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KARADENiZ ngS]@DiMENTiNiN AKTiNOBAKTERj
BiYOCESITLILIGININ BELIRLENMESI ve POLIFAZIK
KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu calismada Karadeniz dip sedimentinin Actinobacteria biyogesitliliginin
belirlenmesi ve olas1 yent tiirlerin literatiire kazandirilmasi hedeflendi.

Ordu ve Samsun sahillerininin farkli derinliklerden alinan sediment
orneklerinden aktinomiset izolasyonu diliisyon plak yontemi ile gergeklestirildi.
Segici izolasyon besiyeri olarak bazal mineral salts, M3, nisasta-kazein, non-
sporulating, SM1, SM2, SM3 ve rafinoz-histidin agar kullanildi. Farkli koloni
morfolojileri dikkate alinarak segilen izolatlar numaralandirilip saflastirilarak
stoklandi. Genomik DNA’lar1 izole edilen 93 izolatin 16S rRNA gen bolgesi PZR
amplifikasyonlar1 27f ve 1525t evrensel primerleri ile, niikleotit dizileri ise alt1 farkli
evrensel primer ile gerceklestirildi. Filogenetik agaclar MEGA 5.2 yazilimi
kullanilarak Neighbour Joining algoritmasi ile gergeklestirildi. Filogenetik verilere
gore 34 izolat Micromonospora, 28 izolat Streptomyces, 6 izolat
Saccharomonospora, 5 izolat Verrucosispora, 5 izolat Nocardia, 5 izolat
Nonomuraea, 4 izolat Actinomadura, 3 izolat Actinopolymorpha, 2 izolat
Plantactinospora ve 1 izolat Microbispora cinsinin iiyesi olarak belirlendi. 16S
rRNA gen bolgesi niikleotit dizisine dayali analizlere gore niikleotit farkliligi en
yiiksek Micromonospora cinsi iiyesi 13 izolatin gyrB ve rpoB gen bdlgelerinin
analizleri yapildi. Tim izolatlarin 3-amino-5-hidroksibenzoik asit (AHBA) gen
bolgesinin varligi ilgili primerler ile belirlendi.16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi
analizlerine gore niikleotit farklilig1 yiiksek olan izolatlarin ilgili tip tiirleri ile DNA-
DNA hibridizasyon testi yapilarak yeni bir tiir olduklar1 belirlendi, fenotipik ve
kemotaksonomik karakterizasyonlar1 yapildi.

Bunlardan S1412 izolati Streptomyces hoynatensis ve DS3030 izolat1 ise
Saccharomonospora amisosensis olarak isimlendirilerek literatiire kazandirildi.

Anahtar Kelimeler: AHBA genleri; 16S rRNA geni; gyrB geni; rpoB geni;
Actinobacteria
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DETERMINATION OF ACTINOBACTERIA BIODIVERSITY OF THE
BLACKSEA DEEP SEDIMENTS andPOLYPHASIC CHARACTERIZATION

ABSTRACT

Identification of the biodiversity of Actinobacteria at deep-sea sediments in the
Black Sea and addition of possible novel species to the literature were purposed in
this study.

Isolation of Actinomycetes from the samples of sediments collected from
different depths of both Samsun and Ordu coasts was carried out by dilution plate
assay. Basal mineral salts, M3, starch-casein, non-sporulating, SM1, SM2, SM3 and
raffinose-histidine agar were used as components of selective isolation medium.
Selected isolates regarding their different colony morphologies were numbered,
purified and finally stored. PZR amplifiation of 16S rRNA gene locus of genomic
DNA purified from 93 isolates was made using 27f and 1525r universal primers
whilst 6 different universal primers were applied for nucleotide sequences.
Phylogenetic trees were formed by Neighbour Joining Algorithm using MEGA 5.2
software. Regarding to the phylogenetic data, 34 Micromonospora, 28 Streptomyces,
6 Saccharomonospora, 5 Verrucosispora, 5 WNocardia, 5 Nonomuraea, 4
Actinomadura, 3 Actinopolymorpha, 2 Plantactinospora and 1 Microbispora genus
members were identified from those isolates. Gene regions including rpoB and gyrB
were analysed in 13 isolates that are members of Micromonospora genus with the
highest nucleotide differences determined by analysis of 16S rRNA gene
locusregarding nucleotide sequence. The presence of 3-amino-5-hydroxybenzoic
acid (AHBA) gene region in these isolates was determined by using relevant primers.
Isolates revealing high level of differences in nucleotide sequence of 16S rRNA gene
locus were determined to be members of novel species by DNA-DNA hybridisation
test analysis of these isolates with relevant type of species. In addition, these isolate
were charecterised by phenotypic and chemotaxonomic analyses.

To conclude S1412 and DS3030 isolates have been newly imparted to the
literature with name of Streptomyces hoynatensis S1412" and Saccharomonospora
amisosensis DS3030", respectively.

Key Words: AHBA genes; 16S rRNA gene; gyrB gene; rpoB gene; Actinobacteria.
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1. GIRIS

Actinobacteria tyeleri,Actinomycetales ordosuna ait, Gram pozitif, sporlu
bakterilerdir (Goodfellow ve dig., 1988). Cogu biyoaktif bilesiklerin iireticisi olan
Actinobacteria tiyeleri mikroorganizmalarin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir. Bu
grubun Tlyeleri basta antibiyotikler olmak {izere (Berdy, 2005; Strohl, 2004)
antitimor ajanlar (Cragg ve dig., 2005), bagisiklik sistemini baskilayici ajanlar
(Mann, 2001), enzimler v.b. gibi biyoaktif sekonder metabolitlerin yaklasik
yarisindan fazlasin1 iretmektedirler (Berdy, 2005). Actinobacteria {iyelerinin
biyoteknolojik dneminden dolayi, ila¢ tarama programlar1 son 50 yildir genellikle
karasal kaynaklardan yeni aktinomisetlerin izolasyonu {izerine yogunlagmistir. Son
zamanlarda, bilinen bilesiklerin tekrar tekrar izole edilmesi ile karasal
aktinomisetlerden yeni bilesiklerin kesif oran1 azalmis, yeni biyoaktif bilesiklerin
kesfi i¢in son yillarda deniz dip sedimenti gibi kesfedilmemis habitatlara
yonelinmistir (Fenical ve dig., 1999).

Karasal ortamlarda, genis bir canl ¢esitliligi olsa da, okyanus ve denizlerdeki
biyogesitlilik nisbeten daha fazladir (Donia ve Hamann, 2003). Diinya gezegeninin
% 70’inden Ve biitiin biyosferin % 95’inden daha fazlasini kapsamakta olan denizel
ortam olaganiistii bir biyogesitlilik icermektedir (Qasim, 1999). Mikrobiyal
biyogesitlilik, yenilik¢i biyoteknoloji i¢in degerli bir kaynak olan yeni kimyasallarin
sonsuz bir havuzunu olusturmaktadir (Berdy 2005; Fenical ve Jensen 2006). Denizel
aktinomisetlerin yasam kosullari, asir1 yiiksek basinca (maksimum ~1100 atmosfer),
derin deniz zemininde 0 °C’den daha diisiik sicakliga, anaerobik ve yiiksek asidik
kosullara (pH: 2.8) uyum saglamistir. Bu durum aym zamanda deniz
aktinomisetlerinin genetik ve metabolik ¢esitliliklerini de yansitmaktadir (Magarvey
ve dig., 2004; Jensen ve dig., 2005a).

Cok sayida aktinomiset, deniz kaynaklarindan izole edilmektedir. Fakat hala bu
suslarin tamamen denizel habitatlara m1 6zgii yoksa denize yakin karalardan yikanan
toprak kaynaklarindan gelen direngli sporlar halinde mi bulundugu ile ilgili bazi

tartismalar bulunmaktadir. izole edilen suslarin ¢ogunun yiiksek tuzluluk sartlari,



diisiik sicaklik ve yiiksek basing altinda yasamaya adapte oldugu acik bir sekilde
bilinmektedir. Yapilan son calismalar, bazi Actinobacteria kladlarinin metabolik
olarak denizel ¢evrelerde aktif oldugu kanitlanmis ve bunlar gercek denizel tiirler
olarak rapor edilmistir (Feidler ve dig., 2005).

Arastirmacilar, insan patojenleriyle miicadele ve mevcut farmakolojik
bilesiklerden farkli bilesikler i¢in yeni habitatlar1 arastirmaya baslamislardir. Bu
habitatlardan okyanus zemini son yillarda bir¢ok benzersiz aktinomisetin izolasyonu
icin kaynak olusturmustur (Jensen ve dig., 2005b; Fenical ve Jensen, 2006).
Aktinomisetler okyanus boyunca genis dagilim gostermekte, gelgitler arasinda
olusan zonlardan (Goodfellow ve Williams, 1983), deniz suyundan (Ramesh ve dig.,
2006; Ramesh ve Mathivanan, 2009), hayvanlar(Ramesh ve Mathivanan, 2009) ve
bitkilerden (Castillo ve dig., 2005), siingerlerden (Zhang ve dig., 2008; Sun ve dig.,
2010) ve okyanus sedimentinden (Jensen ve dig., 2005b; Das ve dig. 2008;
Thornburg ve dig., 2010; Xiao ve dig., 2011) izole edilebilmektedirler. Nadir deniz
aktinomisetlerinin bazilari, karasal kokenli aktinomisetlerden farkli olarak gelisim
icin deniz suyuna ihtiya¢ duymaktadir (Maldonado ve dig., 2005; Jensen ve dig.,
2005b; Jensen ve Mafnas, 2006). Denizel ¢evrelerde aktinomisetlerin bu tiir essiz
adaptasyon 06zelligi (Maldonado ve dig., 2005; Jensen ve dig., 2005b, 2007), yeni
tirlerinkesfi ve farmasotik agidan Onemli bilesiklerin umut verici bir kaynagi
olmasini saglamistir (Fenical ve Jensen, 2006). Bu umutlara ragmen, giiniimiiz deniz
aktinomisetleri ¢ok az calisilmis ve bunlarin kii¢iik bir kisminin metabolit profilleri
incelenmigstir (Lam, 2006; Bull ve Stach, 2007). Denizel ¢evre kosullar1 karasal ¢evre
kosullarindan farkli oldugu icin (Carte, 1996; Kijjoa ve Sawangwong, 2004), deniz
aktinomisetleri karasal aktinomisetlerden farkli karakteristiklere sahiptir ve bu
yiizden biyoaktif bilesik ve antibiyotikleri iiretebilmektedirler (Ellaiah ve Reddy,
1987, Ramesh ve Mathivanan, 2009). Giiniimiize kadar yapilan arastirmalar bu
hipotezi desteklemis ve deniz aktinomisetlerinin farkli sekonder metabolitleri tirettigi
gosterilmistir (Lam, 2006; Fenical ve Jensen, 2006). Bu metabolitlerin gogunun yeni
biyolojik aktiviteleri belirlenmis ve ayni zamanda da terapdtik ajanlar olarak
gelistirilebilme potansiyelleri decalisilmistir (Feling ve dig., 2003; Maldonado ve
dig., 2005).



Bu caligmanin amaglart;

» Karadeniz’in farkli derinliklerinden alinan sediment Orneklerinden kiiltiire
edilebilir aktinomiset {iyelerinin segici izolasyon besiyerleri ile izole edilmesi
ve aktinomiset biyogesitliliginin belirlenmesi,

= izole edilen aktinomiset iiyelerinin genotipik, fenotipik ve kemotaksonomik
yontemler kullanilarak karakterize edilmesi,

= zole edilen suslarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi,

= 3-amino-5-hydroksibenzoik asit (AHBA) antibiyotik gen kiimesine sahip olan
izolatlarin belirlenmesi,

= Polifazik metotlar ile yeni tiirlerin belirlenmesi, isimlendirilerek literatiire
kazandirilmasi,

» Tirler arasi iliskilerin aciklanmasinda 16S rRNA gen bolgesinin yetersiz
oldugu Micromonospora cinsi iiyelerinin gyrB ve rpoB gen bolgesi niikleotit

dizi analizlerinin ger¢eklestirilmesidir.






2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Karadeniz’in Genel Ozellikleri

Karadeniz, 40° 50’ giiney ile 46° 32’ kuzey boylamlar1 ve 27° 27’ bat1 ile 41° 42’
dogu enlemleri arasinda yer almaktadir. Gilineydogu’da Dogu Karadeniz daglari,

Kuzeydogu’da ise Kafkas daglar1 ile gevrilmistir. Giineybati’da Istanbul Bogazi,

Marmara Denizi, Canakkale Bogazi ile Ege Denizi ve Akdeniz’e Kuzey’de ise Kerg

Bogazi ile Azak Denizi’ne baglanmistir (Basar, 1996; URL-1).

’%’ UKRAYNA o

Sekil 2.1. Genel Karadeniz haritas1 (URL-1)

Ortalama derinligi 1271 m, maksimum derinligi 2245 m olan ve yar1 kapali bir
i¢ deniz Ozelligine sahip Karadeniz’in yilizey alan1 423 000 km? hacmi 537 000
km?¥tir. Belirtilmis olan bu hacmin sadece 68847 km®>lik kisminda O,
bulunmaktadir (FAO, 1985). Bir zamanlar tatli su 6zelliginde olan Karadeniz, % 3,6
tuzluluktaki Akdeniz kokenli sularin girisiyle bugiinkii tuzluluk degerine ulagsmstir.
Tuzluluk derecesi her ne kadar Karadeniz’de diisiik olsa da en yiiksek tuzluluk
degerleri, orta kesimlerde yaklasik % 1,8, akarsularin denize ulastigi kesimlerde ise

yiizey tuzlulugu %0,4-0,5 olabilmektedir.



Karadeniz’de yiizey suyu sicakligi mevsimsel ve yerel degisimler
gostermektedir. Kisin (Subat-Mart) ortalama su sicakligi tiim Karadeniz’de 6-7
°C’ye kadar diiserken; giiney kesimlerinde 8-9 °C, kuzey kesimlerinde ise 2-3 °C’dir.
Yaz aylarinda (Temmuz-Agustos) ise ortalama 20-22 °C olan yiizey suyu sicakligi,
dogu ve giiney kiyilarinda 24-25 °C’ye kadar yiikselmektedir (Balkas, 1990).

Karadeniz’i diger denizlerimizden ayricalikli kilan en Onemli &zelligi,
yiizeydeki oksijenli tabakanin altindaki derin dip sularinin siirekli oksijensiz olmasi
ve tabana dogru artan yiiksek derisimlerde hidrojensiilfir i¢ermesidir (Yilmaz,
2002).Karadeniz diinya denizleri igerisinde iki tabakali hidrolojik yap1 gostermesi
nedeniyle olduk¢a onemli bir konuma sahiptir. Oksijen degeri az olan sularin
Karadeniz’e girisi ve siirekli haloklin tabakalagmasi ile kisitlanan vertikal karigimi
sonucu 150 metreden itibaren oksijensiz bir ortam olusmaktadir(Sekil 2.2). Bu
ortamdaki anaerobik bakterilerde organik maddeleri pargalayarak hidrojensiilfiir

gazinin ¢ikmasina sebep olmaktadir.

60m

Sekil 2.2. Karadeniz dip yapist (Ozcan, 2005)



2.2 Actinobacteria

Actinomycete ismi Actinomycetales ordosunun filamentli {iyelerini ifade etmek igin
yaygin olarak kullanilmaktaydi, ancak bu kullanim son yillarda yaygiligimi
kaybetmeye baslamis ve actinomycete yerine Actinobacteria ismi daha fazla
kullanilmaya baslanmistir (Ward ve Bora, 2006). Actinomycete kelimesi
Yunanca’dan tiliretilmistir, ‘‘1gin-fungus’’lar1 anlamindadir ve funguslarla bu
bakterilerin  tarihsel  karisikligi,  morfolojilerindeki ~ yakin  benzerlikten
kaynaklanmistir (Lechevalier ve Lechevalier, 1981).

Aktinomisetler farkli bir grup olmasina ragmen ¢ok sayida 6zelligi paylasarak
genellikle Gram-pozitif, dallanmig filamentli hiflere sahip aerobik bakteriler olarak
tanimlanmaktadir. Bu dallanmis filament6z hifler ya stabildirler ya da daha kiigiik alt
birimlere ayrilabilir ve aseksiiel sporlar olustururlar (Lechevalier ve Lechevalier,
1981; Prescott ve dig., 2002b). Cok sayida aktinomiset konidia ya da konidiaspor
olarak bilinen sporlar1 tagiyan aerial miselyumlardan olusmaktadir. Sporangiospor
olarak adlandirilan bu sporlar filamentlerin sonunda ya da sporangianin i¢inde yer
almaktadir (Prescott ve dig., 2002b). Filogenetik olarak diger bes ordo ile birlikte
(Acidimicrobiales, Bifidobacteriales, Coriobacteriales, Rubrobacterales
veEuzebyales)Actinomycetales ordosu Actinobacteria sinifina aittir (Kurahashi ve
dig., 2010). Tiim aktinobakteriyel genomlar yiiksek G+C igerigi (% 50’nin iizerinde)
ile Kkarakteristiktir (Stackebrandt ve dig., 1997, Prescott ve dig., 2002b).
Actinomycetales ordosunun 13 alt-ordosu ve 42 familyasi vardir (Zhi ve dig., 2009).

Aktinomisetler hem deniz hemde toprak habitatlarinda genis bir dagilim
gostermektedir (Lechevalier ve Lechevalier, 1981; Goodfellow ve Williams, 1983;
Prescott ve dig., 2002b). Bu organizmalar cografik lokasyonlarin yani sira ¢ok ¢esitli
sicaklik, pH, tuzluluk ve basinca sahip kaynaklardanda izole edilmislerdir. Ustelik
aktinomisetler dogada simbiyotik ve endofitik yasabilmektedir, saglikli bitki
dokularindan (Hasegawa ve dig., 2006; Ryan ve dig., 2008), ¢esitli karinca tiirlerinin
sindirim sistemlerinden (Watanabe ve dig., 2003; Kurtboke ve French, 2007) ve bir
¢ok bocek tiirliniin salgir bezlerinden (Kaltenpoth ve dig., 2006) izolatlar elde
edilmistir. Aktinomisetlerin deniz siingerinin ¢esitli tiirlerinden (Zhang ve dig., 2006;
Gandhimathi ve dig., 2008; Xin ve dig., 2008) ve kirpi baligmin organlarindan da
izolasyonlar1 gergeklestirilmistir (Wu ve dig., 2005).



Aktinomisetler medikal ve endiistriyel agidan da oldukga oOnemlidirler.
Antibiyotik ve kullanilabilir enzimleri igeren ¢ok cesitli sekonder metabolit
iiretmelerinin yani sira, bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda gesitli hastaliklara da
sebep olabilirler. Aktinomisetler sularin aritilma isleminde, aktif c¢amurda
bulunabilirler ve ftalat esterlerin ortadan kaldirilmasinda, ¢okelmenin 6nlenmesinde,
demiilsifikasyonun (emiilsiyonun ayrilmasina yardimci olma) gerceklestirilmesinde
rol alirlar. Fakat ayn1 zamanda borular tikayan yogun kdopiiklerin olusmasindan da
sorumludurlar. (Lechevalier ve Lechevalier, 1981; Goodfellow ve Williams, 1983;
Prescott ve dig., 2002b).

2.2.1Actinobacteria’nin onemi

Dogada genis dagilim gosteren ve 6nemli ekolojik rollere sahip olan Actinobacteria
tiyeleri saprofitik oOzelliklerinden dolay1 cesitli organik bilesikleri pargalayarak
ayristirirlar ve besin dongiisiine yardimer olurlar (Lechevalier ve Lechevalier, 1981,
Goodfellow ve Williams, 1983; Mincer ve dig., 2002; Prescott ve dig., 2002b;
Gonzalez ve dig., 2005; Hasegawa ve dig., 2006). Topraktaki Actinobacteria
tiyelerinin rolii lizerine genis Olgiide calismalar yapilmis olup seliiloz, Kkitin,
hemiseliilloz, keratin, lignin, lignoselilloz ve pektin gibi kompleks organik
materyallerin pargalanmasinda onemli rol oynadiklar1 goriilmiistiir. Ayrica petrol,
hidrokarbon, pestisit ve herbisit gibi ¢ogu bilesiklerin ortadan kaldirilmasina
yardimci olarak toprakta sadece ayristirmada degil, aritmada da gorev almaktadirlar
(Goodfellow ve Williams, 1983; Mincer ve dig., 2002; Gonzélez ve dig., 2005;
Jayasinghe ve Parkinson, 2008).Actinobacteria iiyelerinin topraktaki patojenik
funguslar lizerinde antagonistik etki gosterdigi belirlenmis (Jayasinghe ve Parkinson,
2008) ve boylece potansiyel olarak Actinobacteria iiyelerinin bitkilerin patojenik
fungal infeksiyonunun engellemesinde yardimci oldugu bulunmustur (Goodfellow ve
Williams, 1983). Ayrica birgok Actinobacteria iiyesinin endofitik olarak bitkinin i¢
dokularma kolonize olup bitkilerle yakin iliski kurdugu ve bitkiye pek ¢ok yararinin
oldugu belirlenmistir (Coombs ve Franco, 2003; Hasegawa ve dig., 2006; Ryan ve
dig., 2008). Endofitik tiirlerin ¢ogu konak bitkiye onemli sekonder metabolitler
iireterek avantaj saglamaktadir. Bu sekonder metabolitler, mikroorganizma ve bocek
oldiirticii molekiilleri (Coombs ve Franco, 2003; Hasegawa ve dig., 2006), bitki
biiylimesi diizenleyicileri (Hasegawa ve dig., 2006; Ryan ve dig., 2008) ya da temel
vitaminleri igerebilmektedir (Ryan ve dig., 2008). Kolay bir sekilde bitki hiicreleri



arasindaki bosluklar1 doldurarak endofitleri azaltarak ya da patojenler tarafindan
olusturulan hiicreyi uzaklastirarak enfeksiyonu oOnlemektedirler. Alternatif olarak
Actinobacteria tyeleri nitrat ve fosfat gibi mineral ve besin dongiisiiniin
gelistirilmesi ve aliminin arttirilmasinda yardimci olmaktadir (Ryan ve dig., 2008).
Actinobacteria tiyeleri ayn1 zamanda likenlerin bir bileseni olarak bulunabilmektedir.
Burada fungus, yesil alg ve siyanobakterileri kapsayan bagka organizmalarla
simbiyotik iligskinin bir par¢asini olusturmaktadirlar (Gonzalez ve dig., 2005).

Actinobacteria iiyeleriyle simbiyotik iliski olusturan pek ¢ok farkli bitkiler
oldugu gibi, ¢ok farkli bocek tiirlerininde Actinobacteria iiyeleriyle simbiyotik iligki
olusturdugu bilinmektedir. Muhtemelen buna verilebilecek en iyi bilinen 6rnek
Actinobacteria tiirleri ve yaprak kesen karincalar arasindaki iliskidir. Karincalar
titlin  yapraklarim1 funguslarin  6zel tiirlerini  gelistirmek i¢in substrat olarak
kullanmaktadir. Karincalar fungal ortamlarin gelisimini desteklemekte, patojen
yayilimini 6nlemek i¢in ayn1 zamanda antifungal antibiyotikler iireten mutualistik bir
Actinobacteria {iyesini de gelistirerek onlarin yiyecek kaynagiin ortadan
kaldirilmasin1 ve patojenler tarafindan enfeksiyonunu onlemektedir. Karincalar tek
bir aktinobakteriyel susu (genellikle Pseudonocardia cinsine ait olan) kiitikiilalar:
tizerindeki yapilarda, disi karincalar araciliiyla aile kolonilerinden vertikal olarak
transfer etmektedirler (Zhang ve dig., 2007). Avrupa yaban arilar1 Streptomyces
tirlerinden yavrularinin kozalarmi bakteriyal ve fungal enfeksiyondan korumak
amaciyla yararlanmaktadir. Streptomyces tiirleri disilerin 6zellesmis antennal salgi
bezlerinde gelisirler ve kan hiicrelerine salgilanirlar (Kaltenpoth ve dig., 2006).
Actinobacteria ile mutualistik bir yasam gosteren farkli bir bocek tiirii olan beyaz
karincalar, bagirsaklarinda absorblayici epitelyumlarla bir arada olan Actinobacteria
tiyelerini icerdigi belirlenmistir. Bu Actinobacteria iiyeleri beyaz karincalarin temel
yiyecek kaynagini olusturan odunu degrede edebilme yetenegine sahiptir (Watanabe
ve dig., 2003; Kurtboke ve French, 2007).

Karasal ortamlarda yagayan Actinobacteria iiyeleri gibi, akuatik Actinobacteria
tiyeleri de hem denizel ¢evrelerde hemde tatli sularda besin dongiisiinde énemli rol
oynamaktadir. Actinobacteria {yeleri lignin, kitin, seliloz ve alginatlarin
degredasyonunda rol oynayarak mikrofloranin tamamlayici bir pargasini
olusturmaktadirlar. Ayrica yaglarin ve diger hidrokarbon kontaminantlarinin
ayristirilmasinin yanisira su altindaki bitki koklerinin ¢iiriimesini olumsuz yonde

etkilemektedirler (Goodfellow ve Williams, 1983). Okyanuslardaki Actinobacteria



tiyelerinin ~ ekosistemin  biiylikk bir boliimiinii  olusturdugu  bilinmektedir.
Actinobacteria iiyeleri deniz yiizey mikroflorasindan siinger gibi diger deniz
hayvanlarinin yanisira sedimentlerde, su kolonlarinda ve serbest ylizen deniz
organizmalariyla ortak yasayanlara kadar ¢ok genis ekosistemlerde dagilim
gosterdigi bilinmektedir (Lam, 2006; Ward ve Bora, 2006). Tetradoksin, Kirpi
baligimin (Fugu rubripes) organlarinda bulunmustur ve bu antibiyotigin baligin
organlarinda simbiyotik olarak yasayan bir Actinobacteria tarafindan tretildigi
belirlenmistir (Wu ve dig., 2005). Benzer sekilde, deniz silingerleri tarafindan iiretilen
sekonder metabolitlerin bir ¢gogunun siingerlerin % 40 ile % 60 arasinda biyokiitle
hacimlerinin simbiyotik bakterileri icermesi nedeniyle giiniimiizde bu sekonder
metabolitlerin bir ¢ogunun aktinobakteriyal orijinli oldugu diisiiniilmektedir (Ward
ve Bora, 2006; Zhang ve dig., 2006; Gandhimathi ve dig., 2008; Xin ve dig., 2008).
Actinobacteria tiyelerinin ayni zamanda hem su hemde kanalizasyon borularindaki
lastik contalara ve biliyllk odun depolarina zarar verdigidetespit edilmistir
(Lechevalier ve Lechevalier, 1981; Goodfellow ve Williams, 1983).

