431
6 M. corallina 08.40 [98.18 [98.01 98.19 [97.84 |--- 29/1408 [19/1438 [33/1439 [30/1438 [37/1435 |35/1441 [48/1433 40/1439 [31/1409 |41/1437 |51/1438 [51/1436 |81/1423
7 M. amethystogenes 98.65 [98.37 [98.51 99.08 98.01 97.94 |--- 31/1410(38/141131/1408 [36/1406 141/1412|50/1411 36/1412 142/138242/1409 |57/1410 44/1410 |81/1402
8 M. hainanensis 98.70 [98.89 [98.16 98.31 [98.55 [98.68 [97.80 |--- 41/1464 40/1472 |33/1451 24/1474 |47/1443 |38/1461 41/1432 [38/1454 |42/1446 149/1449 80/1436
9 |p. phitsanulokensis 98.00 97.91 [97.59 97.27 97.57 97.71 97.31 [97.20 |--- 23/1464 [20/1444 58/1466 [33/1443 43/1452 [20/1434 [25/1446 |47/1450 |49/1444 [78/1430
10 Pp. thailandica 98.01 [98.13 [97.87 [97.90 [97.79 9791 [97.80 [97.28 [98.43 |--- 18/1451 56/1471|39/1443 |35/1460 20/1430 [21/1453 |45/1446 |44/1448 [79/1434
11 |p. silvatica 97.94 98.13 [97.51 98.14 [97.79 9742 9744 97.73 |98.61 [98.76 |- 49/1450 27/1442 145/1454 10/1410 [5/1453 |43/144452/1447 [77/1432
12 M. siamensis 97.95 97.44 9724 9736 [97.10 |97.57 |97.10 [98.37 [96.04 [96.19 [96.62 |--- 61/1445 48/1460 [59/1433 |55/1453 |57/1448 161/1451 [89/1438
13 |A. corrugata 97.37 [96.94 [97.10 96.81 [96.59 [96.65 [96.46 [96.74 |97.71 [97.30 [98.13 [95.78 |--- 55/144730/1409 32/1444 34/1444 70/1445 [75/1434
14 M. thailandensis 97.68 97.30 [97.59 97.95 [97.11 |97.22 9745 [97.40 [97.04 [97.60 [96.91 [96.71 [96.20 |-- 46/1418 [51/1455 |60/1450 [31/1456 [83/1438
15 |p. kaengkrachanensis [97.39 97.50 |97.18 [97.07 97.23 [97.80 [96.96 97.14 [98.61 [98.60 [99.29 [95.88 [97.87 [96.76 |- 13/1412140/1416 53/141078/1396
16 |p .mira 97.53 97.65 [97.23 97.66 [97.45 [97.15 [97.02 |97.39 [98.27 [98.55 [99.66 [96.21 [97.78 96.49 199.08 |-- 46/1446 [57/1448 84/1435
17 |a. phusangensis 96.69 96.30 [96.24 [96.06 [96.11 [96.45 [95.96 [97.10 [96.76 [96.89 [97.02 [96.06 [97.65 [95.86 [97.18 [96.82 |--- 61/144581/1429
18 M. mesophila 96.90 [96.81 [96.60 [97.25 1[96.61 [96.45 [96.88 [96.62 [96.61 [96.96 [96.41 [95.80 [95.16 97.87 96.24 [96.06 [95.78 |-- 85/1437
19 |Amadurae 94.78 9455 194.31 [94.71 94.27 9431 9422 P4.43 19455 9449 94.62 [93.81 [94.77 P4.23 9441 [94.15 194.33 [94.08 |-
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EK E. Izolatlarin Renk Gruplarinin Belirlenmesi

Renk Izolat Gelisimi | Spor rengi Substrat Coziiniir Pigment
gruplart Miselyum Rengi Rengi

1 Al238 +++ Gri-beyaz | Agik kahverengi Yok

1 Al239 ++ Gri-beyaz | Agik kahverengi Yok

2 AS21 +++ Beyaz Koyu gri Yok

3 AYDS4 +++ Beyaz Koyu gri Yok

4 ZIRC94 + Yok Koyu gri Sar1

6 AZ5 ++ Gri Agik gri Acik kahverengi
7 EZ3 + Gri

8 EC52 ++ Beyaz Kahverengi Yok

8 AS26 +++ Beyaz Acik kahverengi Sar1

9 EA55 ++ Gri Acik kahverengi Sari

10 21237 +++ Beyaz Acik kahverengi Acik kahverengi
10 AYDS25 +++ Gri-beyaz | Acik kahverengi

11 YILB32 +++ Yok Kahverengi Yok

11 YILC25 ++ Yok Kahverengi Yok

12 ZES61 ++ Yok Kahverengi Yok

12 ZEYS56 +++ Yok Kahverengi Yok

13 AS59 +++ Gri-beyaz Koyu krem Sari

14 BI255 ++ Gri-beyaz Koyu krem Sar1

14 BI519 +++ Beyaz Koyu krem Sar1

15 EC51 +++ Beyaz Koyu krem Sar1

15 EZ11 ++ Gri-beyaz Krem Sar1

16 ZEI231 +++ Gri-beyaz Krem Sar1

16 ZEYZ14 + Beyaz Krem Acik kahverengi
16 ZEZ7 ++ Beyaz Yok Acik kahverengi
17 ZIRI57 +++ Yok Krem Acik kahverengi
17 ZIRI1269 +++ Yok Yok Acik kahverengi
17 ZIRS29 ++ Beyaz Yok Acik kahverengi
18 ZEYZ1 +++ Beyaz Yok Acik kahverengi
19 ZIR1266 +++ Gri-beyaz Yok Sari

20 EZ14 ++ Gri-beyaz Koyu krem Sar1

21 EI2115 +++ Beyaz Kahverengi Yok

21 BI245 ++ Beyaz Kahverengi Sar1

22 AYDS60 ++ Beyaz Kahverengi Yok

23 Y1212 +++ Yok Kahverengi Yok

24 ES24 ++ Gri-beyaz | Agik kahverengi Yok

25 El2125 +++ Gri-beyaz | Agik kahverengi Yok

26 ABT7 +++ Beyaz Acik kahverengi Yok

27 ES109 ++ Beyaz Acik kahverengi Sar1
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