Filamentli Actinobacteria tiyelerinin en iyi bilinen karakteristik 6zelligi basta
antibiyotikler olmak iizere, sekonder metabolitlerin genis bir boliimiinii {iretme
potansiyeline sahip oldugudur. Giiniimiizde piyasadaki antibiyotiklerin biiyiik bir
¢ogunlugunun aktinobakteriyal orijinli oldugu bilinmektedir (Lazzarini ve dig., 2000;
Mincer ve dig., 2002; Prescott ve dig., 2002b). En fazla antibiyotik iireticisi olarak
Streptomyces cinsinin iiyeleri bilinmekte ve sekonder metabolitlerin yarisindan
fazlasini tiretmektedirler (Anderson ve Wellington, 2001; Watve ve dig., 2001; Busti
ve dig., 2006; Marinelli, 2009). Nadir Actinomycetes olarak isimlendirilenlerin,
antimikrobiyallerin % 16’sm irettikleri belirlenmistir(Lazzarini ve dig., 2000).
Nadir olarak isimlendirilen cinslerin daha az tamimlanan cinsler oldugu
diisiiniilmekte ve bunlara ornek Actinomadura, Actinoplanes, Amycolatopsis,
Dactylosporangium,  Kibdelosporangium,  Microbispora, = Micromonospora,
Planobispora, Planomonospora ve Streptosporangium verilebilir ancak bunlarla
sinirli degildir (Lazzarini ve dig., 2000). Streptomyces cinsinin anti-infektif tiretme
yetenegine Micromonosporaceae (esas olarak Micromonospora ve Actinoplanes),
Pseudonocardiaceae (esas olarak  Amycolatopsis, Saccharopolyspora ve
Saccharothrix), Thermomonosporaceae (esas olarak Actinomadura), Nocardiaceae
ve Streptosporangiaceae (esas olarak Streptosporangium) familyalarindaki

suslarinda sahip oldugu bilinmektedir (Lazzarini ve dig., 2000). Actinobacteria
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tiyeleri vitaminler, endiistriyel olarak yararli enzimler ve pigmentlerin yani sira
antikanser ilaglari, bagisiklik sistemini baskilayici ajanlari igeren diger sekonder
metabolitleri de tiretmektedirler. Cizelge 2.1°de Actinobacteria iiyeleri tarafindan
iiretilen yararli sekonder metabolitlerin bazilar1 listelenmistir.

Actinobacteria tyeleri ¢ok sayida antimikrobiyal bilesikleri iiretmelerinin
yanisira insanlar, hayvanlar ve bitkilerde hastalifa neden olarak zararli da
olabilmektedirler. Bazilar1 belirli hastaliklarin etkeni iken, bir ¢ok tiir sadece firsatci
patojendir. Aktinomikozis, allerjik pndmoniler, ciizzam, mycetoma, nokardiyozis,
paratiiberkiiloz, streptothricosis ve tiiberkiiloz (TB) gibi insan hastaliklarina bazi
Actinobacteria tiirlerinin sebep oldugu bilinmektedir (Kutzner, 1981; Lechevalier ve
Lechevalier, 1981; Goodfellow ve Williams, 1983; Williams ve dig., 1989; Chun ve
Goodfellow, 1995; Prescott ve dig., 2002b). Toprak g¢iirlimesi, solma ve yaprak
lekesinin yanisira diger kok bitkileri ve patates uyuzunun olusumu bazi
Actinobacteria tiirlerinin neden oldugu bitki hastaliklaridir (Kutzner, 1981,
Lechevalier ve Lechevalier, 1981; Goodfellow ve Williams, 1983; Williams ve dig.,
1989; Coombs ve Franco, 2003; Hasegawa ve dig., 2006).
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Cizelge 2.1. Actinobacteria tarafindan iiretilen biyoaktif sekonder metabolitler

Molekiil Bilesik Simifi Uretici Mikroorganizmalar Referans

Akarboz Enzim inhibitdrii® Actinoplanes sp. Demain, 2000

Klavulanik asit Enzim inhibitori® Streptomyces clavuligerus Marinelli, 2009

Proteazlar Enzim® Nocardiopsis spp. Mehta ve dig., 2006

Ksilanaz Enzim® Streptomyces spp. ve Beg ve dig., 2001
Thermomonospora curvata

Proksimisin A Antitiimor Verrucosispora spp. Williams, 2008

Salinisporamide A Antitiimor Salinispora tropica Lam., 2006; Williams, 2008

Aktinomisin Poliketit antibiyotik Streptomyces spp. Marinelli, 2009

Octakosamicin Poliketit antifungal Amycolatopsis azurea Wink ve dig., 2003

Gentamisin Aminoglikozid antibiyotik Micromonospora echinospora, Cross, 1981,
Micromonospora purpurea ve Wagman ve Weinstein, 1980
Micromonospora sagamiensis

Eritromisin Makrolit antibiyotik Saccharopolyspora erythraea Pelaéz, 2006

Rifamisin Ansamisin antibiyotik Amycolatopsis mediterranei, Bala ve dig., 2004;
Amycolatopsis rifamycinica ve
Amycolatopsis sulphurea

Vankomisin Glikopeptit antibiyotik Amycolatopsis orientalis Pelaéz, 2006; Wink ve dig., 2003

Vitamin By, (cyanocobalamin)
Tacrolimus

Dethimisin
Avermektin

Vitamin
Immunosupressif

Immunosupressif
Antihelmintikler®

Propionibacterium shermanii
Streptomyces tsukubaensis

Amycolatopsis japonica
Streptomyces spp.

Demain, 2000

Kino ve dig., 1987
Tanaka ve dig., 1997a
Wink ve dig., 2003
Demain, 2000

a-Diyabet tedavisinde kullanilan bagirsak glukozidaz inhibitor; b- Parazit solucanlarin tedavisinde kullanilan; c- B-laktamaz inhibitorleri; d- Endiistriyel olarak kullanilan

enzimlerin ¢ok Onemli gruplarindan biri; e- Endiistriyel

olarak bir gida katki maddesi
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2.3 Denizel Aktinomisetler

Toplam deniz yiizeyinin sadece % 7-8’i kiyisal alanlardir ve geriye kalan ve su ile
kapli derin denizlerin, % 60’1 2000 m’den daha derindir (Das ve dig., 2006). Derin
denizler yiiksek basing, diisiik sicaklik, 151k eksikligi, degisken tuzluluk ve oksijen
konsantrasyonu ile essiz ekstrem gevreler olarak karakterize edilmektedirler (Bull ve
dig., 2000). Derin deniz alan1 cografik olarak genis olmasina ragmen, mikrobiyal
cesitlilik lizerine bilimsel bilgi ve arastirmalar yetersizdir (Das ve dig., 2006). Ancak,
yeni antibiyotiklerin kesfi i¢in yeni mikroorganizmalarin kaynagi olarak iyi bir ¢evre
oldugu bilinmektedir (Bull ve dig., 2000). Aktinomisetler denizel ¢evrelere spor
formunda karalardan yikanarak mi1 geldi yoksa denizel ¢evrelerde metabolik olarak
aktif miydi sorusu hala tartisilmaktadir. Son zamanlardaki ¢alismalar, okyanuslarda
okyanusa 6zgii deniz aktinomisetlerinin kesin olarak var oldugunu gostermistir
(Ward ve Bora, 2006). Bunlar Dietzia, Rhodococcus (Nesterenko ve dig., 1982;
Helmke ve Weyland, 1984; Rainey ve dig., 1995; Heald ve dig., 2001), Streptomyces
(Moran ve dig., 1995) ve yeni tanimlanan cinslerSalinispora(Mincer ve dig., 2005;
Jensen ve dig., 2005a; Maldonado ve dig., 2005) ve Marinispora iiyelerini
kapsamaktadir(Jensen ve dig., 2005a; Kwon ve dig., 2006). Son iki cins gelisim igin
deniz suyuna ihtiya¢ duyar ve deniz kemotip isareti tasir; ve ayni zamanda zorunlu
tuza gereksinimi olan Aeromicrobium marinum’u da(Bruns ve dig., 2003)
icermektedir. Son zamanlarda karakterize edilen bir diger cins, Salinibacterium
cinsidir. Bu cins % 10 NaCl’yi tolere edebilmekte fakat gelisim i¢in tuza gereksinim
duymamaktadir (Han ve dig., 2003). Son zamanlarda rapor edilen Verrucosispora
AB-18-032 susu (Riedlinger ve dig., 2004) denize 0zgli aktinomiset olarak
karakterize edilmektedir. Bu tiirlerin bazilarinin simdilerde klinik ¢alismalarda
potansiyel antikanser ajanlari olarak bilinen salinosporamid gibi essiz bilesikler
tirettigi bulunmustur (Feling ve dig., 2003).

Aktinomisetler denizel c¢evrelerin mikrobiyal topluluklarinin etkin ve stabil
formlaridir (Jensen ve dig., 2005 ab) ve cesitli deniz ekosistemlerinde kalici
popiilasyonlar olusturmaktadirlar (Das ve dig., 2006). Yeni deniz aktinomiset
taksonlarmin kesfi aymi zamanda benzersiz metabolik aktivitelerinin kesfini

desaglanmistir (Fenical ve Jensen, 2006). Aktinomisetlerin farkli habitatlarda sabit

13



poplilasyonlar olusturma yetenegi ve cesitli biyolojik aktiviteleri ile yeni bilesikler
tiretmeleri (Magarvey ve dig., 2004; Jensen ve dig., 2005a, 2007; Lam, 2006;
Prudhomme ve dig., 2008; Olano ve dig., 2009; Asolkar ve dig., 2010; Rahman ve
dig., 2010) acikca goOstermektedir ki,denize 0zgii aktinomisetlerin denizel

cevrelerdeki varligi yeni sekonder metabolitlerin kesfi i¢in ¢ok 6nemlidir.

2.3.1 Denizel ¢evrelerde aktinomisetlerin rolii

Aktinomisetlerin antibiyotik iiretimi disinda denizel ¢evrelerde biiyiikk bir roli
bulunmaktadir (Das ve dig., 2006). Cesitli materyallerin doniisiimii ve degredasyonu
bazi mikroorganizmalarin enzimatik aktivitesiyle devam eden bir siiregtir (Jensen ve
dig., 2005a; Lam, 2006). Belirli bir enzim {ireten mikroorganizmalarin artisinin ya da
azalmasinin g¢evre sartlarini ve dogal substrat konsantrasyonunu etkiledigi tahmin
edilmektedir (Ramesh ve Mathivanan, 2009). Deniz aktinomisetlerinin seliilotik
aktiviteleri, Chandramohan ve dig. (1972), endiistriyel olarak onemli ¢esitli enzim
tireten aktinomisetler ile Kitinolitik aktinomisetler ise Pisano ve dig., (1992)
tarafindan rapor edilmistir (Ramesh ve Mathivanan, 2009). Aktinomisetlerin ayni
zamanda organik bilesiklerin geri doniisiim ve bozulmasma katki sagladigi rapor
edilmistir (Goodfellow ve Haynes, 1984). Ayrica, organik maddelerin
mineralizasyonunda, mineral besinlerin immobilizasyonunda, nitrojen
fiksasyonunda, fizyolojik parametrelerin gelistirilmesinde ve g¢evresel korumada

onemli rol oynamaktadirlar (Goodfellow ve Williams, 1983).

2.3.2 Denizel ¢evrelerde bulunan aktinomisetler

Hafif asidik kosullar ndétral sulardan daha biiylik bir biyocesitlilik gosterme
egilimindedir (Goodfellow ve Williams, 1983; Ramesh ve Mathivanan, 2009).
Yapilan birgcok c¢alismada deniz  sedimentlerinden aktinomisetler izole
edilmig(Barcina ve dig., 1987). Lechevalier ve Lechevalier (1970a) denizel
habitatlardan kimyasal icerigine bagli olarak 32 cins tanimlamistir. Yapilan giincel
degerlendirmelerde denizel g¢evrelerden Micromonospora (Bull ve dig., 2005),
Streptomyces (Moran ve dig., 1995), Nocardia, Rhodococcus, Dietzia (Rainey ve
dig., 1995; Heald ve dig., 2001), Prauserella (Kim ve Goodfellow, 1999),
Serinicoccus (Yi ve dig., 2004; Xiao ve dig., 2011), Salinispora (Mincer ve dig.,
2005; Jensen ve dig., 2005a; Maldonado ve dig., 2005), Marinophilus (Lam, 2006),
Solwaraspora (Magarvey ve dig., 2004), Lamerjespora (Fortman ve dig., 2005),
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Marinospora (Jensen ve dig., 2005b; Kwon ve dig., 2006), Salinibacterium (Han ve
dig., 2003), Aeromicrobium (Bruns ve dig., 2003), Williamsia (Stach ve dig., 2004),
Verrucosispora (Riedlinger ve dig., 2004), Marinactinospora (Tian ve dig., 2009b)

ve Sciscionella (Tian ve dig., 2009a) cinslerinin izole edildigi rapor edilmistir.

2.3.2.1Actinomadura cinsi

Actinomadura cinsi Lechevalier ve Lechevalier (1970b) tarafindan tanimlanmis ve
Miyadoh ve Miyara (2001), ve Zhang ve dig. (1998, 2001) tarafindan yeniden revize
edilmistir. Thermomonosporaceae familyasina ait olan cinsin {iyeleri aerobik ve
Gram pozitiftir. Actinomadura cinsinin iiyeleri yogun dallanmis substrat miselyum
ve degisik spor formlarina sahip aerial hif icermektedir. Bu cinsin iiyeleri mezo-
diaminopimelik asitin (mezo-Agpm) varligi ve tiim hiicre hidrolizatinda maduroz
sekeri bulunmasi ile karakterizedir (duvar kemotip IIIB; Lechevalier ve Lechevalier,
1970a). Ayrica peptidoglikanlarinda asetillenmis muramik asit i¢ermektedirler.
Baskin menakinon tipleri MK-9(H;), MK-9(Hs) ve MK-9(Hg)’dir. Onemli
fosfolipitleri difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidilinozitol (Pl) ve fosfatidilinozitol
mannozit (PIM)’tir ve hekzadekanoik (Cig:), 14-metilpentadekanoik (iso-Cis.0) Ve
10-metiloktadekanoik asit (tuberkiilostearik asit) major yag asitleridir (yag tip 3a;
Kroppenstedt ve dig., 1990). Fenotipik, morfolojik ve kemotaksonomik ozellikleri
kullanarak giintimiize kadar bu cinsin 75 tiir ve 2 alt tiirii tamimlanmigtir (URL-2).
Actinomadura cinsinin ana rezervuari topraktir (Quintana ve dig., 2003a; Cook
ve dig., 2005; Lee ve Jeong, 2006; le Roes ve Meyers, 2007; Wang ve dig., 2007,
Ara ve dig., 2008). Ancak akciger enfeksiyonu olan bir hastanin balgamindan
tanimlananActinomadura sputilMMIB L-889" gibi birkag tiirii klinik materyallerden
izole edilmistir (Trujillo ve Goodfellow, 1997, 2003; Yassin ve dig., 2010). Ayrica
Actinomaduraflavalba YIM 61435'Maytenus austroyunnanensis’in yapraklarindan
(Qin ve dig., 2009a) ve ActinomadurarifamyciniATCC 33264 tiirii ise Tayland’daki

Avrupa bal ar1 kovanindan izole edilmistir (Promnuan ve dig., 2009).

2.3.2.2Actinopolymorpha cinsi

Actinopolymorpha cinsi iiyeleri, Gram pozitif ve aerobiktir. Bu cinsin tiyeleri aerial
miselyum olusturmazlar ya da zorlukla gelisirler. Vejetatif miseller gogu besiyerinin
agar yiizeyinde gelisebilmekte ancak ISP3 besiyerinde zayif gelismektedir. Triptik
soy broth (TSB)sivi besiyerinde % 15 NaCl’de gelisebilmektedirler. Hiicre duvari
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peptidoglikaninda diamino asit olarak LL-diaminopimelik asit (LL-DAP)
icermektedirler. MK-9(Hg) baskin menakinondur ve degisen oranlarda MK-9(H,),
MK-9(Hg) ve MK-10(H;) menakinonlarina da rastlanabilmektedir. Tiim hiicre
hidrolizatlarinda glikoz, ramnoz ve riboz bulunmaktadir. Bu cinsin {iyeleri
fosfatidilinozitol mannozit (PIM), fosfatidilinozitol (PI), difosfatidilgliserol (DPG)
ve fosfatidilgliserol (PG) fosfolipitlerini bulundurmaktadir. Cins 16S rRNA gen dizi
analizi temel alinarak Nocardioidaceae familyasina yerlestirilmistir (Wang ve dig.,
2001). Gliniimiize kadar cins igerisinde 5 tiir tanimlanmistir (URL-3). Bunlar
Actinopolymorpha singaporensis (Wang ve dig., 2001), A. rutila (Wang ve dig.,
2008), A. alba (Cao ve dig., 2009), A. cephalotaxi (Yuan ve dig., 2010) ve A.

pittospori (Kaewkla ve Franco, 2011)’dir.

2.3.2.3 Microbisporacinsi

Microbispora cinsi, Nonomura ve Ohara (1957) tarafindan aerial miselyumlari
tizerinde boyuna eslesmis sporlar iireten Actinomycetales ordosunun bir cinsi olarak
tanimlanmustir. Microbispora roseaATCC 12950" bu cinsin tip tiiriidiir (Nonomura
ve Ohara, 1957). Ayni yil igerisinde bagimsiz olarak Lechevalier ve Lechevalier
(1957) tarafindan Waksmania cinsi (tip tiirii Waksmania rosea) onerilmistir. Henssen
(1957) Thermopolyspora bispora (=Microbispora bispora) adli yeni bir tiir
tanimlamigtir. Bu iki cins giiniimiizde Microbispora (Lechevalier, 1965)’nin
sinonimi olarak kabul edilmektedir. Daha sonralart 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 alttiirii

bulunmaktadir (URL-4).

2.3.2.4 Micromonosporacinsi

Micromonospora cinsi 1923 yilinda Orskov tarafindan tammlanmus ve diger 21
cinsle birlikte Micromonosporaceae familyasina aittir (URL-5; Zhi ve dig., 2009).
Bu cins morfolojik ve kemotaksonomik karakterlerin kombinasyonuna dayanarak
diger iiyelerden kolaylikla ayirt edilebilmektedir (Cross, 1981; Koch ve dig., 1996a).
Bu cins bu familyanin tip cinsidir ve giiniimiizde 59 tiir ve 7 alttiire sahiptir. Cinsin
tip tiirii Micromonospora chalcea ATCC 12452"°dir (URL-5). Micromonospora

cinsinin tyelerini temsil eden suslarin belirgin morfolojik karakteristikleri vardir.
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Substrat miselyumlarinin {izerinde tek spor {iretirler ve aerial miselyumlari
bulunmamaktadir.

Micromonospora cinsinin tyeleri Gram-pozitiftir ve asit-fast 6zellik
gostermezler. Hizli ve iyi gelismektedirler, dalli ve bélmeli misellerinde fragmentler
bulunmamaktadir. Aerial miselyum {retilmemektedir ve substrat miselyumlar
tizerinde hareketli olmayan sporlar tek bagina meydana gelmektedir. Sporlar kiiresel,
oval ya da eliptik olabilmekte ve sapsiz ya da kisa veya uzun sporoforlarin tizerinde
tagman ylizey siislemeleri vardir. Bu siislemeler piirlizsliz, piiriizli ya da kismi
dikenli olarak taramali elektron mikroskobuna dayanarak tarif edilmistir. Koloniler
genellikle agar ortaminda soluk sar1 veya agik turuncu renkte goriinmekte,
turuncumsu, kirmizi, kahverengi, mavi-yesil ya da mor ve kahverengi-siyah, siyah-
yesil veya siyah sporlarin iiretimi ile olgunlasarak giderek daha koyu bir renk
almaktadirlar. Belirli tiirleri karakteristik ¢oziiniir pigmentler iiretebilmesine ragmen,
misel pigmentasyonu cinslerin tanisal 6zelligi olarak kabul edilmemektedir (Cross,
1981; Kawamoto, 1989; Koch ve dig., 1996a).

Micromonospora suslarinin  hiicre duvar1 glisin ile birlikte mezo-DAP
bulundurmaktadir (Tip II hiicre duvari) ve tiim hiicre seker hidrolizatlarinda ksiloz ve
arabinoz mevcuttur. Bu cinsin iiyeleri bazi cinslerde bulunan yag asitleri gibi
doymamis veya 10-metil ile birlikte izo- ve anteizo- doymus yag asitlerinin kompleks
bir karistmini igermektedir. Benzer sekilde menakinon profilleri de oldukca
komplekstir; 9,10 veya 12 izopren iinitesiyle birlikte cesitli oranlarda tetra, hekza
veya okta-hidrogenez menakinonlari igermektedirler, fakat MK-10(H4;) ve MK-
10(Hg) bir ¢ok sus i¢in major bilesiklerdir. Mikolik asit bulunmaz ve baskin
fosfolipitleri fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilinozitol (P ve
fosfatidilinozitolmannozit (PIM)’tir (Cross, 1981; Kawamoto, 1989; Koch ve dig.,
19964a).

Bu cinsin {iyelerinin toprakta diisiik sayilarda bulundugu diisiiniilmesine
ragmen daha sik olarak akuatik habitatlarda, temiz ve tuz igeren su kaynaklarindan
ve ¢esitli kaynaklardan izole edilmektedirler. Gol, akarsu, derin deniz sedimenti, su
ornekleri, sahil kumu ve g¢eltik tarlalariMicromonospora cinsi iyelerinin yogun
bulundugu ortamlara 6rnek olarak verilebilmektedir (Cross, 1981; Kawamoto, 1989).
Micromonospora cinsinin iiyeleri ayrica bitkilerin yapraklarinin yanisira (Kirby ve
Meyers, 2010) kok nodiillerinden de izole edilmistir (Garcia ve dig., 2010; Trujillo
ve dig., 2006). Bir cok Micromonospora susu aminoglikozid tipi antibiyotik iireticisi
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olarak bilinmektedirler (Kasai ve dig., 2000). Gentamisin (Micromonospora
echinospora) bunlarin en iyi bilinen 6rneklerinden biridir (Cross, 1981). Antibiyotik
tireten Micromonospora iiyelerinin kesfedilmesi bu cinsin tiyelerinin yaygmn bir
sekilde izole edilmelerine ve taranmasina yol agmis, yapilan sekonder metabolit
arastirmalart neredeyse her antibiyotik c¢esidini {retebildiklerini gostermistir
(Wagman ve Weinstein, 1980). Antibiyotik iiretebilme kabiliyetlerinin yaninda bu
cins bazi ilging liyeleride barindirmaktadir. Bazilar1 dogal kaugugu parcalayabilme
(Kasai ve dig., 2000) ve radon ile kirlenmis su i¢inde (uranyum madenciliginin yan
iriinii bir radyoaktif) hayatta kalma yetenegine sahiptir (Trujillo ve dig., 2005).

Bu cinse ait iiyelerin Koch ve dig. (1996b) tarafindan yapilan 16S rRNA gen
bolgesi niikleotit dizi analizleri Micromonospora cinsi iiyelerinin filogenetik olarak
birbirine ¢ok yakin olduklarini gostermistir.Cinsin yayinlanmis isimleriyle tiirlerin
taksonomik statiisii dogrulanmis olmasina ragmen, asil problem suslarin bazilariin
alt tiir olarak kabul edilmesindedir ve bu problemi ¢ézmek i¢in ¢ok sayida DNA-
DNA hibridizasyon (DDH) deneylerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Kasai ve dig. (2000),
Micromonospora suslari arasindaki intragenerik iliskiyi degerlendirmek i¢in gyrB
genini kullanmis ve bu {iiyelerin uyumlu bir kiime olusturmasina ragmen, gyrB
genine gore olusan filogenetik gruplar 16S rRNA genine gore oldukea farklilagmustir.
Cok sayida DNA-DNA hibridizasyon (DDH) deneyinin gergeklestirilmesi, cins
icindeki 16S rRNA genlerine nazarangyrB tabanli filogenetik analizlerin, filogeninin
daha dogru bir sekilde ifadesini saglamakta oldugunu gostermis ve suslarin yeniden
siiflandirilmalariyla sonuglanmistir (Kasai ve dig., 2000). Bu ¢alismada ayrica, cins
icinde aminoglikozit antibiyotik iireten bakterilerin 16S rRNA geninin A-bdlgesine
direk olarak baglanarak antibiyotik iiretiminin baskisindan dolay1, 16S rRNA geninin

evrimsel hizinin etkilendigini gostermistir (Kasai ve dig., 2000).

2.3.2.5Nocardia cinsi

Bu cins Nocardiaceae familyasina aittir ve Micropolyspora, Rhodococcus,
Smaragdicoccus ve Williamsia olmak {izere baslangigta 4 tane cinsi igermekteydi.
Bununla birlikte Zhi ve dig.(2009) nin nerisi ile Gordoniaceae familyasinin i¢erdigi
3 cins, Gordonia, Millisia ve Skermania yeniden diizenlenerek Nocardiaceae
familyasinin igerisine dahil edilmis ve Nocardia cinsi halen bu familyanin tip cinsi
olarak kalmistir (URL-6). Bir ¢ok tiir baslangigta temel morfolojik karakterlere

dayanilarak Nocardia cinsine dahil edilerek simiflandirilmig, daha sonrasinda bu
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tirler Amycolatopsis,Pseudonocardia, Rhodococcus ve Saccharopolyspora’nin da
icinde bulundugu cinslere transfer edilmislerdir (Goodfellow ve Lechevalier, 1989).
Nocardia cinsigiincel literatiirde yayinlanmis 90’dan fazla iiyeyi igermektedir ve tip
tiirii Nocardia asteroides ATCC 19247 dir(URL-6).

Nocardia cinsi iyeleri aerobik, dallanmig filamentleri bir arada bulunduran,
Gram pozitif, hareketsiz, katalaz pozitif, gelisme dongiisiiniin baz1 evrelerinde tipik
asit alkol direncine sahip olan aktinomisetlerdir. Nocardia tiirlerinin morfolojisi,
tiirden tiire farklilik gostermektedir. Koloni renkleri sabouraud’s dekstroz agar gibi
yarisaydam ortamlarda kahveden pembeye, turuncu, mor, sari, seftali veya beyaz
renkte iyi bir sekilde ayirt edilebilmektedir. Klinik agidan da 6nemli olan Nocardia
cinsi iiyeleri, hiicre duvarinda mikolik asit igeren mycolata grubunun {iyesidir.
Nocardia cinsi tiiyeleri 0,5-1,2 pm ¢apinda, besiyeri yiizeyinde ve derinlerinde
genisce dallanarak vejetatif hiflerle biiytimektedir (Goodfellow ve Cross, 1984;
Conville ve Witebsky., 2010).

Kemotaksonomik olarak bu cinsin hiicredeki tanisal sekerleri arabinoz ve
galaktozdur ve mezo-DAP igermektedirler. Bu cinsin iiyeleri kemotip IV hiicre
duvarina sahiptir ve tiim hiicre sekerleri A tipidir. Karakteristik fosfolipitleri PII tip
ki bunlar difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilinozitol (PI)
ve fosfatidilinozitol mannozit (PIM) i¢ermektedir. Yag asidi profilleri diiz zincirli,
doymamis ve tliberkiilostearik asitlerdir (Tip IV yag asidi profili). Baskin
menakinonlart MK-8(H4) ya da MK-9(H,)’dir. Mikolik asitleri 40 ila 60 kadar
karbon atomu igermektedir (Goodfellow ve Minnikin, 1981; Goodfellow ve
Lechevalier, 1989; Chun ve Goodfellow, 1995).

Nocardia suslarinin toprakta genis dagilim gosterdigi kabul edilmekte
(Goodfellow ve Minnikin, 1981; Goodfellow ve Lechevalier, 1989) ve bazilari
topraktan izole edilmis olsalarda 6nemli bir kismi klinik 6rneklerden izole edilmistir.
Baz1 suslar insanlar ve bazi hayvanlar icin patojeniktir ve ¢ok biiylik bir kisminin
firsatg1 patojen oldugu diisiiniilmektedir (Goodfellow ve Lechevalier, 1989; Chun ve
Goodfellow, 1995). Nocardia enfeksiyonunun neden oldugu insanlardaki iki
hastaliktan ilki actinomycete mycetoma’dir ve bu hastaliga Nocardia brasiliensis ve
Nocardia transvalensis sebep olmaktadir. Ikincisi ise nocardiosis’dir ve bu hastalik
Nocardia asteroides, Nocardia farcinica ve Nocardia nova tarafindan
olusturulmaktadir (Chun ve Goodfellow, 1995).
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Bu cins orjinal olarak, kemotaksonomik karakteristikler (Goodfellow ve
Lechevalier, 1989) ayrica DNA-DNA hibridizasyon (DDH), faj duyarliligt ve
antibiyotik duyarlilik verileri temel alinarak tanimlanmaktadir. Bununla birlikte 16S
rRNA gendizi analizleri de suslar arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesini
saglamaktadir (Chun ve Goodfellow, 1995).Nocardia cinsi igerisindeki klinik
izolatlar bu cinse Ozgii 16S rRNA geni PZR primerleri kullanilarak hizlica
tanimlanmakta ve suslar 65 kDa 1s1 sok protein geninden ¢ogaltilmis 439 nt’lik bir
fragmentin RFLP analizi yapilarak ayristirilabilmektedir (Steingrube ve dig., 1995).
Giiniimiizde cins igirisindeki gyrB gen dizi analizlerinin kullanimima Takeda ve dig.
(2010) tarafindan baslanmis, 56 tip susunun pargali dizi analizleri yapilmis ve gyrB
sekansmin 16S rRNA gen sekansindan yaklasik olarak 3.6 kat daha ayirici oldugu

belirlenmistir.

2.3.2.6Nonomuraeacinsi

Bu cinsin iyeleri aerobik, Gram-pozitif ve asit-fast negatiftir, yogun dallanmis
substrat ve hava hiflerine sahiptirler. Sporlar1 gengel goériinimli ve spiral, spor
yiizeyleri diizensiz, diiz veya sigilli olabilmektedir (Quintana ve dig., 2003b;
Kampfer ve dig., 2005). 20°C ve 45°C araliginda iyi gelisirler, baz1 suslar1 55°C’de
de gelisim gosterebilmektedir.

Hiicre duvarlar1 mezo-diaminopimelik asit (mezo-A,pm) igerir ve tiim hiicre
hidrolizatlarinda maduroz sekeri mevcuttur. Baskin bulunan menakinonlar1t MK-9
[Ho, Hz, Hs]’tiir ve fosfolipit modelleri glukozamin igeren fosfatidiletanolamin
(PE),fosfatidilmetiletanolamin (PME), fosfatidilinositol (PI), difosfatidilgliserol
(DPG) gibi lipitler ile karakterize edilmistir (fosfolipit tip 1V; Lechevalier ve dig.,
1977). DNA’nin G+C igerigi % 64-69 moldir. Tip tiri Zhang ve dig. (1998)
tarafindan tamimlanan Nonomuraea pusillaNRRL B-16126"dir. Giiniimiizde

tanimlanmusg 35 tiirii ve 2 alt tiirii bulunmaktadir (URL-7).

2.3.2.7Plantactinosporacinsi

Micromonosporaceae familyasi ilk defa Krasil’nikov (1938) tarafindan tanimlanmig
ve 16S rRNA gen dizi analizi ve kemotaksonomik veriler temel alinarak daha
sonradan Goodfellow ve dig. (1990), Koch ve dig.(1996a) ve Stackebrandt ve dig.
(1997) tarafindan yeniden diizenlenmistir. Giincel literatiirdeMicromonosporaceae

familyasinda 20 cins tanimlanmistir. Bunlar, Micromonospora (Qrskov, 1923),
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Actinoplanes (Couch, 1950), Pilimelia (Kane, 1966), Dactylosporangium (Thiemann
ve dig., 1967), Catellatospora (Asano ve Kawamoto, 1986), Catenuloplanes (Yokota
ve dig., 1993), Couchioplanes (Tamura ve dig., 1994), Spirilliplanes (Tamura ve
dig., 1997), Verrucosispora (Rheims ve dig., 1998), Virgisporangium (Tamura ve
dig., 2001), Asanoa (Lee ve Hah, 2002), Longispora (Matsumoto ve dig., 2003),
Salinispora (Maldonado ve dig., 2005), Actinocatenispora (Thawai ve dig., 2006),
Polymorphospora (Tamura ve dig., 2006), Luedemannella(Ara ve Kudo, 2007a),
Krasilnikovia (Ara ve Kudo, 2007b),Planosporangium (Wiese ve dig., 2008),
Pseudosporangium (Ara ve dig., 2008) ve Plantactinospora (Qin ve dig., 2009b)’dr.

Tip tiirii olarak Plantactinospora mayteniDSM 45238ile Plantactinospora
cinsi ilk kez Qin ve dig. (2009b) tarafindan tanimlanmistir. Giiniimiize kadar cins
igerisinde ¢ tiir tammmlanmistir (URL-8). Bunlar Plantactinospora mayteni (Qin ve
dig., 2009b), P. siamensis (Zhu ve dig., 2012) ve P. endophytica (Zhu ve dig.,
2012)’dir.Plantactinospora bitki dokularindan izole edilen sporlu bir aktinomisettir.
Bu cinsin tiyeleri aerobik, Gram-pozitif olup asit-fast 6zellik gostermezler. Sporlar
hareketsizdir. Beyaz aerial miseller seyrektir. Hiicre duvarlari tanisal diamino asit
olarak mezo-diaminopimelik asit (mezo-DAP) igermektedir. Tiim hiicre seker igerigi
arabinoz, ksiloz, galaktoz ve glikozdur. Fosfatidiletanolamin (PE), difosfatidilgliserol
(DPG) ve fosfatidilinozitol (Pl) polar lipitlerini igermektedirler. Mikolik asit
bulunmamaktadir. MK-10(Hg), MK-10(Hg) ve MK-10(H,4) baskin menakinonlardir.
Major yag asitleri is0-Cis.0, anteiso-Cis:p, Ci7:0, anteiso-Ci7o ve is0-Cipo’dir. DNA
G+C igerigi yaklasik olarak % 69-70’dir (Qin ve dig., 2009D).

2.3.2.8Saccharomonosporacinsi

Nonomura  ve Ohara  (1971),Pseudonocardiaceae familyasi icinde
Saccharomonospora cinsini tanimlamigtir. Bu cinsin iiyeleri aerobik veGram
pozitiftirler. Cinsin iiyeleri hiicre duvarlarinda arabinoz ve galaktoz sekerleri ile
birlikte mezo-diaminopimelik asit (mezo-DAP) igermektedir. DNA G+C igerigi %
69-74 arasinda degismektedir. Cins vejetatif hiflerin iizerinde tek sporlarin dizilisi ile
karakterizedir ve bazen de aerial hiflerin iizerinde ¢ift spor ya da kisa zincirler
olusturmaktadir. Giincel literatiire gore cinsin onbir tiirii tanimlanmis olup (URL-9),
bunlar Saccharomonospora viridis (Nonomura ve Ohara, 1971), S. azurea (Hu,
1987), S. glauca (Greiner-Mai ve dig., 1988), S. cyanea (Hu ve dig., 1988), S.
xinjiangensis (Jin ve dig., 1998), S. halophila (Al-Zarban ve dig., 2002), S.
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paurometabolica (Li ve dig., 2003), S. saliphila (Syed ve dig., 2008), S.marina (Liu
ve dig., 2010), S. amisosensis (Veyisoglu ve dig., 2013) ve S. oceani (Zhang ve dig.,
2013) tiirleridir.

2.3.2.9Streptomyces cinsi

Tip tiirii Streptomycesalbus ATCC 25426" olan Streptomyces cinsini 1943 yilinda
Waksman ve Henrici Streptomyceaceae familyasinin tip cinsi olarak énermislerdir.
Streptomyces tiyeleri Gram-pozitif, asit-fast olmayan, katalaz pozitif, aerobik
organizmalardir ve metabolizmalar1 aerobik solunum tipine sahip olan kemo-
organotroflar olarak siiflandirilmaktadir. Cabuk gelisirler, vitaminler veya biiyiime
faktorlerine gerek duymazlar, genis Ol¢iide karbon ve azot kaynaklarini
kullanabilirler. Yogun olarak dallanmis vejetatif miseller liretirler ve nadir olarak
fragment olusturmaktadirlar. Aerial miseller, koloniler olgunlasirken ¢ok cekirdekli
hava filamentlerinde (sporofor) ¢apraz duvarlarin olusumuyla artrospor zincirleri
icinde geliserek iretilirler (Anderson ve Wellington, 2001) ve bunu bireysel
hiicrelerin ayrilmasi takip eder (Wildermuth ve Hopwood,1970). Bazi tiirler
sclerotia, piknit-, sporangia- veya synnemata benzeri yapilar olusturabilmektedir.
Spor zincirlerinin morfolojisi diiz ve dalgali aras1 (Rektiflexibiles), ¢engel, dongiisel,
bir veya iki doniisli spiraller (Retinaculiaperti) veya spiraller (Spirales) olarak
tanimlanabilmektedir.Spor kilifi iizerinde tasimman spor yiizey sekilleri (SEM
tarafindan goriintiilenen) tlysli, diiz, dikensi, girintili-¢ikintili ya da sigilli
olabilmektedir. Koloniler ayrik ve likenoid, kayisimsi ya da tereyagimsi
(butyrous)’dir. Baslangigta piiriizsiiz bir yiizeye sahip olarak goriiniirler ama hava
misel gelisimi yliniimsii, graniiler, tozlu veya kadifemsi olabilmektedir. Cok ¢esitli
pigmentler iiretmektedirler ve pH indikatorii olarak ¢oziiniir pigment lireten ¢ok
sayida tiirlin substrat ve aerial miselyumlari canli renklere sahiptir. Olgun hava
misellerinin renkleri taksonomik olarak olduk¢a fazla kullanilmakta ve genellikle
suslar1 renk gruplarina gore ayirt etmeyi saglamaktadir. Renkler mavi, gri, yesil,
kirmizi, menekse, beyaz yada sar1 olmakla birlikte bazi suslarin renk grubu olarak
hangisine dahil oldugunu belirlemek olduk¢a zordur (6r: mavi-yesil). Substrat
miselyum rengi genellikle ortam, pH degeri ve kiiltiir yas1 gibi nedenlerden
etkilenebilmektedir ve bu nedenle spor rengi gibi kullanisli olmamaktadir. Benzer bir
sekilde c¢oziinebilir pigment rengi siniflandirmada kullanigh olabilir fakat kimyasal

olarak farkli pigmentler de aym1 renge sahip olabileceginden bunlar
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belirtilmelidirler(Kutzner, 1981; Williams ve dig., 1989; Goodfellow ve dig., 1992;
Anderson ve Wellington, 2001).

Streptomycesiiyelerinin anahtar kemotaksonomik 6zelligi hiicre duvarinda (1.
Tip hiicre duvari) glisin ve LL-DAP bulundurmasi buna karsilik ise hiicre duvarinda
tanisal higbir sekeri bulundurmamasidir. Suslar mikolik asitten yoksun ve baskin
menakinonlart dokuz izopren iiniteli hekza- yada okta-hidrogenaz’dir. Yag asidi
profilleri major miktarda doymus iz0o- ve anteizo- yag asitlerini igerir. Hiicre
membranlarinin fosfolipit i¢erikleri fosfatidilgliserol (PG), fosfatidiletanolamin (PE),
fosfatidilinozitol (PI) ve fosfatidilinozitolmannozit (PIM) (PII tip fosfolipitler)’dir
(Kutzner, 1981; Williams ve dig., 1989; Anderson ve Wellington, 2001).

Cinsin glinimiizde 640’dan daha fazla tiirti tanimlanmistir (URL-10).Familya
icinde cinsin ve diger cinsler i¢indeki tiirlerin siniflandirilmasi {izerine ¢ok tartigma
yapilmig, sonug¢ olarak bir ¢ok sus yillar boyunca Streptomyces cinsinden transfer
edilmis ve bir ¢ogu da bu cinse dahil edilmistir. Familyanin igerisinde giiniimiizde iki
cins daha bulunmaktadir Ki, bunlardan biriKitasatospora (orjnali Kitasatosporia)
Welligton ve dig. (1992) tarafindan Streptomyces cinsinden ayrilmistir fakat
devaminda 1997 yilinda Zhang ve digerleritarafindan yeniden diizenlenmistir. Diger
cins ise, Streptacidiphilus Kim ve dig.(2003b) tarafindan asidofilik aktinobakteri
olarak tanimlanip yayinlanmistir (Anderson ve Wellington, 2001).Actinopycnidium,
Actinosporangium, Chainia, Elytrosporangium, Kitasatoa ve Microellobosporia
cinslerinin hepsi Streptomycetaceae familyasinin niimerik taksonomik analizlerinin
sonuglarina gore Streptomyces cinsine transfer edilmistir (Anderson ve Wellington,
2001). Kineosporia ve Sporichthya cinsleri Streptomyces cinsi ile bir ¢ok
kemotaksonomik karakteri paylasmis fakat son zamanlarda gergeklestirilen 16S
rRNA gen dizi analizleri temel alinarak bu cinsten ayrilmig ve sirasiyla
Kineosporiaceae ve Sporichthyaceae familyalarina yerlestirilmislerdir (Anderson ve
Wellington, 2001).

Cok sayida Streptomyces tiirii topraklardan izole edilmelerine ragmen hem
sucul hem de karasal habitatlarda olduk¢a genis dagilim gosterdigi diisiiniilmektedir
(Kutzner, 1981; Williams ve dig., 1989). Bu durum, suslarin diinyanin bir ¢ok farkli
bolgesinden izole edilmeleriyle aciklanmistir. Bu izolasyon kaynaklarinin
bazilarinadrnek olarak kompost ve giibre yiginlari, hayvan yemleri, agik su 6rnekleri
(akarsu ve gol) ve sedimentleri (Kutzner, 1981); cesitli bitkilerin yapraklari, kdkleri
ve saplar1 (endofitlerde oldugu gibi) (Hasegawa ve dig., 2006); siingerler gibi deniz
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organizmalari (Ganghimathi ve dig., 2008; Xin ve dig., 2008); termitlerin
bagirsaklar1 (Watanabe ve dig., 2003); hastalikli bitkiler, insan ve hayvan klinik
ornekleri (Kutzner, 1981; Williams ve dig., 1989) verilebilmektedir.

Karasal streptomisetlerin saprofit oldugu diistiniilmekte ve dogal polimerlerin
yanisira bitki kisimlarinin  ayristirilmasinda  6nemli bir role sahip oldugu
goriilmektedir. Bundan dolay1 besinlerin dongiisiine ve doniistiiriilmesine katki
saglamaktadirlar (Williams ve dig., 1989). Akuatik kaynaklarin ¢evresinde gercek
akuatik streptomisetlerin olup olmadig1 yada bunlarin karasal kaynaklardan tasinip
tasinmadig ile ilgili ¢ok sayida tartigma bulunmaktadir. (Kutzner, 1981; Williams ve
dig., 1989; Ward ve Bora, 2006; Williams, 2008). Bununla birlikte gilinlimiizde bu
organizmalarin aslinda sucul habitat mikroflorasinin bir pargasi olduguna ve organik
maddenin ayristirilmasina aktif olarak katki sagladigina inanilmaktadir (Kutzner,
1981; Williams, 2008). Rezervuarlar ve su kaynaklarindaki toprak kokusu ve
tatlarinin gelisimi streptomisetler tarafindan geosmin ve methylisoborneol iiretimi ile
gerceklesmektedir (Kutzner, 1981; Williams ve dig., 1989).

Streptomyces iiyelerininneden oldugu en iyi bilinen bitki hastaliklarindan biri
patates ve kazik koklii sebzelerde S. scabies (Kutzner, 1981; Williams ve dig., 1989;
Hammerschmidt, 2007), S. acidiscabies, S. turgidiscabies, S. europaeiscabiei veya S.
stelliscabiei (St-Onge ve dig., 2008)tiirlerinin neden oldugu yaygmn uyuz
hastaligidir.Bu hastalik diinyanin bir¢ok patates iireten tilkesinin kuru alkali notral
topraklarinda meydana gelmekte ve yumrular {izerinde derin veya ylizeysel lezyonlar
seklinde goriilmektedir (Williams ve dig., 1989).Streptomyces iiyeleri tarafindan
tiretilen thaxtomin adi verilen toksin yumrularin doku nekrozuna neden olmaktadir
(Hammerschmidt, 2007; St-Onge ve dig., 2008). Benzer sekilde kizil uyuz
kahverengi renkte piriizlenmeyle sonuglanmakta ve 1slak topraklarda meydana
gelmektedir (Williams ve dig., 1989).Toprakta tatli patateslerin g¢ilirtimesinesS.
ipomoea tiirii neden olmaktadir(Kutzner, 1981).

Insanlardan izole edilen Streptomyces tiirleri arasinda S. somaliensis ve S.
sudanensis (Quintana ve dig., 2008)aktinomisetomaya (simdilerde basit olarak
misetoma olarak bilinir) neden olan patojenler olarak bilinirler ve derialtt dokusunda
graniilomatéz enfeksiyonuna neden olurlar.S. willmorei,S. albus,S. griseus ve S.
violaceoruberdis ¢iiriigli, karaciger streptotrikosi ve kan oOrnekleri gibiklinik
orneklerden siklikla izole edilmislerdir (Kutzner, 1981; Williams ve dig., 1989).

Streptomyces griseus tiirtine ait suslarin neden oldugu misetoma iri burunlu sirk
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yunuslarinin yanisira kedilerde de enfeksiyona neden oldugu goriilmiistiir (Williams
ve dig., 1989). Streptomyces albus’un bir susu da hasta bir inegin kaninda
bulunmustur (Kutzner, 1981).

Streptomyces tiirleri aktinomisetler arasinda ekonomik a¢idan onemli bir
gruptur ve biyolojik olarak aktif bilesiklerin en 6nemli kaynagini olusturmaktadir
(Berdy, 2005). Bilinen ticari ve tibbi olarak kullanilan antibiyotiklerin (Cundlife,
1989; Kieser ve dig., 2000) ve ¢esitli tarimsal agidan énemli bilesiklerin (Okami ve
Hotta, 1988) dortte iiciiniin streptomisetlerden elde edildigi bilinmektedir. Ustelik,
1990 yilinda kesfedilen antibiyotiklerin yaklasik % 60’1 ve tarimda kullanilan
antibiyotiklerin cogu Streptomyces cinsi tarafindan iiretilmektedir(Tanaka ve Omura,
1993). Streptomycetes tiirleri antibakteriyel (Berdy, 1980, 2005; Ramesh ve
Mathivanan, 2009), antifungal (Berdy, 1980, 2005; Prabavathy ve dig., 2006;
Prapagdee ve dig., 2008; Ramesh ve Mathivanan, 2009; Ebrahimi Zarandi ve dig.,
2009), bocek oldiriicii (Pimentel-Elardo ve dig., 2010), antitiimor (Berdy, 2005;
Lam, 2006; Hong ve dig., 2009), antienflamatuar (Renner ve dig., 1999), anti-
parazitik (Pimentel-Elardove dig., 2010), antiviral (Sacramento ve dig., 2004),
clirime onleyici (Xuve dig., 2010), anti-infektif (Rahman ve dig., 2010), herbisitler
ve bitki biiylimesini tesvik eden bilesiklerin (Sousa ve dig., 2008) yaninda enzim
inhibitorleri (Hong ve dig., 2009) ve vitaminler (Atta, 2007) gibi bir¢cok ajani
sentezleme yetenegine sahip oldugu bulunmustur. Bundan dolay1 endiistriyel agidan
onemli mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedir (Williams ve dig., 1983;
Tamehiro ve dig., 2003; Higginbotham ve Murphy, 2010). Ayrica riboniikleazlar1 da
kapsayan ¢esitli ekstraseliiler hidrolitik enzimleri iiretme yetenegine sahip olduklari
bilinmektedir (Cal ve dig., 1995; Nicieza ve dig., 1999; Brunakova ve dig., 2004;
Ramesh ve dig., 2009;Ramesh ve Mathivanan, 2009; Hong ve dig., 2009). Bu
Ozellikler Streptomyces cinsi tiyelerini endiistriyel ve akademik bakis agisindan
onemli bir arastirma konusu yapmaktadir (Tanaka ve Omura, 1993).

Cinsin taksonomisindeki en son gelismeler multilokus dizi analizleri(MLSA)
uygulamalariyla suslar1 ayirt etmek (Rong ve dig., 2009; Rong ve Huang, 2010) ve
filogenetik agaglari olusturmak icin gyrB ve rpoB gibi kontrol (housekeeping)
genlerinin alternatif isaretleyiciler olarak kullanilmasidir. Ayrica ii¢ Streptomyces
genomu dizilenmistir; bunlar,Streptomyces avermitilis MA-4680" (9.0256 Mb
biiyiikliigiinde), Streptomyces coelicolor A3(2) (8.6675 Mb) ve Streptomyces griseus
subsp. griseus NBRC 13350 (8.5459 Mb)’dur.
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2.3.2.10Verrucosispora cinsi

Verrucosispora cinsinin morfolojik, fizyolojik, kemotaksonomik ve filogenetik
karakteristiklerine dayanilarak Micromonosporaceae familyasina ait oldugu Rheims
ve dig. (1998) tarafindan tanimlanmistir. Bununla birlikte yeni bir cins oldugu,
familya ile iligkili cinslerden sahip oldugu 6zellikleri bakimindan yeterince farklilik
gostermesiyle kesinlesmistir. Tip tiirii Verrucosispora gifhornensis DSM 443377
olan Verrucosispora cinsinin giiniimiiz literatiirinde yaymlanmis sekiz tirt
mevcuttur (URL-11).

Verrucosisporacinsi  iiyeleriGram-pozitif, asit-fast olmayan ve aerobik
bakterilerdir. Dallanmis hifleri iyi gelismis bolmeli misel olusturmakta ve hava misel
olusumu ya hi¢ yoktur ya da ¢ok azdir. Tek sporlar substrat miselyumda uzantisizve
kisa veya uzun sporoforlarin iizerinde bulunmaktadir. Sporlar hareketsiz ve
yaslandikca tiiyst, sigil gibi olan bir yilizey goriiniimiine sahiptirler. Koloniler saridan
turuncuya degisen renklerde goriiniirler, sayet ¢Oziinlir pigment iiretirlerse benzer
renkleri gosterebilirler. Hiicre duvari mezo-DAP ve glisin (tip II hiicre duvari) igerir
ve tiim hiicre sekerleri mannoz ve ksiloz igerir fakat arabinoz bulunmaz. Baskin yag
asitleri iz0-Cis, 120-Cys0 Ve anteizo-Cizo’dir. Ayni zamanda baskin olan
menakinonlart 9 izopren birimli tetra-hidrogenazdir. Bunun yaninda az oranda MK-
9(H,;), MK-9(Heg) ve MK-10(H4)’de bulunabilmektedir. Fosfolipit profilleri
fosfatidiletanolamin (PE), difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidilinozitolmannozit
(PIM) ve fosfatidilserin (PS) (PII tip fosfolipit) icermektedir (Rheims ve dig., 1998;
Liao ve dig., 2009).

Micromonosporaceae familyasindaki diger cinsler gibi bu cinsin iiyeleri de
biiylik ¢ogunlukla akuatik habitatlardan izole edilmistir. Verrucosispora gifhornensis
turbabatakliklardan (Rheims ve dig., 1998), V. lutea mangrov sedimentinden (Liao
ve dig., 2009), V. sediminis Kuzey Cin Deniz’inin derin dip sedimentinden (Dai ve
dig., 2010), V.andamanensis deniz siingerinden(Supong ve dig., 2013), V.maris
marin sedimentinden (Goodfellow ve dig., 2012) ve V.giuiae mangrov bataklik
sedimentinden (Xi ve dig., 2012) izole edilmislerdir.

Bu cins ayrica antimikrobiyal ajan tiretebilme yetenegine de sahiptir. Kuvvetli
polisiklik poliketid antibiyotik olan abissomisin C (Gram-pozitiflerde folik asit
sentezini inhibe eder), bir Verrucosispora susu tarafindan iiretilmektedir (Riedlinger

ve dig., 2004; Lam, 2006; Williams, 2008). Verrucosispora sediminis’insivi besiyeri
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ayrica kuvvetli antimikrobiyal aktivite gostermistir (Dai ve dig., 2010). Buna karsilik
ne Verrucosispora gifhornensis ne de Verrucosispora lutea herhangi bir

antimikrobiyal aktivite gostermemistir (Rheims ve dig., 1998; Liao ve dig., 2009).

2.3.3 Aktinomisetler tarafindan iiretilen sekonder metabolitler

1929 yilinda penisilinin kesfi antibiyotik ¢aginin basladiginin habercisi olmus ve
mikroorganizmalarin klinik olarak yararli dogal bilesiklerin zengin bir kaynagi
oldugunun farkedilmesini saglamistir (Betina, 1983). Gegmisten
giiniimiize10.000’den daha fazlas1 biyolojik olarak aktif olanyaklasik olarak 50.000
dogal {irin mikroorganizmalardan izole edilmistir (Berdy, 2005). Ayni zamanda
10.000°den fazla mikrobiyal {iriin antibiyotik, antitiimor ajan ve tarim kimyasallari
olarak kullanilmaktadir (Berdy, 1980; 2005). Giiniimiize kadar, mikrobiyal orijinli
¢ogu antibiyotik Actinomycetales ordosunun taksonomik bir grubuna ait olan toprak
bakterilerinden elde edilmistir (Berdy, 2005; Bull ve dig., 2005; Lam, 20006).
Mikroorganizmalar arasinda, aktinomisetler hi¢ siiphesiz sekonder metabolitlerin en
biiyiik Ttreticileridir (Berdy, 2005). Bilinen mikrobiyal metabolitlerin % 45’1
(~10.000 bilesik) cesitli aktinomiset liyelerinden elde edilmistir. Bu aktinomiset
kaynakli bilesiklerin % 75’1 Streptomyces ve % 25°i nadir aktinomisetlerden izole
edilmistir (Berdy, 2005). 20. yiizyllda temsil edilen nadir aktinomiset
metabolitlerinin sadece % 5’1 tanimlanmistir (Berdy, 2005). Ancak Actinomadura,
Actinoplanes, Micromonospora, Nocardia, Saccharopolyspora,Streptosporangium
ve Streptoverticillium tiirleri artan bir sekilde antimikrobiyal metabolitlerin ve
antibiyotiklerin genis bir yelpazede iiretiminde 6nemli rol oynamaktadirlar (Berdy,
2005; Bull ve dig., 2005; Lam, 2006). Nadir aktinomisetler benzeri goriilmemis,
genellikle diisiik toksisiteye sahip ve iistiin biyoaktif potansiyel gosteren, bazen ¢ok
komplike olan cesitli bilesikler iiretmektedirler (Berdy, 2005; Kurtboke, 2012).
Aminoglikozitler, glikopeptitler, beta-laktamlar, makrolitler, peptitler, poliesterler,
niikleozitler, antrasiklinler, polienler, poliketitler, aktinomisin ve tetrasiklinleri igeren
cesitli antimikrobiyal maddeler aktinomisetlerden izole edilmis ve karakterize
edilmislerdir (Berdy, 2005). Antibiyotiklerin gogu ekstraseliiler metabolitlerdir ve
normal olarak kiiltiir ortamina salinmakta (Bode ve dig., 2002) ve ¢esitli ilaglar
olarak kullanilmaktadirlar (Charoensopharat ve dig., 2008). Aktinomisetlerin
peptitler/glikopeptitler (Singh ve Gurusiddaiah, 1984; Kimura ve dig., 1996),
angucyclinone (Sun ve dig., 2007), tetrasiklinler (Hatsu ve dig., 1992), penazinler
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(Maskey ve dig., 2003), makrolitler (Tanaka ve dig., 1997b), antrakinonlar
(Takahashi ve dig., 1988), polienler (Cidaria ve dig., 1993; Ouhdouch ve dig., 2001;
Lemriss ve dig., 2003), antrasiklinler (Maeda ve dig., 1994), beta laktamlar (Aoki ve
dig., 1976), piersidinler (Hayakawa ve dig., 2007a, b), oktaketitler (Radzom ve dig.,
2006), benzoxazolophenanthridines (Doull ve dig., 1994), heptadekaglikozitler
(Singh ve dig., 2000), laktonlar (Imai ve dig., 1987) gibi antibiyotiklerin cesitli
tiplerini {irettigi bilinmektedir(Berdy, 2005).

2.3.4 Denizel aktinomisetlerden elde edilen yeni metabolitler

30.000°den daha fazla hastalik klinik olarak tanimlanmasina ragmen, bunlarin {igte
birinden daha az1 semptomatik olarak tedavi edilebilir ve ¢ok azida iyilestirilebilir
durumdadir (Schultz ve Tsaklakidis, 1997). Yeni terapotik ajanlara, medikal
ithtiyaclar1 karsilamak icin acilen ihtiya¢ duyulmaktadir (Wright ve Sutherland,
2007). Dogal iiriinler ilag kesiflerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Demain ve
Zhang, 2005; Zhang, 2005). Yeni sekonder metabolitlerin kesfi i¢in bir kaynak
olarak deniz aktinomisetlerinin kullanilmasi i¢in erken bir asama olmasina ragmen,
gecen birkac yilda birgok yeni metabolit izole edilmistir (Lam, 2006). 2005’den
2010’a kadar deniz aktinomisetlerinden izole edilen yeni sekonder metabolitlerin
baz1 oOrnekleri Cizelge 2.2°de verilmistir. Bu bes yil periyodunda deniz
aktinomisetleri tarafindan iiretilen yeni sekonder metabolitlerin tamami olmamakla
birlikteCizelge 2.2’de biyolojik aktivitesi rapor edilmis ¢ok farkli ¢esitli yapilar
gosterilmektedir. Cizelge 2.2°de verilen staurosporinone, salinosporamide A,
lodopiridon, arenimisin, marinomisinler ve proksimisinler gibi bazi bilesikler nadir
bulunmalari, kuvvetli ve ¢esitli biyoaktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle 6zel bir 6nem

tagimaktadir.
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Cizelge 2.2. 2005-2010 yillar1 arasinda deniz aktinomisetleri tarafindan iiretilen yeni sekonder metabolitler

Bilesik

Kaynak

Biyolojik Aktivite

Referans

Chinikomisinler
Chloro-dihydroquinones
Glaciapyrroles
Frigocyclinone
Lajollamisin
Mechercharmisinler

Salinosporamide A (NPI1-0052)

Sporolide A
Salinisporamides B ve C
2-Allyloxyphenol
Saliniketal
Marinomisinler
Cyanosporaside A
Lodopyridon

Arenimisin

Salinispyrone
Salinipyrones A ve B
Pacificanones A ve B
Arenicolides A-C
1-hydroxy-1-norresistomycin
Resistoflavin methyl ether
Staurosporinone
Sesquiterpene
1.8-Dihydroxy-2-ethyl-3-
methylanthraquinone
Caboxamisin
Daryamides

Pierisidinler
Proksimisinlet

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces griseus
Streptomyces nodosus
Thermoactinomyces sp.
Salinispora tropica
Salinispora tropica
Salinispora tropica
Streptomyces sp.
Salinispora arenicola
Marinispora
Salinispora pacifica

Saccharomonospora sp.

Salinispora arenicola
Salinispora pacifica
Salinispora pacifica
Salinispora pacifica
Salinispora arenicola
Streptomyceschinaensis
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Antikanser

Antibakteriyel; antikanser
Antibakteriyel

Antibakteriyel

Antibakteriyel

Antikanser

Antikanser, antimalaryal
Biyolojik aktivitesi bilinmiyor
Sitotoksisite

Antimikrobiyal; yiyecek koruyucusu; agiz antiseptigi
Kanser kemoprevensiyon
Antibakteriyel; antikanser
Biyolojik aktivitesi bilinmiyor
Antikanser

Antibakteriyel; antikanser
Biyolojik aktivitesi bilinmiyor
Hafif sitotoksisite
Antibakteriyel

Hafif sitotoksisite
Antibakteriyel; antikanser
Antibakteriyel; antioksidatif
Antitiimor; fikotoksisite
Biyolojik aktivitesi bilinmiyor
Antitimor

Antibakteriyel; antikanser
Antifungal; antikanser

Antitimor
Antibakteriyel; antikanser

Li ve dig., 2005
Soria-Mercado ve dig., 2005
Macherla ve dig., 2005
Bruntner ve dig., 2005
Manam ve dig., 2005

Kanoh ve dig., 2005

Jensen ve dig., 2007; Prudhomme ve dig., 2008

Jensen ve dig., 2007

Williams ve dig., 2005

Arumugam ve dig., 2009

Jensen ve dig., 2007

Kwon ve dig., 2006

Jensen ve dig., 2007

Maloney ve dig., 2009

Asolkar ve dig., 2010

Jensen ve dig., 2007

Oh ve dig., 2008

Oh ve dig., 2008

Jensen ve dig., 2007; Williams ve dig., 2007
Gorajana ve dig., 2005; Kock ve dig., 2005
Kock ve dig., 2005

Wu ve dig., 2006

Wu ve dig., 2006

Huang ve dig., 2006

Hohmann ve dig., 2009
Asolkar ve dig., 2006
Hayakawa ve dig., 2007a
Fiedler ve dig., 2008
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Me
Salinosporamide A

Sekil 2.3. Salinosporamide A’nin kimyasal yapisi

Salinosporamide A (NPI1-0052), zorunlu deniz aktinomiseti olan Salinospora
tropica tiiriinden izole edilen yeni bir nadir bisiklik beta lakton gama-laktamdir
(Feling ve dig., 2003; Jensen ve dig., 2007). Salinosporamide A ticari proteozom
inhibitor antikanser ilag Bortezomibden ayri mekanizmalarla ¢oklu miyolom
hiicrelerinde apoptozisi uyaran oral olarak aktif bir proteozom inhibitérdiir (Chauhan
ve dig., 2005).Salinosporamide A’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.3’de verilmistir.

Nereus Pharmaceuticals, Inc. (NPI-0052) tarafindan gelistirilmis ve 2006
yilinda insanda kanser tedavisi i¢in klinik ¢alismalara girmesi planlanmigtir. NPI-
0052 kat1 tiimorler, lenfoma ve c¢oklu miyolom tiimdrleri i¢in ¢oklu faz I
denemelerinde  uygulanmistir  (URL-12). NPI-0052 zorunlu deniz
aktinomisetlerinden kanser tedavisi i¢in tuz fermentasyonu ile iretilen ilk klinik

aday1 temsil etmektedir.

CHy

Salimipyrone A Salinipyrone B

Sekil 2.4. Salinipyrones A ve B’nin kimyasal yapis1

Salinipyrones A ve B zorunlu deniz aktinomiseti olan Salinispora pacifica’nin
filogenetik olarak essiz bir susundan izole edilen poliketitlerdir (Oh ve dig., 2008).

Salinipyrones A ve B’nin biyolojik aktiviteleri ilaca direncli insan patojenlerine karsi
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kayda deger bir antimikrobiyal aktivite gOstermemistir. Ancak, Salinipyrone A
oOl¢iilebilir insan hiicre sitotoksititesi olmadan 10pg/mL’de interlokin-5 {iretiminin %
50’sinde orta derecede inhibisyon gostermistir (HCT-116). Salinipyrones A ve
B’ninkimyasal yapis1 Sekil 2.4’de verilmistir.

Lodopyiidone
Sekil 2.5.Lodopyridone’nin kimyasal yapisi

Lodopyridone La Jolla deniz dibi kanyonunun agzindan toplanan
sedimentlerden izole edilen bir deniz izolat1 olan Saccharomonospora sp. tarafindan
tiretilen essiz bir alkoloittir (Maloney ve dig., 2009). Lodopyridone insan kolon
adenokarsinoma hiicresi HCT 116’ya kars1 aktiviteye sahiptir (3.6 pM
ICsp).Lodopyridone’nun kimyasal yapist Sekil 2.5’te verilmistir.

Sekil 2.6. Arenimisinin kimyasal yapisi

Sekil 2.6’da kimyasal yapist verilen arenimisin zorunlu deniz aktinomiseti olan
Salinispora arenicola tarafindan {iretilen benzo [a] naftasen kinon sinifina ait yeni
bir antibiyotiktir (Asolkar ve dig., 2010). Bu yeni yapisal tiirev S.arenicola’nin susu
tarafindan iretilen bu antibiyotik smifinin ilk raporudur. Arenimisin, rifampisin-ve
methisilin-direngli Staphylococcus aureus’a ve ilag direngli Staphylococci ve diger

Gram-pozitif insan patojenlerine kars1 gliglii antimikrobiyal etki gostermektedir.
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Sekil 2.7.Denizel aktinomisetler tarafindan iiretilen yeni sekonder metabolitler

Ek olarak Salinispora tropica susu;Sekil 2.7’de kimyasal yapist
verilenSporolide A, Arenicolide A, Cyanosporaside A ve Salinispyrone olarak
bilinen Onceden goriilmemis dort bilesik tiretmektedir (Jensen ve dig., 2007). Bu
aciklanan yapilar yeni sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in deniz aktinomisetlerinin

muazzam bir potansiyelinin oldugunu gdstermistir.

2.4 Bakteriyel Taksonomi

Insanoglunun gevresindekileri anlama istegi ve bilgiye ulasmak i¢in bitmek bilmeyen
sorular1 bazi durumlarda bu bilgiyi diizenleme ihtiyacini dogurmustur. Taksonomi,
organizmalarin filogenetik iligkilerini temel alarak onlarin siniflandirilmasi ve uygun
bir sekilde bu organizmalar hakkinda genis bir dizi bilgiyi organize eden bir bilim
dalidir. Taksonomi bir organizmanin yakinindaki organizma ile bilinen veriler
araciligiyla siniflandirilmasina dayanarak bilgi vermektedir (Prescott ve dig., 2002a;
Sohier ve dig., 2008).

2.4.1 Bakteriyel taksonominin gelisimi

Baslangicta, prokaryotik taksonomi sadece morfoloji, hareketlilik, biyokimyasal,
fizyolojik ve ekolojik oOzelliklerin dahil oldugu klasik o©zelliklerin kullanimina

dayanmaktaydi. Bu klasik 0Ozellikler bitki ve hayvan sistemlerinden alinarak
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uygulanmistir(\Woese, 1994; Busse ve dig., 1996; Prescott ve dig., 2002a; Richter ve
Rossell6-Mora, 2009; Staley, 2009). Ancak kisa bir siire sonra bu karakteristiklerin
¢cok basit ve degisken olduklart anlasilmis, bakterileri dogru bir sekilde
siniflandirmadi@i icin organizmalar arasindaki iliskilerin agiklanmasinda dogal bir
smiflandirma sistemine ihtiyag duyulmus, fakat teknolojik yetersizlikten dolay1 bu
sistem 1960’11 yillara kadar kurulamamustir.

Molekiiler ve genetik mekanizmalar ve biyokimyasal yollarla ilgili ¢alismalara
yonelme bagladiktan sonra ¢ok sayida molekiiliin dizilenmeye baslamasiyla (6rn;
insiilin, fibrinopeptit, hemoglobin ve sitokrom c) bakterilerin siniflandirilmasina
duyulan endise azalmaya baslamistir (1950’lerin sonu 1960’larin basi). Bu yontemler
organizmalar arasindaki iliskilerin belirlenmesine yardimci olmak i¢in biiyiik bir
potansiyele sahip metotlarin gelismekte oldugunu gostermistir. Siiflanmasi
yaptlmamis tiirleri tanimlamak i¢in bir vasita olarak degerlendirilmesine ragmen,
baslangigta bu molekiiler dizi verilerinin azlig1 filogenetik iliskilerin agiklanmasinin
ontindeki en biiyiik engeli olusturmustur. Bakteriyel ekolojiye artan ilgi organizmalar
arasindaki iliskilerin belirlenmesine olan merakin artmasina yol agmis, bunun sonucu
olarak filogeni ve organizmalar arasindaki dogal iligkinin bilinmesine tamamiyle
ihtiya¢ duyulmustur (Woese,1994).

1960 ve 1970’lerde DNA-DNA hibridizasyon (DDH) ve DNA baz
kompozisyonu ve sonralart (1970’lerin sonu ve 1980’lerin basi) protein ve RNA
dizileme (en Onemlisi 16S rRNA genleri) gibi molekiiler karakterizasyon
metotlarinin taksonomi igine girdigi goriilmiistiir (Richter ve Rossello-Mora, 2009;
Staley, 2009). Bakterilerin kemotaksonomik karakterlerinin tanimlanmasi igin ¢ok
sayida yontem 1980’lerin basinda gelismis ve standart taksonomik metotlarin bir
bolimii olarak sunulmustur (Wayne ve dig., 1987; Busse ve dig., 1996). Bu
metotlarin artan kullanimi dogal bir siniflandirma semasinin tanimlanmasina olanak
tanimis ve organizmalarin filogenetik iligkilerinin hedeflenen sekilde tanimlanmasina

izin vermistir (Embley ve Stackebrandt, 1994; Stackebrandt ve Goebel, 1994).

2.4.2 Polifazik taksonomi

Bakterilerin dogru bir sekilde siniflandirilmasi sinirli sayidaki karakterlere dayali
olarak yapilamaz, akrabalik iligkilerinin ac¢iklanmasinda ¢ok farkli alanlardan
toplanan karakterlerin bir araya getirilmesinin en iyi ve dogru yol oldugu kabul

edilmistir (Busse ve dig., 1996; Ludwig, 2007). Farkli alanlardan verilerin
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toplanmasi yaklagimi polifazik taksonomi olarak bilinmekte ve daha ¢ok bakterileri
karakterize etmede kullanilmaktadir. Polifazik taksonomi fenotipik, kemotaksonomik
ve genotipik karakteristikleri icermektedir (Embley ve Stackebrandt, 1994; Busse ve
dig., 1996; Prescott ve dig., 2002a;Coenye ve dig., 2005; Gevers ve dig., 2005;
Ludwig, 2007).

2.4.2.1 Klasik karakteristikler

Bakteriyel taksonominin baslangicinda siniflandirmalar taksonomik gruplar ya da
belirli tiirlerin baz1 fenotipik 6zelliklerini iceren morfolojik ve fizyolojik verilere
dayanmaktaydi (Embley ve Stackebrandt, 1994; Busse ve dig., 1996; Prescott ve
dig., 2002a). Bu klasik karakteristikler olarak bilinen &zellikler bakteriyel
simiflandirmada, bakterilerin tanimlanmasinda ve ayristirilmasinda  sagladigi

bilgilerle giiniimiizde de 6nemli bir rol oynamaktadir.
Morfolojik karakteristikler

Bakterilerin ~ siniflandirilmasinda  kullanilan  karakterlerin  basinda morfoloji
gelmektedir. Morfoloji genellikle yapilan calismalarda kolaylik saglamaktadir ve
filogenetik iliskinin temel olarak belirlenmesinde kullanilabilmektedir (Woese,
1994). Yapisal oOzellikler ¢oklu genlerin ekspresyonuna baglidir ve g¢evresel
degisikliklerden oldukg¢a bagimsizdir (Prescott ve dig., 2002a). Spor morfolojisi ve
lokasyonunun yanisira koloni morfolojisi ve rengi, hiicre boyama davraniglari, hiicre
morfolojisi (boyut ve sekil), hareket ozelligi, flagella veya silia bulundurmasi,
sporlarin ya da endosporlarin varligin1 igeren ¢ok farkli morfolojik karakteristikleri

icermektedir (Busse ve dig., 1996; Prescott ve dig., 2002a).
Fizyolojik karakteristikler

Bir bakterinin fizyolojik ve metabolik karakteristiklerinin belirlenmesi genis bir dizi
bilgi saglamaktadir. Bunun bir sonucu olarak ¢oklu enzimlerin ve tasiyici
proteinlerin varligr ya da yoklugu belirlenmektedir. Bu testler mikrobiyal genomu
temel alan dolayli analizleri saglamaktadir (Prescott ve dig., 2002a). Bakterileri
karakterize etmek i¢in rutin olarak kullanilan fizyolojik testlerin genis bir araligi
vardir. Bunlara biiyiime parametrelerini (pH, sicaklik ve tuz toleransi), farkl
substratlar1 degrede edebilme yetenegi, c¢esitli karbon ve azot kaynaklarini
kullanabilme yetenegi, sekonder metabolitlerin iiretimi ve metabolik inhibitorler

veya antibiyotiklere olan tolerans ornek olarak verilebilir (Busse ve dig., 1996;
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Prescott ve dig., 2002a). Cinslerin karakterize edilmesi 6zel testlerin kullanilmasina

baglidir.

Ekolojik karakteristikler

Bakteriler ve gevreleri ile arasindaki iliskiyi etkileyen karakteristikler ekolojiktir ve
siklikla taksonomik olarak birbirleriyle alakali bilgiler saglamaktadir. Taksonomik
olarak iligkili bu bilgiler, yakin akraba organizmalar arasinda bulunan ekolojik
karakteristiklerdeki ¢ok sayidaki farkliliklarla ortaya ¢ikmaktadir (Prescott ve dig.,
2002a). Onemli ekolojik karakteristikler hastalia neden olma yetenegi, yasam
dongiisii ornekleri, simbiyotik iligkiler ve belirli habitatlarda bulunabilmelerini
icermektedir (Prescott ve dig., 2002a; Gevers ve dig., 2005; Staley, 2009).

2.4.2.2 Kemotaksonomi

Cesitli kemotaksonomik markdrlerin karsilagtirilmasinin  organizmalar arasindaki
filogenetik iligskiyi belirlemek igin giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir (Komagata ve Suzuki, 1987; Busse ve dig., 1996). Aslinda, 6nceden
simiflandirilmis  taksalarin  birgogunun  gecerliligi  kemotaksonomik  veriler
sorgulandiginda, bir¢ok susun kimyasal pozisyonlarinda biiyiik farklilik gosterdigi
ortaya ¢ikmistir. Bunun bir sonucu olarak, bircok sus yeni cinslere dahil edilmistir
(Embley ve Stackebrandt, 1994). Ad hoc komitesi 6nemli kemotaksonomik verilerin
yeni bir taksanin olusturulmasini desteklemek icin gerekli oldugunu ifade etmistir
(ayni aile iiyeleri arasinda tutarlilik olmalidir) (Wayne ve dig., 1987).

Hiicre, taksonomik markdrler olarak kullanilmak tizere yeterince stabil olan
cok sayida kimyasal maddenin bir koleksiyonu olarak goriilmektedir. Bu ¢ok
sayidaki kimyasal maddeler belirli bakteri gruplarinda ortaktir ve hiicrede ytiksek
Olciide diizenlenmis enzimatik sistemler tarafindan kodlanmaktadirlar (Komagata ve

Suzuki, 1987).
Hiicresel yag asitleri

Hiicrelerde lipitlerin en onemli bilesenlerinden biri olan yag asitleri esas olarak
sitoplazmik ve dis membranda yer almaktadir. Gram-pozitif bakterilerde fosfolipitler
ve lipoteikoik asitler, Gram-negatif bakterilerde lipopolisakkaritler ve fosfolipitlerin
bilesenleri gibi (Busse ve dig., 1996) lokalize olmustur (Komagata ve Suzuki, 1987).
Yag asitleriningesitli tiplerinin mevcudiyeti ve nisbi bollugu referans tiirlerle

karsilagtirilarak analiz edilmekte ve hem tanimlama hem de siniflandirma amaciyla
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kullanilmaktadir (Huys ve dig., 1994; Busse ve dig., 1996). Baz1 yag asiti profilleri
ya da spesifik bir yag asitinin tesbiti belirli filogenetik bir grup icin karakteristik
olabilmekte (Komagata ve Suzuki, 1987; Busse ve dig., 1996) ve hatta yakin akraba
tirler arasindaki farklihgi ortaya c¢ikarabilmektedir (Huys ve dig., 1994).
Siniflandirma ve tanimlama i¢in veri tabanlariyla yag asiti profilleri
karsilastirildiginda  dikkate alinmast gereken en Onemli faktor, yag asiti
kompozisyonunun biiylime sartlarina bagli oldugu ve bu nedenle de yapilan
karsilastirmalarin  anlamli  olmasi i¢in standart sartlar altinda hiicrelerin

biiyiitiilmelerinin gerekliligidir (Busse ve dig., 1996).
Mikolik asitler

Korineform bakterilerinin bazi cinslerinin karakteristik bir lipit bileseni olan mikolik
asitler uzun zincirli 2-alkil-3-hidroksi yag asitleridir. Mikolik asitler 60-90 C atomlu
dallanmis agir asitlerin hidroksilatlaridir. Ayn1 zamanda mikolik asitler, metoksi,
keto, epoksi ester gruplart ve siklopropan halkalar1 gibi farkli fonksiyonel gruplar
icermektedirler (Sekil 2.8).

Mikolik asitler, Stodola tarafindan, 1938’de sirozlu bir hastadan izole edilen
Mycobacterium tuberculosis’den izole edilmis ve isimlendirilmistir. Eterde
¢oziilebilen yliksek molekiiler agirlikta hidroksi asit igeren bu molekiile mikolik asit
ad1 verilmistir (Barry ve dig., 1998). Mikolik asitlerin yapisal 6zellikleri ilk defa
1950 yilinda Asselineau J. tarafindan ayrintili sekilde tanimlanarak formiilize

edilmistir (Nishiuchi ve dig., 1999) (Sekil 2.8).

Sekil 2.8.Mikolik asitin genel yapist

Mikolik asit igerdigi bilinen sinirh sayidaki cinsleri (Corynebacterium, Dietzia,
Gordonia, Mycobacterium, Nocardia,Rhodococcus, Turicella ve Tsukamurella)
igermeyen cinslerden ayirt etmek i¢in kullanilir (Komagata ve Suzuki, 1987; Busse
ve dig., 1996). Ustelik, mikolik asit molekiiliinii olusturan karbon atomunun miktari,

cinslerdeki mikolik asitlerdeki farklilasmay1 saglar ve bazi tipleri farkli cinslerin

36



karakteristigini olusturur (Busse ve dig., 1996). Mikolik asitlerin analizi genellikle
siirli cinsler i¢in yararli bilgi sagladigi gibi diger karakteristiklerle de kombine

edilmelidir (Busse ve dig., 1996).
Respiratuar izoprenoit kinonlar

Hem sitoplazmik hem de mitokondriyal membranlarin bileseni olan respiratuar
izoprenoit kinonlar elektron tasima zincirinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve
bakteriyel karakterizasyon i¢in izoprenit kinonlarin analizleri kinonlarin tiplerinin
tamimlanmasina dayalidir. Kinon tiplerinin tanimlanmasi doymus izoprenoit
birimlerinin sayisinin yanisira izoprenit yan zincirlerinin uzunlugu ile yapilmaktadir.
Kinonlarin farkli tiplerinin varligi (ya da bunlarin kompozisyonlar1) bakterilerin
farkli siniflarinin karakteristigidir ve kinonlarin yan zincirlerinin analizi (hem
uzunluk hemde doygunluk diizeyi) tanimlama ve farklilasma icin ¢ok 6nemli bilgi
saglamaktadir. Ornegin, menakinonlarin sadece Gram-pozitif bakterilerde mevcut
oldugu bilinmektedir (daha ayrintili farklilasmaya izin veren yan zincirlerin
doygunluk diizeyi ile), Proteobacteria’nin a-, B- ve y- altsinifinin ubikinon igerdigi,
8- ve g- alt sinifinin ise menakinon ve ubikinon i¢erdigi bilinmektedir (Busse ve dig.,

1996).
Polar lipitler

Polar lipitler genellikle iki yag asitine baglanarak, polar bir grupla bakteriyel
membranlarin ana bilesenini olusturmaktadirlar. Bakteriyel membranlarda polar
lipitlerin ¢ok farkl tipleri vardir ve fosfolipitler en yaygin bulunanidir. Fakat aym
zamanda ornitin ya da serin igeren polar lipitler ve fosfor igermeyen glikolipitlerde
bulunmaktadir. Tek bir polar lipitin ya da belirli bir kombinasyonun varligi bazi
taksalarin karakteristigi olabilmektedir. Gram-pozitif bakterilerin farklilagmasi ve
tanimlanmast i¢in kullanilan bes taninmis fosfolipit 6rnegi (PI-V) bulunmaktadir.
Farkl1 lipitlerin tanimlanmasi referans ile tanimlanan susun Rf degeri ve boyanarak
spot olusumlarmin (ince tabaka kromotografisi (TLC) tarafindan ayrildiktan sonra)

karsilagtirilmasi ile yapilmaktadir. Ancak, polar lipitlerin tanimlanmasi genellikle zor

olabilmektedir (Busse ve dig., 1996).
Peptidoglikan analizi

Diamino asitler bakteriyel hiicre duvarlarinin peptidoglikan tabakalarinin 6nemli

bilesenidir ve genellikle peptidin ucunda 3. pozisyonda bulunmaktadir. Gram negatif

37



bakterilerde diamino asit tipinin (sadece mezo-diaminopimelik asit bulunmaktadir)
cok fazla c¢esiti bulunmamasina ragmen, Gram-pozitif bakteriler arasinda olduk¢a
cesitlilik gostermektedir. Gram-pozitif bakteriler mezo- (DL-) ve LL-DAP, L-ornitin,
L-lizin ve L-2,4-diaminobiitirik asit diamino asitlerini igerirken, interpeptit kopriileri
D-ornitin icermektedir. Bilinen diamino asitin tipinin varligi Gram-pozitif
bakterilerin simiflandirilmast igin 6nemli bir bilgi saglamakta fakat Gram-negatif
bakteriler i¢in ¢ok daha az bilgi sunmaktadir (Komagata ve Suzuki, 1987; Busse ve
dig., 1996).

Tiim hiicre sekerleri

Bakterilerin hiicre duvarlarinin peptidoglikan tabakalarindaki muramik asit ve
glikozamin varligina ek olarak ¢esitli sekerler bulunmaktadir (Komagata ve Suzuki,
1987). Hiicre duvarlarinin seker bilesenlerinin karsilastirilmas:  bakterilerin
tanimlanmasi ve siniflandirilmas1 (Komagata ve Suzuki, 1987) i¢in 6nemli bilgi
saglamakta ve Gram-pozitif bakterileri tanimlamakta yaygin olarak kullanilmaktadir
(Busse ve dig., 1996). Bazi bakteri gruplarinin tiim hiicre seker profilleri farkli
karakteristiktedir. Ornegin, filamentli aktinomisetlerde tanimlanmis bes seker profili
bulunmaktadir (tanisal olmayan bir seker ile). Ancak bazi taksonlarin standart bir
seker profili yoktur (Komagata ve Suzuki, 1987; Busse ve dig., 1996). Sekerlerin
varligl, referans standartlarla TLC’de ayrildiktan sonra Rf degerlerinin
karsilagtirilmast ve boyanma farkliliklart ile belirlenebilmektedir. Bilinmeyen
sekerlerin tanimlanmas1 karsilagtirma i¢in uygun standartlarin bulunmamasi

nedeniyle olduk¢a zordur (Busse ve dig., 1996).

2.4.2.3 Molekiiler metotlar

Organizmalarin filogenetik iligkilerini belirlemek igin referans olarak tim DNA
dizilerinin kullanilabilir oldugu ad hoc komitesi tarafindan kabul edilmistir (Wayne
ve dig., 1987). Protein kodlayan genlerle ilgili ¢alismalar organizmalarin yakinlig
hakkinda giivenilir bilgi saglamakta ve bu nedenle de bakteriyel taksonomide
oldukca onemlidir (Embley ve Stackebrandt, 1994; Prescott ve dig., 2002a). Ilk
olarak hizli DNA dizileme caligmalar1 kullanilmaya baslanmadan 6nce DNA’larin
niikleotit dizileri tanimlanmadan dolayli metotlar kullanilarak karsilastirilan
organizmalar arasindaki DNA iliski diizeyi hakkinda bilgi saglanmaktaydi. Ancak

dogrudan sekanslama metotlarina dogru ilerleyis DNA dizilerini belirleyerek,
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karsilastirilan organizmalar arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesinde ¢ok daha
fazla bilgi saglamaktadir (Ludwig, 2007). Bakteriyel taksonomide artan molekiiler
metotlarin kullanim1 hem genetik hemde epigenetik karakterlerin daha objektif
degerlendirilmesine izin veren mantikli bir gelisme olarak goriilebilmektedir

(Embley ve Stackebrandt, 1994).
““Altin Standart’® metotlar

DNA-DNA hibridizasyon (DDH) metotlariin kullanimi  DNA benzerliklerini
degerlendirmek i¢in mevcut olan en iyi prosediirdiir ve 1970 yilindan bu yana
prokaryotlar arasindaki akrabaligi belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Wayne ve dig.,
1987; Coenye ve dig., 2005; Gevers ve dig., 2005; Goris ve dig., 2007; Sohier ve
dig., 2008). DNA’larin erime sicakligindaki farkliliklar (Tm) akrabalig: tespit etmek
icin DNA hibridizasyonu ile baglantili olarak kullanilmaktadir (Wayne ve dig., 1987;
Stackebrandt ve Goebel, 1994; Ludwig, 2007). % 70 ve iizeri DNA-DNA
hibridizasyon degeri (bireysel DNA’larin Tm degeri 5°C ve daha az farklilik
gostermelidir) suslarin ayni genomik tiirlere ait olup olmadigini belirlemek icin
kullanilmakta ancak bunlara ilaveten suslar fenotipik olarakta ayrilabilmelidir
(Wayne ve dig., 1987; Stackebrandt ve Goebel, 1994; Stackebrandt ve Ebers, 2006;
Ludwig, 2007; Richter ve Rossello-Mora, 2009; Staley, 2009).

Hizli  sekanslama  metotlarinin  ilerlemesi  bakterilerin  akrabaligini
degerlendirmek icin 16S rRNA gen dizi benzerliginin gelistirilmesine imkan
saglamistir (Stackebrandt ve Goebel, 1994; Stackebrandt ve dig., 2002). Bu gelisme
karakterizasyon igin filogenetik sistematigin ve metotlarin 6nemli bir kilometre tasi
olarak goriilmektedir (Ludwig, 2007). 16S rRNA protein sentezi i¢in gerekli oldugu
gibi bakterilerin yasami igin gerekli esas bir molekiildiir ve yiiksek derecede
korunmustur (Embley ve Stackebrandt, 1994; Girtler ve Stanisich, 1996; Rintala ve
dig., 2001; Gevers ve dig., 2005; Lanoot ve dig., 2005; Ludwig, 2007). Giiniimiizde
16S rRNA gen sekansina dayanan analizler bakteriyel taksonominin omurgasini
olusturmakta (Ludwig, 2007) ve tiirlerin filogenetik analizleri 16S rRNA gen dizisi
temel almarak olusturulmaktadir (Fox ve dig., 1992; Busse ve dig., 1996;
Stackebrandt ve Ebers, 2006). 16S rRNA gen dizilerinin ulasilabilir veri
tabanlarindaki depozit edilmis sayisini herhangi bir gen bdlgesinin yakalamasi
miimkiin goriillmemektedir (>400 000 dizi) (Konstantinidis ve Tiedje, 2007; Ludwig,
2007). % 70’den daha fazla DDH benzerligine sahip olan suslar % 97’den daha
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biiyiikk 16S rRNA gen sekansi benzerligine sahiptir (Gevers ve dig., 2005; Sohier ve
dig., 2008). Bu % 97 smuir1, sinirl bir veri seti i¢in DDH degerleri ve 16S rRNA gen
sekans benzerliklerinin Karsilastirilmasina dayanmakta(Stackebrandt ve Goebel,
1994) ve tiirleri ayirmak igin ihtiya¢ duyuldugunda bir rehber olarak 20 yildan fazla
bir siiredir arastirmacilar tarafindan kullanilmaktadir (Stackebrandt ve Ebers, 2006).
Her iki metot hem 16S rRNA gen sekansi hem de DDH taksonomik tanimlamalar
i¢in altin standartlar olarak kullanilmasina ragmen (Giannino ve dig., 2003; Zeigler,
2003; Zeigler, 2005; Stackebrandt ve Ebers, 2006; Ludwig, 2007) her ikisi de bazi
kisitlamalara sahiptir. DDH calismalarinda elde edilen sonuglar hibridizasyon
deneylerindeki ¢ok sayida parametreden etkilenmektedir. DNA konsantrasyonu,
DNA fragmentlerinin safligi ve biiyilikliigli, inkiibasyon sicakligi, farkli RNA
seviyelerinin varligi bu parametreler arasindadir (Yoon ve Park, 2000; Stackebrandt
ve Ebers, 2006; Goris ve dig., 2007; Ludwig, 2007). Hibridizasyon deneyi
gerceklestirme siirecleri uzun zaman alict ve yogun emek gerektirdiginden bir¢ok
laboratuvar ya bu calismalar1 kendi baslarina gergeklestirebilecek durumda degilya
dabunun yerine 6zel laboratuvar servislerine giivenmek zorunda kalmaktadirlar
(Stackebrandt ve Ebers, 2006). Ayrica DDH sadece aralarinda oldukg¢a yakin iliski
bulunan tiirleri degerlendirmek i¢in kullanilabilir fakat uzak akraba olan
organizmalar1 belirlemek i¢in kullanilamaz. Aksine 16S rRNA gen dizi
karsilagtirmalar1 yakin akraba tiirlerin ayrimina olanak saglamamaktadir (Gevers ve
dig., 2005; Konstantinidis ve Tiedje, 2007). Bununla birlikte 16S rRNA gen dizi
analizleri cins diizeyindeki tanimlama ic¢in yada bir cins igerisindeki uzak akraba

tiirlerin karsilastirilmasinda oldukga kullanishidir (Keswani ve Whitman, 2001).
Dolayh metotlar

Niikleik asitlerin karsilastirilmasina ve sekanslanmasma imkan veren teknolojik
gelismelerden Once, organizmalar arasindaki temel genomik benzerliklerin
degerlendirilmesi i¢in olanak saglayan ¢ok sayida dolayli yontem gelistirilmistir. 16S
rRNA molekiiliine sekanslama yapilmadan yararlanmak iizere ¢ok sayida
yontemgelistirilmistir. Bu yontemler, daha hizli ve daha kolay gerceklestirilmektedir.
Bu metotlar esas olarak organizmalarin tanimlanmasi ve simiflandirilmasinda
kullanilan karakteristik fragment orneklerini liretmek icin restriksiyon endoniikleaz
kesimlerinin kullanim ile ger¢eklesmektedir. 16S rRNA genini kullanan yontemlerin

cok sayida olmasina ragmen, bunlar ayni zamanda yakin iliskili organizmalar
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arasinda ayrim saglamamaktadir. Bu sekilde, diger genler ya da gen iiriinlerinin
kullanimina izin veren alternatif metotlarin gelisimi tiim genom akrabalik
iliskilerinin ve filogeninin degerlendirmesine imkan saglamaktadir (Stackebrandt ve

dig., 2002).
Genomik Guanin + Sitozin icerigi

Genomdaki guanin + sitozin (G+C) igeriginin belirlenmesi; genomlar1 karakterize
etmek ve taksonlar1 siniflandirmak icin kullanilan ilk klasik metotlardandir (Busse ve
dig., 1996; Ludwig, 2007). Bu yontem, bir takson igerisine yerlestirilmesinde sinirh
olan, filogenetik bilgiler saglamayan bir metot olmasina ragmen gilinlimiizde hala
taksonomik birimleri tanimlamada onemli bir karakter olarak kullanilmaktadir
(Ludwig, 2007). Bir tiirdeki G+C igerigindeki kabul edilen varyasyonlar % 5’ten
kiiclik veya esit, cins i¢in ise % 10’dan daha biiylik olmamalidir (Busse ve dig.,
1996). Farkli G+C igerigine sahip olan organizmalarin, giivenilir sekilde farklh
oldugu kabul edilebilir. Bununla birlikte G+C oraninin benzer ya da 6zdes olmasi
yakin iligkili taksalara ait olan suslarin karakterizasyonunda kullanilamadigi gibi

uzak taksonomik gruplardaki suslar1 ayirmada da tek basina kullanilamaz (Busse ve

dig., 1996; Ludwig, 2007).
Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Cesitli restriksiyon endoniikleazlar yada kombinasyonlar1 ile genomik DNA’nin
kesimi  restriksiyon fragmentlerinin  kompleks bir Ornegini  olusturmada
kullanilabilmektedir. Bu olusan restriksiyon fragmentleri analiz edilebilmekte ve
birbiriyle yakindan iliskili suslar arasinda ayrim yaparak ayni cins igerisinde ya da
ayni tiire ait olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilabilmektedir (Busse ve dig.,
1996; Ludwig, 2007). Bu teknik farkli organizmalar1 temsil eden farkli 6rnekler ile
suglar ~ arasinda  ayrim  saglayabilmekte  ancak  onlarn  tamimlamada
kullanilamamaktadir. RFLP suslar1 hizli ve dogru bir sekilde ayirmada duyarh bir
metot olmasina ragmen DNA sekanslama bu teknigi gélgede birakmistir (Sohier ve
dig., 2008).

PZR ile c¢ogaltilan DNA fragmentleri restriksiyon analizleri daha az
karmagiktir. Bu modifiye versiyon ¢ogaltilmis DNA restriksiyon analizi (ADRA)
olarak ifade edilmektedir (Ludwig, 2007). Cogaltilmis ribozomal DNA restriksiyon
analizi (ARDRA) ADRA metodunun en yaygin seklidir (Ludwig, 2007). Bu metotta
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16S rRNA geni ¢ogaltilip ¢ok sayida restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmekte ve
ortaya cikan fragmentler analiz edilmektedir (Heyndrickx ve dig., 1996). Bu
organizmalar arasindaki farklilasmaya izin vermekte ve tir diizeyinde

tanimlanmasini saglamaktadir (Heyndrickx ve dig., 1996; Cook ve Meyers, 2003)
Cogaltilmis fragment uzunluk polimorfizimi (AFLP)

Bu metot restriksiyon endoniikleaz ile kesilmis genomik DNA’nin PZR
amplifikasyonlarina dayanmaktadir. DNA kesildikten sonra fragmentler PZR
primerleri i¢in hedefleri igeren linkerler ya da adaptorlere baglanmaktadir. PZR
amplifikasyonlar1 daha sonra 3’ uglarinda ilave bazlar igeren primerler kullanilarak
adaptorle baglanmis restriksiyon fragmentler iizerinde gerceklestirilmektedir. Farkli
fragment Orneklerinin iiretilmiyle elde edilen sonuglar ¢ok yakin iligkili suslar

ayirmada kullanilabilmektedir (Vos ve dig., 1995; Ludwing, 2007).
Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD )

Genomun rastgele boliimleri ya tek bir PZR primeri ya da PZR primerlerinin
karisimi ile PZR reaksiyonlarini gergeklestirerek ¢ogaltilabilmektedir (Busse ve dig.,
1996; Ludwig, 2007). RAPD metotlar1 organizmalarin genomik parmak izlerinin
belirlenmesinde kullanilmakta ve yiiksek ayirict giice sahip olmasi nedeniyle
organizmalarin tanimlanmasi ve farklilagmasinda yardimci olmaktadir (Busse ve
dig., 1996; Roberts ve Crawford, 2000). Bu yontem, karmasik genomlarin
incelenmesinde ozellikle faydali olup Streptomycetes ve diger filamentli
Actinobacteria iiyelerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Rintala ve dig., 2001).
RAPD ile elde edilen parmak izleri yliksek derecede tekrarlanabilir ve iiriinler

basariyla genom problari olarak kullanilabilirdir (Roberts ve Crawford, 2000).
Dogrudan metotlar

Ayrintili olarak anlatilan dolayli yontemlerin aksine, dogrudan molekiiler yontemler
fazla miktarda filogenetik bilgi saglamaktadir. Bu metotlardan karsilastirmali dizi
analizi, en yaygmn olarak kullanilan direkt metotlardan biridir (Ludwig, 2007). Ilk
analizler baslangigta 16S rRNA geni ile sinirliydi. Sekanslama maliyetinin
azalmasiyla birlikte diger genlerde sekanslanmig ve filogenetik analizlerde yer
almiglardir. Sonrasinda tiim genom sekanslama analizleride filogenide kullanilmaya

baslanmistir (Coenye ve dig., 2005; Ludwig, 2007, Sohier ve dig., 2008; Bolshoy ve
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Volkovich, 2009). Sekanslanan ilk genom 1995 yilinda tamamlanan Haemophilus

influenza genomudur.
Karsilastirmah dizi analizi

Korunmus makromolekiillerin  sekans analizleri, gilinimiizde standart bir
uygulamadir ve bakterilerin siniflandirtlmasinin - yanisira  hizlih  ve dogru
tanimlanmasin1  saglayarak bakteriyel taksonominin temelini olusturmaktadir
(Coenye ve dig., 2005; Ludwig, 2007). Tiim genom analizlerine baslanmadan 6nce
bu metot kullanilmaktaydi ve hala genis oranda kullanimi devam etmektedir.Bu
metot tim genom iliskilerini temsil ettigi diisiiniilen gen setlerini analiz ederek
ihtiya¢ duyulan analiz miktarin1 azaltmaktadir.

Bu metot ile ilgili olarak, Ziegler (2003) genom akrabaligini tahmin etmek i¢in
cesitli protein kodlama genlerinin kullanimini 6nermistir. Bu gen bolgeleri (16S
rRNA benzeri) korunmustur ve bu nedenlede filogeniyi degerlendirmek igin
kullanilabilmektedir. Benzer bir sekilde Santos ve Ochman (2004), filogeniyi
degerlendirmek i¢in kullanilabilecek bir dizi gen setini Oonermislerdir. Bu tiir bir
metot i¢in, ad hoc komite dogru filogenetik siniflandirmaya izin veren Onemli
miktarlarda bilgiyi tireten en az 5 kontrol (housekeeping) genin kullanilmasini
onermektedir (Stackebrandt ve dig., 2002; Coenye ve dig., 2005). Bununla birlikte
Ziegler (2003), bunun gereksiz oldugunu DNA-DNA hibridizasyonu (DDH) ile
olusturulan sonuglardan daha giiglii ya da esit sonuglar olusturma yetenegine sahip
olan daha az sayida ve iyi secilmis genlerin kullanilmasiin yeterli olabilecegini

onermistir (Zeigler, 2003; Coenye ve dig., 2005).
Analizlerde kullamlan genler

Analizlerde kullanilan genler bakteriler arasinda genis dagilim gostermekte ve ¢ok
sayida serbest yasayan bakteride bu genlerde ortolog diziler bulunmaktadir
(Stackebrandt ve dig., 2002; Zeigler, 2003). Fakat karisik analizlerden parolog
genleri onlemek i¢in “‘herbir gen seti’’ herbir genoma 6zel olmalidir. Bu genler ayni
zamanda yeterli filogenetik bilgiyi saglayacak biiyiikliikkte olmali, hatta kolay bir
sekilde sekanslanmali ve sekanslar sus giftleri arasindaki tiim genom iliskilerini kesin
ve dogru bir sekilde yansitmalidir (Zeigler, 2003). 16S rRNA genlerinden ayri
olarak, bakteriler arasindaki filogenetik iligkiyi belirlemekte c¢esitli kontrol

(housekeeping) genleri kullanilmaktadir. Uygun olacak gen setlerini Oneren ¢ok
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farkli calismalar bulunmasina ragmen gen setleri arasinda ¢ok az uyum

goriilmektedir (Santos ve Ochman, 2004).
gyrB geni

DNA giraz B-alt iinitesini kodlayan bir gen olan gyrB, bakteri filogenisinde yogun
bir sekilde kullanilmaktadir. Bu gen, DNA-DNA homolojisi ile uygun olan
sonuglarla, Pseudomonas cinsine ait olan yakin akraba suslarla, Acinetobacter
cinsinin suslarin1 ve Micromonospora tyelerini siniflandirmak i¢in kullanilmaktadir
(Kasai ve dig., 2000). Fusobacterium cinsine ait yakin akraba tiirlerdeki farklilasma
ayni zamanda gyrB dizi analizi ilede miimkiin olmaktadir (Jin ve dig., 2004).
Mycobacterium tuberculosis kompleksinin(MBTC) iiyelerinin ¢gogundaki farklilagsma
gyrB-RFLP analizleri ile ortaya ¢ikmaktadir (Chimara ve dig., 2004). Son
zamanlarda daha fazla gyrB geni Actinobacteria smifi igerisinde yer alan
Amycolatopsis,Gordonia, Kribbella, Nocardiave Nocardiopsis cinslerinin iiyelerinde
16S rRNA gen tabanli filogenetik gruplandirmayr desteklemek i¢in basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (Shen ve dig., 2006; le Roes ve dig., 2008; Yang ve dig.,
2008; Everest ve Meyers, 2009; Takeda ve dig., 2010; Kirby ve dig., 2010). gyrB
gibi protein kodlayan genlerin daha hizli filogeni orani nedeniyle, 16S rRNA
geninden ¢ok daha fazla ayirim saglayabilmekte ve bu nedenle de yakin akraba

tirleri ayirt etmede daha yararl olmaktadir (Volokhov ve dig., 2007).
rpoB geni

Bakteriyel RNA polimerazin B-alt birimini kodlayan rpoB geni filogenetik bir
markdr olarak kullanilan yiiksek potansiyele sahip bir gen olarak goriilmektedir.
rpoB geninin filogenetik orijini nedeniyle (Adékambi ve dig., 2008) hem bakteri
hemde arkelerin filogenetik c¢alismalarinda kullanilmaktadir. Kismi rpoB dizileri
enterik bakterilerin dogru tanimlanmasini saglamaktadir (16S rRNA gen analizinden
daha iyi aymrim saglamaktadir, Mollet ve dig., 1997). rpoB dizisi ayn1 zamanda
Mycoplasma tiirlerinin filogenetik calismalarinda (Kim ve dig., 2003a) iyi bir
alternatif markor olarak kullamilmis ve Proteobacteria’lar arasinda Coxiella
burnetii’nin taksonomideki yerini dogrulamada kullanilmistir (Mollet ve dig., 1998).
Niikleik asit sekansi tiir ve alt-tiir diizeyinde ayirim saglarken, RpoB aminoasit dizisi
domain ya da filum gibi daha yiiksek taksonomik diizeyleri ayirabilmektedir

(Volokhov ve dig., 2007; Adékambi ve dig., 2008). Genellikle rpoB temelli
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filogenetik analizler 16S rRNA geniyle uyumludur, fakat rpoB filogenetik agaglari
daha yiiksek bootstrap diizeyleriyle artan bir stabillik gostermektedir (Adékambi ve
dig., 2008).

recN geni

recN, bir rekombinasyon ve tamir proteini kodlayan gen bdolgesi olarak, tiimgenom
iligkilerini tahmin etmek icin biiylik potansiyel gostermektedir (Zeigler, 2003).
Geobacillus cinsindeki, recN geninin daha diisiik taksonlara (cins, tiir ve alt-tiir)
suslarin yerlestirilmesinde 16S rRNA geninden daha yiiksek ayirim giictine sahip
olmasina ragmen daha yiiksek taksa diizeylerine yerlestirmede daha diisiik ayirima
sahiptir (familya diizeyinin istii) (Zeigler, 2005). Buna karsilikrecN geni ile
belirlenen genom benzerligi ¢ok yakin ya da uzak iligkili diziler karsilastirildiginda
en biiytik farklilig1 gosteren degerler, DNA-DNA homolojisi ile hesaplanan gercek
degerden daha yiiksektir. Bu nedenle recN analiz metodu,Geobacillus cinsi
icerisindeki suslari tiir bazinda tanimlamada tek basina kullanilamaz (Zeigler, 2005).
Benzer sonuglar ‘Leuconostocaceae’ familyasinda da bulunmustur, recN geni
filogenetik analizleri yiliksek ayirim gdstermis ve familyaya ait {i¢ cinsin her
birindeki gruplandirma i¢in yiliksek bootstrap degeri gostermistir, fakat bir familya
olarak tek basina degerlendirilmesinde diisiik bootstrap degeri gostermistir (Arahal
ve dig., 2008). Ayn1 zamanda bu familyadaki recN dizisinin tek basina kullanilmasi
genom benzerlik diizeyinin tahmin edilme yetenegini sinirlandirmigsolmasina ragmen
recN gen dizisinin benzerligi % 84-96 dizi benzerlik simirinin altinda oldugunda

suslari tiir bazinda simiflandirmak i¢in kullanilabilmektedir (Arahal ve dig., 2008).
Diger genler

Riboniikleaz P (RNase P), ATP-sentazin B-alt birimi, glutamin sentetaz, elongation
faktor Tu, bir 1s1 sok proteini kodlayan Hsp65 (Yoon ve Park, 2000), secAl(Zelazny
ve dig., 2005), dnaA, dnaK ve rpoC genleri (Arahal ve dig., 2008) bakteriyel

filogenetik analizlerde kullanilmaktadir.
Multilokus dizi analizi (MLSA)

Tek bir markor genin kullanimi horizontal gen transferi (HGT) olasilig1 nedeniyle ya
da tiim genomunki ile karsilastirilan genin mutasyon oranindaki varyasyonlari
nedeniyle bakterilerin gercek filogenetik iligkilerini yeterince yansitip yansitmadigi

tartigma konusudur (Coenye ve dig., 2005; Gevers ve dig., 2005; Konstantinidis ve
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Tiedje, 2007; Ludwig, 2007; Gribaldo ve Brochier, 2009). Bakterilerin filogenetik
analizinde bir gen setinin kullanimi bakterilerin iliskilerini dogru bir sekilde
degerlendirmenin bir ¢oziimii olarak onerilmektedir (Konstantinidis ve dig., 2006;
Ludwig, 2007). Genel olarak analizlerde 6-8 gen kullanilmakta (Konstantinidis ve
dig., 2006; Konstantinidis ve Tiedje, 2007), ancak bu genlerin daha azmin (3 gen
bolgesi) kullanilmasi dnerilmektedir. Iyi secilmis genler filogenetik iliskinin dogru
bir sekilde degerlendirilebilmesini saglamaktadir (Konstantinidis ve dig., 2006).
Farkli genler farkli ¢alismalarda kullanilmaktadir. Boyle genler ideal olarak her
bakteride oldugu gibi karakterize edilebilir (bu genler rekombinasyon gegirmemistir),
genomla baglantili olmayabilir ve tek kopya olabilir (Gevers ve dig., 2005). MLSA
fazla miktarda ¢ogaltilabilmekte ve gelecekte genlerle ilgili karsilastirmalar igin iyi
bir veri tabani olusturulmasini saglamaktadir.Ayn1 zamanda yakin akraba tiirlerin
tanimlanmasinda MLSA’nin oldukga etkili oldugu ve tiir i¢i ayirim giicliniin oldukca

kuvvetli oldugu goriilmektedir (Rong ve dig., 2009).
Tiim genom temelli metotlar

Tiim genomlarin karsilagtirilmasi bakterilerin iligkilerinin dogru ve tanimlayict bir
sekilde belirlenmesinde en iyi yol olarak goriilmektedir (Coenye ve dig., 2005;
Konstantinidis ve Tiedje, 2007; Sohier ve dig., 2008). Genel olarak bakteri
genomunun bakterinin taksonomik yakinligi ile ilgili tiim bilgileri sakladigi kabul
edilmektedir (Wayne ve dig., 1987; Goris ve dig., 2007; Bolshoy ve Volkovich,
2009). Son zamanlara kadar tiim genomun sekanslanmasi miimkiin degildi (Goris ve
dig., 2007). Fakat sekanslama teknolojisindeki ilerlemeler, daha fazla genomun
sekanslanmasina izin vermis (Sohier ve dig., 2008; Staley, 2009) ve son zamanlarda
Genbank’taki prokaryotik genom sekansi sonuglart olduk¢a artmistir. Tim genom
sekansi sayisindaki artis ¢esitli metotlarin gelismesine yol a¢mis, bu metotlar
sayesinde genomik diziler analiz edilebilir olmustur.Boylelikle bakterilerin
siniflandirilmasinda  ve filogenetik iliskilerinin belirlenmesinde tiim genom
analizlerinin kullanilirligi artis géstermistir (Coenye ve dig., 2005; Sohier ve dig.,
2008).

Gen icerigi
Gen igeriginin karsilastirilmasi yeni bir metottur (Coenye ve dig., 2005). Bu metot

yaygin olarak genomlarin ¢ok sayida ortolog gene sahip olacag gercegine
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dayanmaktadir. Bu ortolog genlerin sayis1 evrim gegirdikce hizli bir sekilde
azalacaktir (Coenye ve dig., 2005; Bolshoy ve Volkovich, 2009). Gen igerigine
dayanarak olusturulan agaglarda horizontal gen transferi (HGT)’ nin 6nyargiya neden
olmadigi ve bunlarin 16S rRNA gen agaglar ile de olduk¢a uyumlu oldugurapor
edilmistir(Coenye ve dig., 2005).

Gen sirasi

Genomdaki gen sirasinin  korunmasi  organizmalar  arasindaki  iliskinin
belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Fakat genomdaki ortologlarin protein dizileri
arasindaki ortalama benzerligin % 50’nin altinda oldugu durumlarda gen siralari
arasinda ¢ok az korunmusluk vardir. Genom i¢indeki yeniden diizenleme nedeniyle
gen sirast hizli bir sekilde kaybolabilir ve bu nedenlede sadece yakin iligkili
organizmalar1 ayirma yetenegine ragmen, daha yiiksek filogeniye sahip organizmalar
arasindaki iligkiyi ortaya c¢ikarmada daha zayif ayirim saglamaktadir (Coenye ve
dig., 2005).

Varlik ya da yokluk analizi

Bir genomdaki spesifik molekiiler 6zelliklerin varligi yada yoklugu (protein
kodlayan gen aileleri gibi) taksalar arasindaki iligkiyi belirlemede kullanilmaktadir.
Ayni molekiiler yapiya sahip protein aileleri yada protein katlanmalarinin (farkli
aminoasit sekanslarina sahip olabilirler) bu metotta kullanim i¢in ideal markerler
oldugu disiiniilmektedir. Bunlar organizmalar tarafindan kullanilan ‘‘temel
molekiiler birimler’” olarak goériilmektedir. Proteinlerdeki korunmus gen eklenmesi
yada silinmesi (indeller) yada imza dizileri diger molekiiler &zelliklerdir. Bu
molekiiler o6zelliklerin  varligt ya da yokluguna dayanarak taksonomik
gruplandirmada ayirim saglanmaktadir. Bu varlik ya da yokluk analizi ile elde edilen
sonuglar 16S rRNA gen dizi analizi ile elde edilen sonuglarla

uyumlulukgostermektedir (Coenye ve dig., 2005).

2.5 AHBA (3-Amino-5-Hidroksibenzoik Asit) Gen Kiimeleri

3-Amino-5-hidroksibenzoik asit (AHBA); mycotrienine (Chen ve dig., 1999),
ansamitosin P-3 (Yu ve dig., 2002), geldanamisin (Li ve dig., 2008) ve klinik olarak
kullanilan rifamisin (Kim ve dig., 1992) ve mitomisin (Mao ve dig., 1999) gibi bir

¢ok dogal iirlinlerin Onciisiidiir. AHBA biyosentezinin son reaksiyonu katalizleyen
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AHBA sentaz, 5-deoksi-5-aminodehidrosikimik asitin aromatizasyonununda anahtar
bir enzimdir. Bu ylizden AHBA sentaz genleri farkli AHBA kaynakli yeni dogal
tirtinler i¢in genetik taramada bir arag olarak kullanilabilir (Huitu ve dig., 2009).

Ansamisinler, ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen dogal bilesiklerin
bir sinifidir ve bir aromatik merkez yapinin iki bitisik olmayan pozisyona alifatik bir
koprii ile baglanmasiyla karakterize edilir (Rinehart ve Shield, 1976)(Sekil 2.9).
Aromatik kismin yapisina dayanarak, bu smnif bilesikler bir benzenik ve bir
nafthalenik alt gruplari igeren boliimlere ayrilabilir. Ansatrienin, ansamitosin ve
geldanamisin gibi benzenik ansamisinler, agirlikli olarak &karyotlara karsi
sitotoksiktir (DeBoer ve dig., 1970; Lazar ve dig., 1983; Sugita ve dig., 1999).
Rifamisin B, naphthomisin ve kanglemisin A gibi naphthalenic ansamisinler
antibakteriyel aktivitelere sahiptir (Mochizuki ve dig., 1986; Lal ve Lal, 1994; Qun
ve dig., 1995). Rifampisin gibi rifamisinin yar1 sentetik tiirevleri verem, clizam ve
AIDS ile iligkili mikobakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde genis Olglide
kullanilmaktadir (Floss, 2006). Klinik ihtiyaglar i¢in ¢ok 6nemli antibiyotiklerden
biri oldugu icin ansamisinler biiyiik ilgi ¢ekmistir. Yeni ansamisin ireticilerinin
taranmasi yeni ilaclarin ya da klinikte potansiyel bilesiklerin kesfinde ¢ok dnemlidir.

Ansamisinlerin biyosentetik calismalari, tiim ansamisinlerin temel yapisini
(birim mC7N) kapsayan, ansamisin biyosentezi i¢in ortak spesifik baslatici birim
olan 3-amino-5-hidroksibenzoik asit (AHBA)’y1 gostermektedir. AHBA sentaz,
AHBA biyosentezine katilan gerekli ve spesifik bir enzimdir ve AHBA sentaz
aromatik aminoasitlerin biyosentezi i¢in normal Shikimate yoluna paralel degildir
(Kim ve dig., 1998). Bu yiizden aktinomiset suglarinda AHBA sentaz geninin varligy,
ansamisin tiretme potansiyellerinin bir isareti olarak goriilmektedir. Mitomisin C bir
mitosan merkez yapist ile ¢ok etkili bir anti-timor ajan olmasina ragmen alifatik
olmayan zincir ansamisin biyosentezindeki gibi tip I poliketit sentaz araciligiyla bir
araya gelmektedir. Ayn1 zamanda mitomisin C AHBA’dan tiiretilmektedir (Mao ve
dig., 1999). Cesitli raporlarda ansamisin ya da mitomisin biyosenteziyle ilgili
genlerin klonlanmasi ve karakterizasyonu tanimlanmigtir (Chen ve dig., 1999; Mao
ve dig., 1999; Yu ve dig., 2002; Rascher ve dig., 2005; He ve dig., 2006).
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Sekil 2.9.Mitomisin C ve bazi ansamisinlerin kimyasal yapilari. Koyu bdlgeler bu
bilesiklerin karakteristik aromatik kisimlarin1 gosterir (Huitu., 2009).

Aktinomisetlerden elde edilerek yayinlanan AHBA sentez genlerinin genetik
incelemeleri, tiim bu genlerin yaklasik 755 bg’lik kolay taninan korunmus bir bélge
icerdigini gostermistir. Bu korunmus bolge enzimatik aktiviteler i¢in Onemli
kisimlar1 kodlamaktadir. Bu bulus AHBA’ ’nin biyosentezi i¢in gerekli AHBA sentaz
genlerinin korunmus bolgeleri hedeflenerek ansamisin tireticileri ya da diger AHBA-
tirevli antibiyotik {iireticilerinin kesfi i¢in bir polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

tarama metodu gelistirilmesini saglamistir (Rateb ve dig., 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Caliymada Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Sigma firmasindan elde edilen kimyasal maddeler sikloheksimit, gliserol, guanidin
thiosiyanat, tris, EDTA, lizozim, H,SO,; molibdofosforik asit, NaCl, etanol,
diaminopimelik asit, HCI, metanol, piridin, toluen, ninhidrin, aseton, kloroformdur.
Fluka firmasindan temin edilen kimyasallar arasinda adonitol, D-arabinoz, D-
sellobiyoz, D-fruktoz, D-salisilin, D-sorbitol, D-galaktoz, D-mannoz, D-melezitoz,
D-melibiyoz, D-mannitol, dekstrin, dekstran, iniilin, L-sorboz, L-arabinoz, L-
rhamnose, laktoz, L-glutamat, maltoz, mezo-inositol, propionik asit, rafinoz, nisasta,
stiksinik asit, siikroz, ksilitol, ksiloz, alfa-iso-16sin, D-fenilalanin, glisin, L-alanin, L-
arginin, L-sistein, L-histidin, L-hidroksiprolin, L-metionin, L-fenilalanin, L-prolin,
L-serin, L-treonin, L-valin, adenin, kazein, elastin, jelatin, guanin, hipoksantin, L-
tirozin, nisasta, tween 20, tween 80, ksantin, ksilen bulunmaktadir. Diger
kimyasallardan n-hekzan, n-biitanol, Ba(OH),, NaOH Merck, GoTaq Hotstart Master
Mix Promega veQiaquick PZR Pirifikasyon kiti Qiagen firmasindan temin

edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Sediment 6rneklerinin kaynagi

Bu ¢alisma i¢in Karadeniz’in Samsun ve Ordu ilinin sahilinden baslanarak dort farkl
derinlikten sediment Ornekleri alindi. Alinan sediment Orneklerinin lokalitesi,
derinligi, cografik koordinatlari, sahilden ka¢ mil acikliktan ve hangi tarihte alindig

Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Sediment Srneklerinin lokalitesi, derinligi, cografik koordinatlari, sahilden kag
mil uzakliktan alindig1 ve alinma tarihi

Lokalite ve derinlik  (Cografik Koordinatlar Sahilden ka¢ mil |Alinma
acikhiktan ahndig1 [tarihi

Ordu, Melet Irmaginin .

e aparanses | 40°59'650" N 40°59' 934" N 0,77 mil (baslangic)
Karadeniz’e dokiildigi 379 58' 953" E 370 57' 445" E 0.95 mil (bitis) 19.07.2010
yerden (12m)
Ordu, Melet Irmaginin .

T | 41°00'353" N 40° 59'926" N 1,36 mil (baslangic)
Karadeniz’e dokiildiigi 370 57' 489" E 370 58' 821" E 1.06 mil (bitis) 19.07.2010
yerden (45m)
Ordu, Melet Irmaginin .

S iapaganen | 41°01" 758" N 41°01'336"N 2,79 mil (baslangig)
Karadeniz’e dokiildiigii 370 571 759" F 370 59' 114" E 2.48 mil (bitis) 19.07.2010
yerden (80m)
Samsun, Merkez-Azot | 41°19' 201" N 41°18' 627" N 4,48 mil (baslangic) 23.07.2010
(42m) 036°25'"157"E | 036°27'471"E | 3,97 mil (bitis) R

3.2.2 Sediment orneklerinin baz fizikokimyasal ozellikleri

Sediment Orneklerinin pH, kireg kapsami (% CaCOs), organik madde, toplam
kalsiyum (Ca (ppm)) ve fosfor (P (ppm)) miktarlari ile tekstiir (% Kum, % Silt ve %

Kil) analizleri gibi baz1 fizikokimyasal 6zellikleri belirlendi.

3.2.2.1 Sedimentlerin pH analizi

Ortamdan uygun sekilde alinarak, steril torbalara konan, laboratuvar numaralari
verilen sediment Orneklerinin pH’st Reed ve Cummings (1945) tarafindan
tanimlanan yonteme gore belirlendi.

Ornekler (20 g) 50 mI’lik behere aktarildi ve drneklerin iizerine ince bir tabaka
olana kadar yavag¢a demineralize su eklendi. Suyun orneklere yeterince islemesi igin
ornekler birkac saat bekletildi. Cam elektrot pH metre ile toprak orneklerinin pH’lar
Olctildii. Her 6l¢limde, elektrot toprak drnegine iyice daldirildi. Her bir 6rnek ii¢ kere

tekrarland1 ve son pH degeri bu ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak kaydedildi.

3.2.2.2 Sedimentlerin kire¢ kapsaminin (% CaCQO3) belirlenmesi

Sedimentlerin kire¢ kapsami (% CaCQO3) Scheibler kalsimetresi ile belirlendi. Elde
edilen kire¢ kapsamlarinin sedimentler agisindan degerlendirilmesinde Cizelge

3.2’den yararlanilda.
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Cizelge 3.2. Elde edilen CaCOj; yiizdelerine gore sedimentlerin siniflandiriimasi

% CaCO;, Sinifi

0-2 Kiregsiz

2-4 Az kiregli

4-8 Orta kirecli

8-15 Kiregli

15-50 Cok kiregli
50-90 Cok fazla kiregli
>90 Kireg

3.2.2.3 Sedimentlerin organik madde iceriginin belirlenmesi

Sediment Orneklerinin organik madde igerikleri asagidaki yonteme gore
gerceklestirildi.

Omekler (1 g) hassas terazide (LabTek) tartilip 105 °C’de kurutuldu ve
yeniden tartildi. Bu islem 3 kere tekrarlandi ve bunlarin ortalamasi alinarak
orneklerin nem igerigi belirlendi. Erlenler ve kuru toprak daha sonra mufla firinina
yerlestirildi, sicaklik yavas yavag 700 °C’ye ¢ikarild1 ve organik maddeyi tamamen
yakmak icin 30 dk. bekletildi. Ornekler gece boyunca sogumaya birakild: ve organik
madde miktari, belirlenen her ii¢ agirliktaki kaybedilen ortalama yiizde olarak tespit

edildi(Rowell, 1996).
3.2.2.4 Sedimentlerin toplam kalsiyum (Ca (ppm)) ve fosfor (P (ppm))
miktarlarmin belirlenmesi

Sedimentlerin toplam kalsiyum (Ca (ppm)) miktar1 EDTA ile titrimetrik yontemle
belirlendi. Toplam fosfor (P (ppm)) miktarlar1 ise Olsen yoOntemiyle
belirlendi(Rowell, 1996).

3.2.2.5 Sedimentlerin tekstiir analizi (% Kum, % Silt ve % Kil)

Sedimentlerin tekstiirii hidrometre yontemine gore belirlendi(Rowell, 1996).

3.2.3 Aktinomisetlerin Izolasyonu

Bu caligmada farkli aktinomiset gruplarinin izolasyonu i¢in sekiz farkli segici
izolasyon besiyeri kullanildi. Bunlar, basal’s mineral salts (Duangmal ve dig., 2005),
M3 (Rowbotham ve Cross., 1977), rafinoz-histidin (Vickers ve dig., 1984), SM3 -
Gauze’s (Tan ve dig., 2006), non-sporulating (Sanglier ve dig., 1992), nisasta-kazein
(Kiister ve Williams., 1964), SM1 Stevenson’s (Tan ve dig., 2006) ve SM2
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Stevenson’s agar (Tan ve dig., 2006)’dir. Besiyerlerinden SM3 agar (Gauze’s agar)
deniz suyu, deniz tuzu ve saf sulu olmak {izere ii¢ farkli sekilde hazirlandi. Diger
besiyerlerinden bazilar1 saf sulu, bazilar1 da deniz tuzu ilave edilerek hazirlandi
(Cizelge 3.3). Denizel gevreler yaklasik litrede 35 g tuz icerdigi i¢in bu ¢alisma bu
tuz icerigine uygun olarak yapildi. Besiyerlerinde kullanilan antibiyotikler ve
antibiyotiklerin konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3 de verildi.

Bu calismada farkli aktinomiset gruplarinin izolasyonu igin diliisyon plak
teknigi kullanild1 (Waksman, 1927). Sediment 6rnekleri steril torbalarda laboratuvara
getirildi ve bekletilmeden her bir sediment 6rneginden 1 gr tartilarak igerisinde 9 ml
ringer ¢ozeltisi bulunan steril cam siselere eklendi. Bu sekilde, her bir sediment
Ornegi i¢in hazirlanmis olan 10* sollisyonlar, sediment kolloidlerine tutunmus olan
mikroorganizma sporlarin1 ve misellerini ayirmak i¢in hafif sekilde alt-ilist edilerek
30 dakika galkalandi. Daha sonra bu 107 soliisyonlar vejetatif formlarm neden
olabilecegi kontaminasyonlar1 azaltmak i¢in, 55 °C’ ye ayarlanmis su banyosunda 20
dakika bekletildi. Her bir sediment Ornegi, vortex karistirict (Fisons Sientific
Appartus Ltd., Loughborough, Leicesteshire, England, UK) ile karistirilarak homojen
hale getirildi ve otomatik pipet (P1000: Axygen Inc, 33210 Central Avenue, Union
City, CA 94587 USA) ile aseptik sartlarda 1ml alinarak igerisinde 9 ml ringer
¢Ozeltisi bulunan steril cam tiiplere konuldu. Bu sekilde 102’1ik sediment sollisyonu
elde edildi. 10" ve 107 diliisyonlarnin her birinden otomatik pipet ile 0.2 ml alinan
sediment soliisyonlari, se¢ici izolasyon besiyerlerinin yiizeyine steril 6ze ile yayma
plak yontemi ile inokiile edildi (Waksman, 1927). Her bir diliisyon igin 3 plak
hazirlandi ve 28 °C’de 30 giin siireyle inkiibasyona birakildi.
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Cizelge 3.3. Toprak ve sediment 6rneklerinden secici izolasyon i¢in kullanilan besiyerleri

No Bazal medium Secici ajan
1 Basal’s mineral salts agar (Duangmal ve dig., (2005)  Nistatin (50pug/ml),
Safsu ile hazirlandu. Rifampisin (5pg/ml)
2 M3 agar (Rowbotham ve Cross., 1977) Nistatin (50pg/ml),
Saf su ile hazirlandi. Sikloheksimid (50pg/ml)
3 Nisasta-kazein agar (Kiister ve Williams, 1964) Nistatin (50pg/ml),
Saf su ile hazirlandi. Nalidiksik asit (10 pg/ml)
4 Non-sporulating agar (Sanglier ve dig., 1992) Nistatin (50pg/ml),
Deniz tuzlu hazirlandi Rifampisin (5pg/ml)
5 SML1 Stevenson’s agar (Tan ve dig., 2006) Nistatin (50pg/ml),
Saf su ile hazirland:. Nalidiksik asit (10 pg/ml)
Neomisin siilfat (10pg/ml)
6 SM2 Stevenson’s agar (Tan ve dig., 2006) Nistatin (50pug/ml),
Saf su ile hazirlandi. Nalidiksik sit (10 pg/ml)
Neomisin siilfat (10 pg/ml)
7 SM3 agar - Gauze’s agar (Tan ve dig., 2006) Deniz Nistatin (50pg/ml),
suyu, deniz tuzu ve saf su ile hazirland1. Rifampisin (5pg/ml)
8 Rafinoz-histidin agar (Vickers ve dig., 1984) Deniz Nistatin (50pug/ml),

tuzu ile hazirlandi.

Sikloheksimid (50pg/ml)

3.2.4 Aktinomisetlerin secimi ve saflastirilmasi

Seg¢ici izolasyon besiyerlerinde 28 °C’de 30 giin inkiibasyona birakilan izolasyon
plaklarindan olas1 aktinomiset suslari, koloni morfolojileri dikkate alinarak secildi.
Segilen koloniler, steril kiirdanlarla sikloheksimid (50 pg/ml) ilaveli malt ekstrakt-
yeast ekstrakt agar (ISP 2; Shirling ve Gottlieb, 1966) yiizeyine tek koloni elde

etmek amaci ile ¢izgi plak yontemiyle transfer edildi.

3.2.5 izolatlarin Kiiltiirlenmesi ve stoklanmasi

Lokalite ve besiyerine gorenumaralandirilarak saf kiiltiirleri yapilan izolatlar %

25’lik gliserol iceren steril vidali kapakl tiiplere stoklanip-20 °C’de saklandi.

55



3.2.6 Genomik DNA izolasyonu

Test organizmalarinin DNA izolasyonu, Pitcher ve dig. (1989) tarafindan tanimlanan
“Guanidin thiosiyanat DNA izolasyon” metodu ve DNA izolasyon Kkiti (Norgen,
USA ve CANADA) kullanilarak gerceklestirildi.

3.2.6.1 DNA izolasyonu icin hiicre pelletinin elde edilmesi

Saf kiiltiirler halinde gelistirilen test organizmalari aseptik kosullar altinda ayn1 bazal
ortamin sivisina inokiile edilerek¢alkalamali inkiibatorde (Excella, New Brunswick
Scientific Co, Inc, NJ) 28 °C’de 15 giin 180 devirde gelistirildi. Her bir sivi
kiltiirden steril otomatik pipetler ile 1 ml alinarak steril 1,5 ml’lik eppendorflara
transfer edildi ve 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek hiicre pelleti ¢oktiiriildii.
Coken hiicre pelletinin tstiinde kalan sivi faz uzaklastirildi. Bu islem yeterli hiicre
pelleti (yaklasik 300-400 ug) elde edilinceye kadar tekrarlandi. Daha sonra steril TE
tamponu ile 3 kez yikandi ve hiicre pelletleri DNA izolasyonuna kadar -20°C’de
tutuldu.

Uygulama:

1. -20 °C’de tutulan hiicre pelletleri buzlar1 ¢oziilene kadar oda sicakliginda
bekletildi. Hiicre pelleti iizerine 100 pul TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8) ilave edildi. Kiiltiir 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek bir
kez daha yikandi. Daha sonra tampon eppendorf tiipten otomatik pipet ile
uzaklastirildi.

2. 50 mg ml™ lizozim (Sigma) igeren TE tamponu -20 °C’den alinarak 100 pl
lizozim, kiiltiir iceren eppendorf tiipe transfer edildi. Otomatik pipet ile
homojenize edilerek 37 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi, 500 pl guanidin thiosiyanat karigima ilave edildi ve 37
°C’de 10 dk inkiibe edilerek liziz islemi gerceklestirildi ve 5 dk buzda
sogutuldu.

4. Lizata 250 pl 7,5 M amonyum asetat eklendi ve birkag defa tiip alt iist
edilerek 10 dk buzda sogutuldu.

5. Lizata 500 pl kloroform-izo-amil alkol (24:1 v/v) ilave edildi ve birka¢ defa
tiip altiist edilerek 13 000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Santrifiij sonrasi siipernatant otomatik pipet yardimi ile steril yeni bir
ependorf tiipe transfer edildi ve 540 pl soguk izo-propanol ilavesi ile
DNA’nin ¢okelmesini takiben 13 000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Izo-propanol dikkatli bir sekilde otomatik pipet ile uzaklastirildi. 100-150 pl
soguk % 70’lik etanol ilave edilerek 13 000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Bu
islem 2 defa tekrarlandi. iki kez alkol yikamasidan sonra alkol uzaklastirild
ve kapaklar agik birakilarak yaklasik 20 dk desikatore kurumaya birakildi.

90 ul TE tamponu DNA pelletine ilave edilerek 5 dk bekletildi.

10 ul RNAaz ilave edilerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda 20 pl
proteinaz K eklendi ve 37 °C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi.

10 ul 8 M LiCl, takiben tizerine 130 pl fenol-kloroform-izo-amil alkol ilave
edildi ve 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz steril
yeni ependorf tiiplere aktarildi.

Ayrica, 130 pl kloroform-izo-amil alkol (24:1 v/v) ilave edildi ve 13 000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras: iist faz steril yeni ependorf
tiiplere aktarildi.

Toplam hacmin 2.5 kati1 olacak sekilde izo-propanol ilave edildi ve tiipler
altiist edilerek 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Alkol, otomatik pipet ile
uzaklastirildi.

100 pl % 70°lik etanol ilave edilerek 13 000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve
alkol uzaklastirildi. Bu islem bir defa daha tekrarlandi.

DNA pelleti oda sicakliginda 20 dk beklenerek kurutuldu ve 30-50 pl ddH,O
ilave edilerek oda sicakliginda 15 dk siispanse edildi ve -20°C’de gereksinim
duyulana kadar stoklandi.

DNA’nin kontrolii i¢in %1’lik agaroz jelde (30 ml 1xTBE tampon, 0.3 g
agaroz) 100 voltta 30 dakika yiiriitildii ve UV transilliminator’de (Vilber
Lourmat, UV) kontrol edildi. Goriintiileme sisteminde (DNR Minilumi Bio

Imaging System) fotografland1 ve kaydedildi.
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Uygulama: DNA Izolasyon Kiti Ile,

1. Hicre pelletleri tizerine 100 pl TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pHS)
ilave edildi. Kiiltiir 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek bir kez yikandi.
Daha sonra tampon ependorf tiipten otomatik pipet ile uzaklagtirildi.

2. Hiicre pelletine 250 pl “Resuspension Solution” ilave edildi. Ependorflar
hafifce vortekslendi.

3. 12 ul 6nceden hazirlanan lizozim ¢6zeltisinden ilave edildi ve homojenize
edildi.

4. Hiicre slispansiyonuna 12 pl RNaz ilave edildi ve homojenize edildi.

5. Hiicre siispansiyonuna 250 pl “Lizis Solution” ve 12 pl Proteinaz K ilave
edildi.

6. Karisim pipetleme yapilarak homojenize edildi ve 37 °C’de 2 saat
inkiibasyona birakild1.

7. Lizata 500 pl “Binding Solution” ilave edildi ve vortekslendi.

8. Toplama tiipiiniin icerisine kolon tiipii koyularak tiim karisim kolon tiipline
aktarildi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonrasi1 toplama tiipiindeki sivi uzaklastirilarak kolon tiipii lizerine
500 pl “Wash Solution 17 ilave edildi. 1 dk 14000 rpm’de santrifiij edildi.

10. Toplama tiiptindeki s1v1 tekrardan uzaklastirildi, kolontiipiine “Wash Solution
2”500 pl ilave edilerek 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi.

11. Santrifiij sonras1 kolon tiipleri ependorflara aktarildi ve kolon tiipiiniin
tamortasina 200 pl “Elution Buffer” ilave edildi. 1 dakika 6000 rpm’de
santriflij edildi.

12. izole edilen DNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

3.2.6.2 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 goriinlir hale gelebilmesi i¢in % 1’lik agaroz jel igerisine floresan

ozellik gosteren etidyum bromiir (5 mg/ml) ilave edildi.

3.2.716S rRNA’min PZR amplifikasyonu

16S rRNA’nin polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0,2 m1’lik PZR tiiplerinde Termal
Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler, Korea)’da yapildi. Test
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organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA orneklerinin 16S rRNA genini
kodlayan DNA bdélgesinin amplifikasyonu igin evrensel iki primer (27f : 5’-AGA
GTT TGATCM TGG CTC AG-3’ ve 15251: 5’-AAG GAG GTG WTC CAR CC-3’;
Lane, 1991) kullanildi. PZR reaksiyonu i¢in hazirlanan biitiin stok soliisyonlar steril
ddH,0O ile hazirlandi. Stok soliisyonlar kontaminasyon riskine karsilik kiigiik
miktarlarda (25-100 pl) steril ependorf tiiplere boliindii kullanima kadar -20°C’de

saklandi.

Hazirhk:

1. Primer stoklar (10 uM)
27f (forward primer: 16S rDNA’nin baslangi¢ bdlgesine baglanan evrensel
primer, 5>-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3)
15251 (reverse primer: 16S rDNA’nin son bolgesine baglanan evrensel primer
5’-AAGGAGGTGWTCCARCC-3’)

2. GoTaq® Hot Start Colorless Master Mix

3. DNA (50-100 ng)

4. ddH.0
Uygulama:
PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan bir 6rnek ig¢in 50 pl 6lciideki bir reaksiyon
karigimi
GoTag® Hot Start Colorless Master Mix 25 pl
27f 0.5-5.0 pl
1525r 0.5-5.0 ul
DNA 1-5
ddH,0 21l

1. Reaksiyon karigimindan ayr1 olarak her bir 6rnek igin DNA 6rnekleri 1-5 pl
olacak sekilde steril 0,2 ml’lik PZR tiiplerinin igerisine transfer edildi. DNA
orneklerinin eklenen miktar1 toplam hacimden diisiiriildii.

2. Reaksiyon karigimi 1,5 ml’lik PZR tiiplerinde her bir 6rnek i¢in toplam hacim
50 ul olacak sekilde hazirlandi ve daha sonra 0,2 ml’lik PZR tiiplerine buz
tizerinde transfer edildi.

3. Transfer isleminden hemen sonra PZR reaksiyonu (MyGenie-96 Gradient
Thermal Cycler, Korea) Cizelge 3.4’deki sartlarda baglatildi.

4. 3 ul PZR iiriinii, %1°lik agaroz jelde kontrol edildi.
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Cizelge 3.4. 16S rRNA gen bolgesi PZR reaksiyon sartlar

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon | Baglanma Uzama Uzama
95°C 95°C 55°C 72 °C 72 °C 25°C
15 dk 1dk 1dk 3dk 10 dk 1dk
1 dongii 35 dongii 1 dongii

3.2.7.1 16S rRNA PZR iiriinlerinin saflastirilmasi ve dizi analizi

PZR iriinleri % 1,5’luk agaroz jelde (30 ml 1xTBE tampon, 0,45 g agaroz) PZR
DNA marker (Sigma, 50 bg) ile birlikte 100 voltta 30 dakika yiiriitilerek UV-
transilliiminator (Vilber Lourmat, UV) iizerinde kontrol edildikten sonra QIAquick
PZR piirifikasyon kiti (Qiagen, Valencia, USA) kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan
amplifikasyon iirlinleri 16S rRNA gen bolgesinin yaklagik uzunlugunun tamaminin
dizi analizi igin alt1 primer ile (Cizelge 3.5) ABI PRISM 3730XLGenetic Analyzer
(PE Applied Biosystems) otomatik dizi analizi cihazi kullanilarak dizileme islemi

Macrogen Inc.,Giiney Kore’de gergeklestirildi.

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

Primer | Dizi (5°-3) ggfj’gl:lz rrr:g (5-3") l%g;iiklﬁgﬁ Kaynak

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 8 27 20 Lane, 1991
800R TACCAGGGTATCTAATCC 800 782 |18 Chun, 1995
Mg3F | CTACGGGRSGCAGCAG 342 357 |16 Lane, 1991
Mg4F | AATTCCTGGTGTAGCGGT 675 692 |18 Chun, 1995
Mg5F | AAACTCAAAGGAATTGACGG 907 926 |20 Chun, 1995
Mg6F | GACGTCAAGTCATCATGCC 1190 1208 19 Chun, 1995

Lane (1991)’e gore: M, A:C; R, A:G; W, A:T
# Sayilar Escherichia coli'nin rrnB sistronundan (Genbank JO1695; Brosius ve dig., 1978) 16S
rRNA’nin gen dizisine karsilik gelir.

3.2.7.2 16S rRNA gen dizisi verilerinin analizi

ABI formatindaki kromatogram dosyalari Chromas versiyon 1.7.5 (C.McCarthy,
School of Health Sciences, Griffith University, Queensland, Australia) programi
kullanilarak birlestirildi. EzTaxon server (URL-13; Kim ve dig., 2012) kullanilarak
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izolatlarin en yakin akraba organizmalarla olan 16S rRNA niikleotit benzerligi
belirlendi. Filogenetik analizler icin MEGA 5.2 programi, hizalama iginde ayni
programin CLUSTAL W (Tamura ve dig., 2011) seg¢enegi kullanildi.

3.2.7.3 Filogenetik dendogramlarinolusturulmasi

16S rRNA sekans analizi filogenetik dendogramlari neighbour-joining (Saitou ve
Nei, 1987) algoritmasi kullanilarak olusturuldu. Neighbour-joining algoritmasi igin
evrimsel uzaklik matrisi olarak Jukes ve Cantor (1969) metodu izlenerek
gerceklestirildi. Filogenetik analizler i¢in PHYLIP paket programi kullanildi
(Felsenstein, 1993). Olusturulan filogenetik agaglarin  bootstrap analizleri
(Felsenstein, 1985) 1000 tekrarli olarak Mega 5.2 (Tamura ve dig., 2011) paket

programinda elde edildi.

3.2.8 DNA-DNA homolojisi

16S rRNA dizi analizlerine gore en yakin filogenetik komsusu ile niikleotit farklilig:
en fazla ve dizi farklilig1 % 3’den daha diisiik olan suslardan baslamak tizere yeni tiir
olma potansiyeli yiiksek izolatlarm DNA-DNA hibridizasyon deneyleri,
Almanya’nin Leibniz Institute DSMZ (German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures) firmasi tarafindan hizmet alimi yoluyla gerceklestirildi. DNA-DNA
hibridizasyon deneyleri i¢in Cashion ve dig. (1977) nin tanimladig1 gibi kromozomal
DNA Fransiz Basing Hiicresi kullanilarak izole edildi, hidroksiapatitte kromatografi
ile saflastirildi. DNA-DNA hibridizasyonu De Ley ve dig. (1970)’e gore 6x6 ¢oklu
hiicre degistiricisi kullanilarak Cary 100 Bio UV/VIS spektrofotometre ile kantitatif

olarak ol¢tldi.

3.2.9rpoB ve gyrB gen bolgelerinin PZR amplifikasyonu

Micromonospora cinsine ait olan 13 test izolati ve 16S rRNA gen bdlgesi dizi
analizine gore bu izolatlara en yakin tip tiirlerinden Genbankta 2 gen bolgesine ait
dizi verileri bulunmayan rpoB ig¢in 13 tip tirii ve gyrB i¢in 4 tip tiri DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) ve KCTC (Korean
Collection for Type Cultures) kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilerek rpoB ve gyrB
gen bolgeleri niikleotit dizileme ¢aligmalar1 yapildi. Dizi analizleri yapilan izolat ve

tip tiirlerinin listesi Cizelge 3.6 ve 3.7’°de verildi.
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Cizelge 3.6. rpoB gen bolgesi dizi analizi yapilan izolatlar ve tip tiirlerinin listesi

No: | izolatlar ve Tip Tiirlerinin Listesi
1 Micromonospora sp. DS3186 (KF776933)
2 Micromonospora sp. S2508B (KF776923)
3 Micromonospora sp. DS3003 (KF776931)
4 Micromonospora sp. S2509 (KF765485)
5 Micromonospora sp. S2518 (KF765486)
6 Micromonospora sp. S2510 (KF776930)
7 Micromonospora sp. S2911 (KF776925)
8 Micromonospora sp. S4803 (KF776929)
9 Micromonospora sp. S4605 (KF776928)
10 | Micromonospora sp. S2901 (KF776920)
11 | Micromonospora sp. S2904 (KF776924)
12 | Micromonospora sp. S3802 (KF776926)
13 | Micromonospora sp. DS3010 (KF818384)
14 | Micromonospora chaiyaphumensis KCTC 19332 (KF776934)
15 | Micromonospora equina DSM 45644 (KF776935)
16 | Micromonospora haikouensis DSM 45626 (KF776936)
17 | Micromonospora humi DSM 45647" (KF776937)
18 | Micromonospora krabiensis DSM 45344 (KF776946)
19 | Micromonospora marinaDSM 45555" (KF776938)
20 | Micromonospora maritima DSM 457827 (KF776939)
21 | Micromonospora tulbaghiae DSM 45489" (KF776940)
22 | Micromonospora wenchangensis DSM 457097 (KF776941)
23 | Micromonospora yangpuensis DSM 455777 (KF776942)
24 | Plantactinospora endophytica DSM 45387" (KF776943)
25 | Plantactinospora mayteni DSM 45238" (KF776944)
26 | Plantactinospora siamensis DSM 45559" (KF881893)
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Cizelge 3.7. gyrB gen bolgesi dizi analizi yapilan izolatlar ve tip tiirlerinin listesi

No: | Izolatlar ve Tip Tiirlerinin Listesi
1 Micromonospora sp. DS3186 (KF818376)
2 Micromonospora sp. S2508B (KF818377)
3 Micromonospora sp. DS3003 (KF818374)
4 Micromonospora sp. S2509 (KF818378)
5 Micromonospora sp. S2518 (KF818386)
6 Micromonospora sp. S2510 (KF818387)
7 Micromonospora sp. S2911 (KF818380)
8 Micromonospora sp. S4803 (KF818383)
9 Micromonospora sp. S4605 (KF818385)
10 | Micromonospora sp. S2901 (KF818379)
11 | Micromonospora sp. S2904 (KF881892)
12 | Micromonospora sp. S3802 (KF881890)
13 | Micromonospora sp. DS3010 (KF818375)
14 | Micromonospora equina DSM 45644" (KF881894)
15 | Plantactinospora endophytica DSM 45387" (KF881896)
16 | Plantactinospora mayteni DSM 45238" (KF881895)
17 | Plantactinospora siamensis DSM 45559 (KF881893)

3.2.9.1 rpoB ve gyrB gen bolgeleri PZR amplifikasyonu

rpoB ve gyrB gen bolgelerinin reaksiyon islemleri 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde
Thermal Block (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block, Korea)’da yapildi. 16 adet test
organizmasindan ve en yakin tip tiirlerinden izole edilmis ve varligi ile saflig1 kontrol
edilmis DNA o6rneklerinin gyrB ve rpoB gen bolgelerini kodlayan DNA bdlgesinin

amplifikasyonu i¢in Cizelge 3.8’de verilen primerler kullanildu.
Hazirhk:

1. Primer stoklar (20uM, Biotech)

2. 5-10 pl ddHO iginde ¢oziinmiis, yiiksek oranda saf genomik DNA (50-300ng)
3. Master mix GoTaq®Hot StartColorless (Promega, M714)

4. Steril ddH,0
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Cizelge 3.8. rpoB ve gyrB gen dizi analizi ¢aligmasinda amplifikasyon {iriinliniin elde
edilmesinde kullanilan primerler (Carro ve dig., 2012).

Primer Gen
kodu isimleri

Baglanma

Sekans dizisi (5°-3°) Lokasyon sicakhi

MYCOF | rpoB geni 5’- GGYAAGGTCACSCCSAAGGG -3’ 2573-2593 | 56°C

MYCOR | rpoB geni 5’- ARCGGCTGCTGGGTRATC -3’ 3319-3337 | 56°C
GYF1 gyrBlgeni | 5°- TCCGGYGGYCTGCACGGCGT -3’ 19-38 62°C
GYF3 gyrB2 geni | 5’- ACSGTCGACTTCGACTTCCA -3’ 220-239 54°C
GYR1B | gyrBlgeni | 5’- CGGAAGCCCTCYTCGTGSGT -3’ 548-567 62°C
GYR3B | gyrB2geni | 5’- CAGCACSAYCTTGTGGTA -3’ 1210-1226 | 54°C

Y=C:T;R=A:G;S=C: G

Uygulama:

1. Master mix ve primer sollisyonlart gereksinim duyuluncaya kadar -20°C’de
tutuldu.

2. PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan bir 6rnek i¢in 50 pl dlgiideki bir reaksiyon

karigima:

Master mix GoTaq®Hot StartColorless (Promega, M714)25 ul

Gen bolgesi i¢in uygun forward primer (20uM) 1l

Gen bolgesi i¢in uygun reverse primer (20uM) 1l
ddH,0 17 ul
DNA (50-300 ng) 1l
DMSO Sul
Toplam 50 ul

3. 0,2 mI’lik PZR tiiplerine 1 ul DNA ilave edildi.

4. Uzerine 17 pl ddH20 ilave edildi.

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

6. Her bir gen bolgesi i¢in uygun forward ve reverse primerlerden 1 pl PZR tiipiine
ilave edildi.

7.5 ul dimethyl sulfoxideDMSO ilave edildi ve her gen bolgesi i¢in uygun baglanma
sicakliklarinda PZR reaksiyonu (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block, Korea)
gerceklestirildi. PZR reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.9°da belirtildi.
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Cizelge 3.9. rpoBve gyrB gen bolgeleri PZR reaksiyon sartlar

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon | Baglanma Uzama Uzama

95°C 95°C 50-62 °C 72 °C 72 °C 25°C

9dk 1dk 1dk 2 dk 7 dk 1dk

1 dongii 35 dongii 1 dongii

3.2.9.2rpoB ve gyrB gen bolgeleri PZR amplifikasyonlarimin Kkontrolii

vesaflastirilmasi

Amplifikasyon triinleri % 1,5’lik agaroz jelde PZR markér (Biolabs, 1kb) ile birlikte
100 voltta 40 dakika yiiriitiilerek UV-transilliiminatorde (DNR, MiniLumi Bio-
Imaging Systems, Israel) kontrol edildi. UV-transilliiminatorde istenilen biiyiikliikte

bantlarin olustugu gozlendi ve goriintii kaydedildi.

3.2.9.3 rpoB ve gyrB gen bélgelerinin dizi analizi

rpoB ve gyrB gen bolgelerinin baz dizilimi, rpoB i¢in 2 oligoniikleotit primer, gyrB
icin ise 5 oligoniikleotit primer ile Macrogen firmasi tarafindan ABI 3730XL
(otomatik baz dizileme) cihazi ile okundu(Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. rpoBve gyrB gen bolgeleri baz dizileme analizinde kullanilan oligoniikleotit
primerler ve primerlerin niikleotit dizileri (Carro ve dig., 2012)

Primer kodu Sekans dizisi (5°-3°)

MYCOF 5’- GGYAAGGTCACSCCSAAGGG -3’
MYCOR 5’- ARCGGCTGCTGGGTRATC -3’
GYF1 5’- TCCGGYGGYCTGCACGGCGT - 3’
GYF3 5’- ACSGTCGACTTCGACTTCCA -3
GYR1B 5’- CGGAAGCCCTCYTCGTGSGT -3
GYR3B 5’- CAGCACSAYCTTGTGGTA -3’
GYF4 5’- ACCCACGAGGAGGGCTTCCG - 3’

Y=C:T;R=A:G;S=C: G
3.294 rpoB ve gyrB gen Dbolgelerine dayalh verilerin analizi ve

filogenetikdendogramlarin olusturulmasi

13 izolatin ve ilgili tip tiirlerinin gyrB ve rpoB gen bolgelerinin sekans analizi
tamamlandiktan sonra elde edilen dizi verisi ve veritabanlarina depozit edilen ilgili
tip tilirlerinin dizi verisi PHYDIT programi (URL-14) ile manuel olarak birlestirildi.

Filogenetik analizler icin MEGA 5.2 programi, hizalama i¢in ayni programin
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CLUSTAL W (Tamura ve dig., 2011) segenegi kullanildi. Filogenetik
dendogramlarin ¢izilmesinde Neighbour Joining (Saitou ve Nei, 1987) metodu ve
Jukes-Cantor filogenetik uzaklik matriksi kullanildi. Olusturulan filogenetik

agaclarin bootstrap analizleri (Felsenstein, 1985) 1000 tekrarli olarak gergeklestirildi.

3.2.10 3-amino-5-hydroksibenzoik asit (AHBA) gen bolgesinin dejenere

primerler ile cogaltilmasi

Test izolatlarnin AHBA gen bolgesi PZR amplifikasyonlar1 Cizelge 3.11°de verilen

ilgili primerler ile gergeklestirildi.

Hazirhk:

1. Primer stoklar (20uM, Biotech)

2. 5-10 pl ddH,0 i¢inde ¢6ziinmiis, yiikksek oranda saf genomik DNA (50-300ng)
3. Master mix Gotaq® Hot Start Colorless (Promega, M714)

4. Steril ddH,0

Cizelge 3.11. AHBA (3-Amino-5-hidroksibenzoik asit) gen bolgesi dizi analizi ¢alismasinda
amplifikasyon {irlinliniin elde edilmesinde kullanilan primerler

AHBAF 5’-TTC GAG CRSGAG TTC GC- 3’ Rateb ve dig., 2011

AHBAR 5’-GGAMCATSG CCATGT AG-3 Rateb ve dig., 2011

M=A:C,R=A:G;S,=C: G
Uygulama:
1. Master mix ve primer soliisyonlart gereksinim duyuluncaya kadar -20°C’de
tutuldu.
2. PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan bir 6rnek i¢in 50 pl dlgiideki bir reaksiyon
karigimi:

Master mix Gotaq® Hot Start Colorless (Promega, M714)25 ul

Gen bolgesi i¢in uygun forward primer (20 uM) 1 pl

Gen bolgesi i¢in uygun reverse primer (20 uM) 1 pl

ddH,O 17 wl

DNA (50-300 ng) 1 ul

DMSO Sul
Toplam 50 ul

3. 0,2 mI’lik PZR tiiplerine 1 ul DNA ilave edildi.
4. Uzerine 17 pl ddH20 ilave edildi.
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5. Her bir reaksiyon tiipiine 25 pl master mix ilave edildi.

6. Gen bolgesi icin uygun forward ve reverse primerlerden 1 pl PZR tiipiine ilave
edildi.

7. 5 ul DMSO ilave edildi ve her gen bolgesi i¢in uygun baglanma sicakliklarinda
PZR reaksiyonu (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block, Korea) gerceklestirildi. PZR

reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.12. AHBA (3-Amino-5-hidroksibenzoik asit) gen bolgesi PZR reaksiyon sartlari

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon | Baglanma Uzama Uzama
98 °C 95 °C 52°C 72 °C 72 °C 4°C
5dk 30sn 1dk 40sn 7 dk Sonsuz
1 dongii 30 dongii 1 dongi

3.2.11 Kemotaksonomik analizler

3.2.11.1 Diaminopimelik asit (DAP) izomerlerinin belirlenmesi

Izolatlarin diaminopimelik asit varligmin belirlenmesi ve izomerlerin (LL-, mezo- ve
hidroksi-) karakterizasyonu Becker ve dig. (1965) tarafindan tanimlanan ve Staneck
ve Roberts (1974) tarafindan modifiye edilen tiim-hiicre hidrolizatlarinin ince-tabaka
kromatografisi metodu kullanilarak belirlendi.

Liyofilize hiicre ornegi her biri ~50 mg olacak sekilde, otoklava dayanikli
vidali kapakli cam tiiplere transfer edildi. Ornekler iizerine 1 ml 6N HCI ilave
edildikten sonra kapaklari kapatilarak hidroliz i¢in 100 °C’de 18 saat tutuldu.
Hidrolizatlar oda sicakliginda sogutulduktan sonra 6000 rpm’de 4 dk santrifiijlendi
ve siipernatant yeni bir vidali kapakli cam tiipe transfer edildi. Siipernatantin
bulundugu cam tiipler agz1 acik olacak sekilde 120 °C’ye ayarl inkiibatore kondu ve
ortalama 2-3 saat tutularak sivi kalmayincaya kadar kurutuldu. Kurumus hidrolizatlar
Iml steril saf suda ¢oziildii ve 100°C’ye ayarli inkiibatérde tekrar kurutuldu.
Kurumus hidrolizatlar 200 pl steril ddH>O ile ¢oziilerek otomatik pipet ile eppendorf
tiplere transfer edildi. 20x20 cm seliiloz ince-tabaka (Chromatogram-Eastman
Kodak No. 13255) iizerine ¢oziilmiis 6rnekler 3 ul olacak sekilde inokiile edildi.
Ince-tabaka metanol (J.T. Baker): ddH,O: 10N HCI: pyridine (Merck) (80: 26,25:
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3,75: 10 v/v)’den olusan ¢o6ziicii i¢erisine konuldu. Coziicii, tabakanin tist kisminda 1
cm kalana kadar yiikseldikten sonra (2-2,5 saat) tabaka ¢oziicii igerisinden alindi.
Coziicl icerisinden alinan ince-tabaka ¢eker ocakta 15 dk kurutuldu. Spotlar aseton
icerisinde ¢Oziinmiis ninhidrin (% 0,2 w/v) ile spreylendi ve 100 °C’de 5 dk

kurutularak gozlenebilir hale getirildi ve fotograflandi.

3.2.11.2 Tiim hiicre seker analizi

Yaklasik 50 mg kuru hiicre 2 ml’lik viallere eklendi, 1,5 ml IN H,SO,4’de 100 °C’de
3 saat hidroliz edildi. Hidrolizat doygun Ba(OH); ile pH 5-5,5’¢ ayarlandiktan sonra,
6000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust faz dikkatli bir sekilde ayri bir tiipe
alindiktan sonra sivi tamamen uzaklasincaya kadar buharlastirildi. Kalinti 0,1 ml
ddH,0 ve 0,25 ml piridinde ¢oziildii ve her bir 6rnek 60-F254 silica gel (Merck)TLC
plakalarina 5’er pl olacak sekilde standart karisimlar ile birlikte yiiklendi. Plaka
iyice kuruduktan sonra n-butanol:H,O:pyridine:toluene (10:6:6:1, v/v) yiiritici
fazinda ortalama 4 saat yiiriitiildii. TLC plaka daha sonra 30 dk kurutuldu. lyice
kurutulduktan sonra aniline-phthalate ayiraci ile spreylendi ve 100 °C’de 4 dk
kurutuldu. Izolatlarin seker tipleri belirlenirken aktinomisetlerde varligi bilinen 7
temel seker standart olarak kullanildi. Bu sekerler ilk grupta galaktoz, arabinoz ve
ksiloz, ikinci grupta ise glikoz, mannoz, riboz ve ramnoz olacak sekilde TLC
tabakaya yiiklendi. Altt karbonlu sekerler, kahve ve koyukahve tonlarinda, bes
karbonlu sekerler ise kizil tonlarinda belirginlesti. Ayni standart sartlarda yiiklenen
seker hidrolizati ve standart sekerler yiirlitme isleminden sonra hizalanarak seker

tipleri belirlendi.

3.2.11.3 Yag asiti analizi

Test organizmalarinin hiicre duvar yag asiti metil esterlerinin (FAME) izolasyonunu
takiben FAME analizleri [MIDI Microbial Identification System) (Microbial ID, Inc.
Newark, DE. USA] sistemini kullanan G2614A otosampler ve 6783 enjektori ile
donanimli Agilent Technologies 6890N gaz kromotografisi (GC) ile Anadolu
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
gerceklestirildi.

Test organizmalarinin yag asidi profillerinin belirlenmesi i¢in iiretici firmanin
tavsiye ettigi sekilde Actinomycete Library Culture Technique [Microbial
Identification System, Microbial ID (MIDI), Inc., Newark, DE, USA] kullanildi. Bu
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amagla, tip tiiri ve test izolatlarmin saf kiiltiirleri Tripticase soy agar (TSA, Merck)
tizerinde c¢izgi ekimi yapilarak gelistirildi ve 1 6ze dolusu kiiltiir, 20 ml Tripticase
Soy Broth (TSB, BBL) besi ortamina aktarilarak 150 rpm’de 72 saat siire ile 28
°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 alinan 5 ml starter kiiltiir 50 ml TSB igine
astlanarak 150 rpm’de 28 °C’de 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 yas hiicreler
filtrasyon (selliilloz filtre, 0.45 um c¢apl) ile toplanarak yaklagik 250 mg yas hiicre
kiitlesi vidali teflon kapakh tiiplere aktarildi ve 4 basamakl iglem ile yag asiti metil
esterleri (FAME) ekstrakte edildi.

Saponifikasyon: 1 ml metanol ortaminda baz [45 g sodyum hidroksit (ACS
sertifikali), 150 ml etanol (HPLC grade) ve 150 ml deiyonize distile su] ekleyerek
vortekslendi ve kaynar 95-100 °C’lik su banyosunda 30 dakika bekletildi. Bu
asamada sicaklik ile beraber metanol ortamindaki yiiksek derisimli bazin, hiicreleri
parcalayarak yag asitlerini lipitlerden ayirmasi saglandi.

Metilasyon: 2 ml metilasyon reagenti [325 ml 6N HCI ve 275 ml metanol (HPLC
kalite grade)] eklenerek vortekslendi ve 80 °C’lik su banyosunda 10 dakika tutuldu.
Bu islem, sodyum tuzu halindeki yag asitlerini Gaz Kromatografisi GC analizinde
yag asitlerinin uguculugunu arttirmak i¢in metil esterlerine doniistiirdii.
Ekstraksiyon: 1,25 ml ekstraksiyon ¢ozeltisinden [200 ml hekzan (HPLC kalite
grade) ve 200 ml metil tert-biitil eter (HPLC kalite grade)] ilave edildi. 10 dakika tiip
calkalayici ile calkalandi. Temiz bir pastor pipeti ile sulu alt faz hekzan tabakasinda
bulastirilmadan alindi. Yag asidi metil esterleri, asidik sulu fazdan ayrildi ve sivi-sivi
ekstraksiyonuyla organik faza transfer edildi.

Baz yikama: Serbest yag asitlerini ve organik ekstraktaki kalinti ajanlari
uzaklastirmak igin 3 ml seyreltik bir baz ¢ozeltisi [10,8 g sodyum hidroksit (ACS
sertifikal) ve 900 ml deiyonize distile su] eklendi. 5 dakika rotator ile galkalandi.
Emiilsiyon olusumunun ardindan 1 ka¢ damla doymus tuz ¢6zeltisinden damlatildi.
Temiz bir pastor pipeti yardimi ile iistteki organik fazin yaklasik 2/3’i temiz bir GC
sisesine aktarildi.

FAME analizleri MIDI (Microbial Identification System) (Microbial ID, Inc.
Newark, Del.) sistemini kullanan G2614A otosampler ve 6783 enjektorii ile
donanimli Agilent Technologies 6890N gaz kromatografisi ile kromatografi
sartlarinin tiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde ACTIN-1 3.80 kiitiiphanesine uygun
olarak ayarlanmasiyla gerceklestirilmisti. FAME pikleri MIDI Microbial
Identification System, software version ACTIN-1 3.80 ile analiz edildi.
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3.2.11.4 Polar lipitlerin belirlenmesi

Izolatlarin polar lipit analizleri Almanya’nin Leibniz Institute (DSMZ; German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures) firmasi tarafindan hizmet alimi
yoluyla gergeklestirildi. Polar lipid analizleri Minnikin ve dig. (1984)’nin tanimladig:
metoda gore gergeklestirildi. Bu yonteme gore, 15 ml teflon kapl vidali kapakli
tiiplere ortalama 100 mg kuru hiicre eklenerek 3 ml MeOH/% 0,3 NaCl (100/10) ve 3
ml petrol eteri ilave edildi, tiip karistiricida 30 dk karistirildi ve 1500 rpm’de 10 dk
santrifiijlendi. Ust faz ayr1 bir tiipe ayrildi ve alt faza ayn1 islem bir defa daha yapildi.
Hidrolizat sicak su banyosunda 5 dk kaynatildi ve sicaklik oda sicakligina gelinceye
kadar sogutuldu. Daha sonra 2,3 ml CHCIl3/MeOH/% 0,3 NaCl (90/100/30 v/v) ilave
edildi ve karistiricida 1 saat karistirildi. Santrifiij isleminin ardindan {ist faz yeni bir
vidali kapakli tiipe alindi ve tekrar 0,75 ml CHCIl3/MeOH/ % 0,3 NaCl (50/100/40
v/v) eklendi, 30 dk karistirildi. Santrifiij sonras iist faz ayn1 tiipe alindi ve ekstrakta
1,3 ml CHCl3, 1,3 ml % 0.3 NaCl eklendi ve iyice karigtirildi. Santrifiij sonrasi alt
faz temiz bir viale alindi ve azot gazi ile buharlagtirildi. 100 pl CHCl3:MeOH (2:1
v/v)’de ¢ozildi ve her bir drnekten 10 pl alinarak Merck 60-F254 silica gel TLC
plakalarma vyiiklendi. Iki boyutlu yapilacak yiiriitme isleminde ilk yiiriitmede
CHCI3/MeOH/ddH,0 (65/25/4), ikinci yiiriitmede CHCls/Asetik asit‘MeOH/ddH,0
(80/15/12/4 v/v) yiiriitiicii faz olarak kullanildi. Tiim lipitlerin belirlenmesi i¢in %
10’luk molibdofosforik asit ile sprey isleminden sonra 140 °C’de 10 dakika
kurutuldu. Boylece TLC plakalar tizerindeki lipitler belirlendi.

3.2.11.5 Menakinonlari belirlenmesi

Organizmalarin menakinonlarinin  belirlenmesi Almanya’nin Leibniz Institute
(DSMZ; German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) firmasi tarafindan
hizmet alimi yoluyla gerceklestirildi. Collins ve dig. (1977) tanimladig:1 ve Tamaoka
ve dig. (1983)’nin modifiye ederek gelistirdikleri metoda gére menakinonlar
belirlendi. Yaklasik 100 mg liyofilize hiicre 20 ml kloroform/metanol (2:1) ile 1-2
saat manyetik karistiricida  kanistirildi, 0,45pum’lik  filtreden gecirildi, rotary
evaporator’de (<37°C) buharlastirildi ve 200 pl asetonda ¢oziildii. Kiesel Gel 60
F254 (Merck) TLC plakaya yiiklenen saf menakinonlar benzende yliriitiildii ve 254
nm UV’de kontrol edildi. Menaquinone (Sigma) standartinin hizasindaki bant

plakadan kazinarak temiz bir tlipe alind1 ve tekrar 200 pl asetonda ¢oziildii ve
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Dionex - UltiMate 3000 HPLC cihazinda analiz edildi. HPLC’de mobil faz olarak
metanol-isopropyl ether (3:1, v/v) dakikada 1 ml akis hiz1 ve 30 °C olacak sekilde
yiiriitiildii, 270 nm UV’de analiz edildi.

3.2.12 Niimerik taksonomi

Gliserol stoklarda (% 25 w/v) -20 °C’de depolanmis olan, 16S rRNA gen dizi
analizine gore yeni tiir olma olasiligi bulunan test izolatlar1 ve bunlarin benzer
oldugu en yakin tip tiirleri sikloheksimid (50 ug/ml) ilave edilmis yeast ekstrakt-malt
ekstrakt agar (ISP2; Shirling ve Gottlieb, 1966) iizerine transfer edildi ve 28 °C’de
14 giin siireyle inkiibasyona birakilarak niimerik siniflandirmada uygulanacak testler
icin hazir hale getirildi.

16S rRNA gen dizi analizine gore yeni tiir olma olasilig1 bulunan tiirlerin ve en
yakin tip tiirlerinin fenotipik karakterlerinin belirlenmesi i¢in, temel hidroliz testleri
ile karbon ve azot kaynaklarin1 kullanabilme, belirli maddeleri degrade edebilme,
NaCl, sicaklik ve pH toleransi gibi bazi fizyolojik testler uygulandi.

Test izolatlar1 ve 16S rRNA gen dizi analizine gore en yliksek benzerlik
gosterdigi tip tiirleri niimerik taksonomik calismalar dikkate alinarak 85 birim
karaktere gore arastirildi. Niumerik taksonomik c¢alismada kullanilan birim
karakterler Cizelge 3.13’de verilmistir.

Test organizmalariin inokiilasyonu, kiiltlir ortamina ayni anda 19 organizma
inokiile edebilen Multipoint Inokiilatér (Order Code SCAN 400, Mast Group Ltd.,
Merseyside, UK) kullanilarak yapildi. Inokiilasyon dncesi uygulanacak testler icin
uygun bazal kiiltiir ortamlar1 hazirlandi. Her bir test susu i¢in, agz1 kapakli kiigiik
cam siselere 2 ml Ringer ¢6zeltisi ilave edildi ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril hale getirildi. Yeast ekstrakt-malt ekstrakt agar (ISP2; Shirling ve Gottlieb,
1966) plaklarda gelisen test suslarinin spor ve substrat miselleri steril 6ze yardimiyla
etiketlenmis siselere aseptik olarak transfer edildi. Daha sonra, vorteks ile
karigtirilarak homojenize edilen bakteri soliisyonlar1, steril kabin (Pbi, Miniflo
International, Milano-Italy) icerisinde Multipoint inokiilatoriin tablasina transfer

edilerek test plagina inokiilasyonlar1 gerceklestirildi.
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Cizelge 3.13. Niimerik taksonomik ¢alismada kullanilan birim karakterler

A. Besinsel Testler B. Degredasyon Testi (%, wiv)
Temel Karbon ve Enerji Kaynaklari (%, w/v) Temel Azot ve Enerji Kaynaklar: (%, wiv)
Adonitol 1,0 Laktoz 1,0 Alfa-iso-16sin 0,1 Kazein (% 1)
D - arabinoz 1,0 L-glutamik asit 1,0 Glisin 0,1 Nisasta (% 1)
D - sellobioz 1,0 Maltoz 1,0 L-alanin 0,1 Tween 40 (% 1)
D - fruktoz 1,0 Sukroz (Sakkaroz) 1,0 L-arjinin 0,1 Tween 80 (% 1)
D - sorbitol 1,0 Ksilitol 1,0 L-sistein 0,1 Ksantin (% 0,4)
D - galaktoz 1,0 Ksiloz 1,0 L-histidin 0,1 Adenin (% 0,5)
D - mannoz 1,0 Siiksinik asit 0,1 L-hidroksiprolin 0,1 Ksilen (% 0,4)
D-mannitol 1,0 L-arabinoz 1,0 L-methionin 0,1 Jelatin (% 0,4)
Dekstrin 1,0 Inulin 1,0 L-fenilalanin 0,1 Guanin (% 0,05)
Dekstran 1,0 L- sorboz 1,0 L-prolin 0,1 Hipoksantin (%0,4)
Myo-inositol 1,0 L-ramnoz 1,0 L-serin 0,1 D. Fizyolojik Testler
pH: 4,5,6,6.5,7,75,8,85,9, 10,11, 12
D-riboz 1,0 L-threonin 0,1
Sicakhik: 4 °C, 10 °C, 20 °C, 28 °C, 37 °C, 40 °C,
L-valin 0,1 45 °C, 50 °C, 55 °C
C. Biyokimyasal Testler % w/v B
L-asparajin 0,1 NaCl Toleransi ( % NaCl)
Arbutin 1,0 Ure 0,2 %0,%1,%2 %3,%4,%5,%6,%7,%8,%9,
L-tirozin 0,1 % 10 NaCl
Allantoin 0,5 Nitrat 0,1
Aesculin 1,0
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3.2.12.1 Biyokimyasal testler

Test izolatlar1 ve 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin olan tip tiirlerine
biyokimyasal test olarak aesculin, allantoin, arbutin ve iire hidrolizi ile nitrat

rediiksiyonu olmak tizere toplam 5 test uygulandi.
Aesculin hidrolizi

Aesculin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan ve %
0,5 (w/v) konsantrasyonlarinda aesculin ilave edilerek hazirlanan bazal besiyeri
kullanilarak belirlendi. Bu amagla 5 ml’lik deney tiiplerinin her birine aesculin ilaveli
basal besiyerlerinden 2’ser ml konuldu ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
hale getirildi. Otoklavdan ¢ikan tiipler egik bir konuma getirilerek yatik agarlar
olusturuldu. Negatif kontrol olarak aesculinigermeyen tiipler hazirlandi. Steril 6ze ile
inokiilasyonu yapilan tiipler, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda, her inokiilasyonu yapilan tiip negatif kontrol ortamiyla karsilastirilarak
degerlendirme yapildi. Negatif kontrolden farkli olarak koyu kahverengi/siyah renk
olusumu pozitif (+) sonug olarak kaydedildi.

Aesculin, Sapindaceaefamilyasinin iyelerinden Aesculus hippocastanum
bitkisinden elde edilen kimyasal formiili CisH1609 ve molekiil agirligir 340,282
g/mol olan bir glikozittir. Hidrolaz enziminin eskiilini katalizlenmesiyle agiga ¢ikan
6,7-dihydroxycoumarin besiyerindeki demir iyonlariyla kompleks olusturarak

kahverengi/siyah renk olusumuna neden olur.
Allantoin hidrolizi

Allantoin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Bu amagla, 5 mI’lik deney tiiplerinin her birine 2’ser
ml % 1 (w/v) konsantrasyonlarinda allantoin ilave edilen bazal ortamlar konularak
hazirlandi ve tiipler 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi.
Otoklavdan ¢ikan steril tiipler egik konuma getirilerek yatik agar hazirlandi. Steril
0ze ile inokiilasyonu yapilan tiipler, 28°C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. Negatif
kontrol olarak allantoin igermeyen tiipler hazirlandi. Inkiibasyon sonrasinda, negatif
kontrol ortamiyla karsilastirilarak degerlendirme yapildi. Negatif kontrollerden farkl
olarak koyu pembe renk olusumu pozitif (+) sonug olarak kaydedildi.

Kimyasal formiilii C4HgN403 olan allantoin ayni1 zamanda 5-ureidohydantoin

veya glyoxyldiureide olarakta adlandirilir. Aktif enzim {iretimi indikator vasitasiyla
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belirlenen bir alkalin reaksiyonuna neden olur. indikatdr olarak, reaksiyon sonunda
koyu pembe renk degisikligi gosteren fenol red kullanilmistir. Allantoin testinin
pozitif sonucu, iki hidrolitik enzimin varligimi gosterir. Bu enzimlerden biri,
allantoini allantoik asite ¢evirirken, diger enzim allantoik asidi iire ve glikooksalata

doniistiirir.
Arbutin hidrolizi

Arbutin hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tanimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Bu amagla, bazal ortam % 05 (w/v)
konsantrasyonlarinda Arbutin ilave edilerek hazirlandi. 5 mI’lik deney tiiplerinin her
birine 2’ser ml arbutin ilaveli bazal ortam konularak, 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril hale getirildi. Otoklavdan c¢ikan steril tiipler egik konuma
getirilerek yatik agar hazirlandi. Negatif kontrol olarak arbutin igermeyen tiipler
hazirlandi. Steril 6ze ile inokiilasyonu yapilan tiipler, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, mikroorganizma inokiilasyonu yapilmis tiipler
negatif Kontrol ortamlariyla karsilagtirilarak degerlendirme yapildi. Negatif
kontrollerden farkli olarak koyu kahverengi/siyah renk olusumu pozitif (+) sonug
olarak kaydedildi.

Arbutin hidrolizinde, arbutinin bir hidrolaz enzimi tarafindan katalizlenmesi
sonucunda agiga cikan hydroxyquinone besiyeri ortamindaki demir iyonlari ile

kompleks olusturarak kahverengi/siyah renk olusumunu gerceklestirir.
Ure hidrolizi

Ure hidrolizi, Korn-Wendisch ve Kutzner (1992) tarafindan tamimlanan bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Ure hari¢ tiim ortam icerikleri tartilarak 900 ml saf
suyla hazirlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi. % 0,2 (w/v)
konsantrasyonunda {ire hazirlanip, ayr1 bir sekilde 100 ml saf su igerisinde ¢oziildii
ve filtrasyon teknigi ile steril edildi. Daha sonra, otoklavda steril edilmis bazal ortam
igerisine aseptik kosullarda ilave edilerek karistirildi. Besiyeri, 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril hale getirilmis 5 mI’lik steril tiiplerin her birine 2’ser ml olacak
sekilde aseptik kosullarda transfer edildi ve tiipler egik konuma getirilerek yatik agar
hazirlandi. Negatif kontrol olarak iire igermeyen tiipler hazirlandi. Steril 6ze ile
inokiilasyonu yapilan tiipler, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonrasinda, mikroorganizma inokiilasyonu yapilmis tlipler negatif kontrol ortamiyla
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karsilagtirilarak ~ degerlendirme yapildi. Negatif kontrollerden farkli olarak
sart/turuncudan parlak pembe/kirmizi renk degisimi gozlenmesi pozitif (+) sonug
olarak kaydedildi.

Ure hidrolizi, iireaz enzimiyle iireden amonyum ve karbondioksitin agiga
cikmasiyla gergeklesir. indikator olarak, sari/turuncudan parlak pembe/kirmizi renk

degisimini gosteren fenol red kullanilmgtir.
Nitrat rediiksiyonu

Nitrat ( % 0,1, w/v) rediiksiyonu, Goodfellow (1996) tarafindan tanimlanmis bazal
besiyeri kullanilarak belirlendi. Bu amagla, 5 ml’lik tiiplerin her birine 2’ser ml
besiyeri konularak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi. Steril 6ze
ile inokiilasyonu yapildiktan sonra 28°C’de 14 giin inkiibasyona birakildi. Negatif
kontrol olarak mikroorganizma inokiilasyonu yapilmamis tiipler hazirlandi.
Inkiibasyon sonrasinda tiiplere esit miktarlarda nitrat rediiksiyon ayiraglarindan (A ve
B soliisyonlari; Goodfellow, 1996) ilave edildi. Siilfanilik asit, nitrit ile reaksiyona
girerek diazonyum tuzunu olusturur, naftilamin varliginda pembe-kirmiz1 (koyu
kirmizi: stabil red azo) renk olusur. Renginde bu sekilde degisiklik gdsteren tiipler
nitrat rediiksiyonu i¢in pozitif (+) sonug¢ olarak degerlendirilir. Renk degisiminin
meydana gelmemesi iki sonugtan birinin gostergesidir:

1. Ya nitratin, nitrit asamasindan daha asag1 kademede indirgendigini gosterir.

Yani; Azot gazina kadar indirgendigini gosterir.

NO'; (Nitrat) — NO, (Nitrit) — N, (Nitrojen)

2. Ya da nitratin indirgenmedigini gosterir.

Bu nedenle, renk degisimi olmayan tiiplere az miktarda Cinko iyonlarini

(Zn+2) iceren nitrat rediiktaz enzimiyle ayni reaksiyonu katalizleyen ¢inko tozu
eklendi. Boylece eger ortamda nitrat kalmigsa ¢inko tozu ilavesiyle nitrite gevrilecek,
karakteristik kirmizi renk olusumu gozlenecektir. Bu sekilde gozlenen test tiipleri
negatif sonug olarak kaydedildi. Bununla birlikte, ¢inko tozunun ilavesiyle herhangi
bir renk degisimi gdézlenmedigi durumda nitratin nitrojen gazina indirgendigini

gosterir ve bu reaksiyonlarda pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.12.2 Degredasyon testleri

Adenin (%0,5 w/v), kazein (%1,0 w/v), hipoksantin (%0,4 w/v), guanin (%0,005
w/v), nisasta (%21,0 w/v), ksilen (%0,4, w/v), ksantin (%0,4 w/v) ve jelatin
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(%0,4w/v) degredasyonu Williams ve dig. (1983) tarafindan tanimlanmis metotlar
kullanilarak belirlendi. Bu degredasyon testleri i¢in, bazal ortam olarak Bennett’s
agar (Jones, 1949) kullanildi. Tween 40 ve Tween 80 (Polysorbate-80; %1 wi/v)
degredasyonu, Nash ve Krent (1991) tarafindan tanimlanan pepton agar bazal ortami
kullanilarak degerlendirildi. Nisasta hari¢ diger maddeler tindalizasyon ile steril
edildikten sonra steril bazal ortama katildi ve petrilere dokiildi. Test suslarinin
inokiilasyonu, kiiltiir ortamina ayn1 anda 19 organizma inokiile edebilen Multipoint
inokulator (Order Code SCAN 400, Mast Group Ltd., Merseyside, UK) kullanilarak
yapildi. Test suglarinin inokiilasyon islemi, 12’serli gruplar olusturularak saglandi.

Adenin, hipoksantin, ksilen, guanin, ksantin ve kazein degredasyonu igin
inokiilasyonlu petriler 28 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun 3. 7. 14 ve 21.
giinlerinde petriler kontrol edilerek okundu ve her bir test susunun besiyeri ortaminda
olusturdugu koloniler etrafinda veya petri plagin alt kismindan bakildiginda agik bir
zon olusmussa pozitif (+), olusmamigsa negatif (-) sonug¢ olarak degerlendirildi.
Koloni etrafinda veya altinda agik zon olugmasi o test susunun o maddeyi degrade
edebilme Ozelligi oldugunu gosterir. Adenin degredasyonunun degerlendirilmesi
inkiibasyonun 7. giliniinde, guanin ve ksantin degredasyonunun degerlendirilmesi
inkiibasyonun 30. giiniinde yapildi.

Nisasta degredasyonu testinde bazal ortam olarak Bennett's agar (Jones, 1949)
kullanildi. Nisasta (Starch,%1 w/v), 50 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra bazal
ortam igerigine katild1 ve besiyeri otoklavlanarak steril edildi. Inokiilasyon sonras1 28
°C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda Lugol’s iodin eriyigi petri
yiizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde dokiilerek nisasta degredasyonu
degerlendirilmesi yapildi (Cowan ve Steel, 1974). Nisasta, a-1,4 bagl diiz zincirli
amiloz ve hem a-1,4 hemde a-1,6 bagl dallanmig amilopektin olmak iizere iki farkli
yapisal seklide olan a-D-glucopyranose alt iinitelerinden meydana gelmis bir
polisakkarittir. a- ve - amilaz enzimlerinin her ikisi de bu polisakkariti degrede
edebilmektedir. Nisasta degredasyonu degerlendirilmesinde ortama dokiilen iodin
ortamda nisasta varsa nisastayla birlesip koyu mavi bir kompleks olusturur. Nisasta
molekiilleri amilaz enzimleri ile oligosakkarit ve diger basit sekerlere
parcalandiginda ise meydana gelen bu kiigiik molekiiller iodinle kompleks
olusturamaz. Bu nedenle oligosakkarit ve diger basit sekerlerin ortamdan varliklar
biiyiime alani etrafindaki acik zon olarak belirlenmekte ve degerlendirme sirasinda

bu durum pozitif (+) olarak kaydedildi.
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Tween 40 ve 80 (Polysorbate-80: %1, w/v) degredasyonu, Nash ve Krent
(1991) tarafindan tanimlanan pepton agar bazal ortami kullanilarak degerlendirildi.
Tween 40 ve 80 (Polysorbate-80:% 1,w/v) tindalizasyon ile steril edildikten sonra
steril bazal ortama katild1 ve petrilere dokiildii. Inokiilasyonlu plaklar, 28 °C’de
inkiibe edildi ve degerlendirme inkiibasyonun 3. 7 ve 14. giiniinde yapildi. Tween
sorbitoliin polioksialkilen tiirevinin suda ¢oziinebilir, yliksek molekiiler agirliga sahip
yag asidi esterlerinin homolog serilerindendir ve spesifik esterazlarin Tween’deki
ester baglarii hidrolize ederek serbest yag asitlerinin agiga ¢ikmasina neden olur.
Yag asitleri de ortamda bulunan kalsiyum iyonlar1 ile birleserek karakteristik beyaz
kristaller olarak ¢okelerek, ¢oziinmeyen kalsiyum tuzlarimi olustururlar.
Coziinemeyen kalsiyum tuzu kristalleri koloniler etrafinda opak bir halka
olusturdugunda pozitif (+) sonug olarak degerlendirilir.

Jelatin (% 0.4 w/v) degredasyonu testinde, bazal ortam olarak Bennett’s Agar
(Jones, 1949) kullanildi. % 0.4(w/v) konsantrasyonunda hazirlanan jelatin
tindalizasyon ile steril edildikten sonra steril bazal ortam icerigine katildi ve besiyeri
aseptik olarak petrilere dokiildii. Inokiilasyon sonrasi, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona
birakildi. Degerlendirme Oncesi, besiyeri ortam yiizeyine ince bir tabaka olusacak
sekilde trikloroasetik asit soliisyonu (TCA, %0.3w/v) dokiildii. TCA giiglii bir asit
oldugundan, ortamda bulunan hayvansal protein olan jelatinin ¢okelmesi ile
sonuclanan doniisiimsiiz denatiirasyona neden olur. Koloniler etrafinda acik zon

olusumu pozitif (+) olarak degerlendirildi.

3.2.12.3 Besinsel testler
Temel karbon kaynaklarinda gelisme

Test suglari, gelisme ve enerji gereksinimleri i¢in 23 farkli karbon kaynagim
(Cizelge 3.13) kullanabilme kabiliyetleri bakimindan test edildi. Karbon
kaynaklarinda gelisme testi i¢in, basal ortam olarak ISP 9 besiyeri kullanild1 (ISP 9;
Shirling ve Gottlieb, 1966). Uygun miktarlardaki her bir karbon kaynagi, basal
ortamina aseptik kosullarda ilave edildi. Negatif kontrol olarak sadece bazal ortam,
pozitif kontrol olarak da glikoz (% 1.0 w/v) ilave edilmis basal ortamlar kullanildi.
Inokiilasyon iki kontrol ortamina da yapildi. Biitiin plaklara test inokiilasyonu, 12
igneli multipoint inokiilatér araciligiyla yapildi. Inokiilasyonlu plaklar, 28 °C’de

inkiibasyona birakildi ve degerlendirme, inkiibasyonun 7. 14 ve 21. giinlerinde
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pozitif ve negatif kontrol plaklarimin her ikisi ile karsilastirilarak yapildi. Test
suslariin geligsmesi, negatif kontrol plagindaki gelismelerden daha genis veya pozitif
kontrol plagindaki gelismelere esit veya yakinsa pozitif (+); negatif kontrol

plagindaki gelismelere esit veya yakinsa negatif (-) olarak kaydedildi.
Temel azot kaynaklarinda gelisme

Test suglari, gelisme ve enerji gereksinimleri i¢in 15 farkli azot kaynagini (Cizelge
3.13) kullanabilme yeteneklerine gore test edildi. Azot kaynaklarinda gelisme testi
icin Williams ve dig. (1983) tarafindan tanimlanan azot kaynagi kullanim bazal
ortam1 kullanildi. Gerekli miktardaki her bir azot kaynag: tindalizasyon teknigi ile
steril hale getirilerek steril bazal ortama aseptik kosullarda ilave edildi. Negatif
kontrol olarak sadece bazal ortam kullanildi, pozitif kontrol olarak da % 0,1 (w/v)
konsantrasyonlarinda L-asparajin ilave edilmis bazal ortamlar kullanildi.
Inokiilasyon negatif ve pozitif olmak iizere iki kontrol ortamina da yapildi. Biitiin
plaklara test inokiilasyonu, multipoint inokiilatdr vasitasiyla yapildi. Inokiilasyonlu
plaklar, 28 °C’de inkiibe edilerek degerlendirme inkiibasyonun 7. 14 ve 21.
giinlerinde pozitif ve negatif kontrol plaklarinin her ikisi ile karsilastirilarak yapildi.
Test suglarinin gelismesi negatif kontrol plagindaki gelismelerden daha genis veya
pozitif kontrol plagindakilere daha yakinsa pozitif (+); negatif kontrol plagindakine
esit veya daha yakinsa negatif (-) sonug olarak kaydedildi.

3.2.12.4 Fizyolojik testler
pH’ya tolerans

Test suslar1, pH 4, pH 5, pH 6, pH 6.5, pH 7, pH 7.5, pH 8, pH 8.5, pH 9, pH 10, pH
11 ve pH 12 olmak tizere 12 farkli pH degerinde (Cizelge 3.13) gelisme kabiliyetleri
tizerine test edildi. Bazal ortam olarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale
getirilmis ISP 2 agar kullanildi. pH 4, 5, 6, 6.5 i¢in oncelikle 100 ml ISP 2 agar
hazirland1 ve 1M HCI ¢ozeltisi ile istenilen pH degeri olmasi i¢in ka¢ ml 1M HCI
¢oOzeltisi kullanilacagi cam elektrotlu pH metre (Model 292, Unicam Ltd.) ile 6l¢timii
yapilarak belirlendi. 1000 ml i¢in gereken 1M HCI ¢ozeltisi hesaplanarak ayri bir
kapakli sisede 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi. 1M HCI
besiyerlerinin petriye dokiilme asamasinda aseptik kosullarda steril ISP 2 agara ilave
edildi. pH (7, 7.5, 8, 8.5, 9, 10, 11, 12) i¢in de 6ncelikle 100 ml ISP 2 agar hazirlandi

ve NaOH c¢ozeltisi ile istenilen pH olmasi icin kag ml NaOH ¢ozeltisi kullanilacagi
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cam elektrotlu pH metre (Model 292, Unicam Ltd.) ile 6l¢timii yapilarak belirlendi.
1000 ml igin gereken 1M NaOH ¢o6zeltisi hesaplanilarak ayri bir kapakli sisede
121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril hale getirildi. 1M NaOH besiyerlerinin petriye
dokiilme asamasinda aseptik kosullarda steril ISP 2 agara ilave edildi. Test suslarinin
biitlin plaklara inokiilasyonu, multipoint inokiilatér vasitasiyla yapildi ve
inokiilasyonlu plaklar 28 °C’de 7 ve 14 giin inkiibasyondan sonra okundu. Test
plaginda gelisme gosteren suslar pozitif (+), gelisme gostermeyenler negatif (-) sonug

olarak okundu.
Sicakhiga tolerans

Test suslar1, 4, 10, 20, 28, 37, 40, 45, 50ve 55°C olmak lizere 9 farkli sicaklik
degerinde (Cizelge 3.13) gelisme kabiliyetleri tizerine test edildi. Bazal ortam olarak
ISP 2 agar (pH 7.2) kullanildi. Test suslari multipoint inokiilatoér ile inokiile
edildikten sonra istenilen sicakliklara ayarlanmais etiivlerde inkiibe edildi.

4, 10 ve 20 °C’deki petriler 6 hafta siireyle her hafta kontrol edilerek, 28 °C ve
37°C’deki petriler 7. ve 14. giinlerde kontol edilerek, 40, 45, 50 ve 55 °C’deki
petriler 3. ve 7. giinlerde kontrol edilerek degerlendirildi. Test plaginda gelisme

gosteren suglar pozitif (+) sonug olarak degerlendirildi.
Tuz toleransi

Test suslari, % 1-10 NaCl konsantrasyonlarinda (Cizelge 3.13) gelisme kabiliyetleri
tizerine test edildi. Bazal ortam olarak ISP 2 agar (pH 7.2) kullanildi. Test suslari
multipoint inokiilator ile inokiile edildikten sonra 28 °C’de 14 giin inkiibe edildi. Test
plaginda gelisme gosteren suslar pozitif (+), gelisme gostermeyenler negatif (-) sonug

olarak okundu.

3.2.13 Antimikrobiyal aktivite testi

16S rRNA gen dizi analizine gore yeni tiir olma olasiligi bulunan test izolatlari, basta
Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler, maya ve filamentli fungus olmak tizere 26
patojen organizmanin (Cizelge 3.14) gelismelerini inhibe etme kabiliyetlerine gore
incelendi (Williams ve dig., 1983). Test izolatlarinin kiiltiir ortamina inokiilasyonu,
otomatik pipetle (P1000: Nichipet EX, Nichiryo Co.,Ltd, Tokyo 101-0038, Japan)
nokta ekim yontemiyle gerceklestirildi. Her bir izolat i¢in, agz1 kapakli kiigiik
siselere 1,5 ml ringer ¢ozeltisi ilave edilip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edildi. ISP 2 agar ortaminda 28 °C’de gelisen izolatlarin spor ve substrat miselleri,
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steril 6ze yardimi ile etiketlenmis, igerisinde ringer bulunan kiigiik cam siselere
aseptik kosullarda transfer edildi. Daha sonra vorteksle karistirilarak homojenize
edilen bakteri soliisyonlarindan otomatik pipet ile 7ul alinarak antibiyotik ilavesiz
modifiye edilmis Bennett’s Agar (Jones, 1949) yiizeyine 5’li gruplar halinde nokta
ekim yoluyla inokiile edildi. Inokiilasyonlu plaklar, 28 °C’de 3 giin siireyle
inkiibasyona birakildi ve 3. giiniin sonunda gelisen koloniler iizerine, steril enjektor
yardimiyla 3-5 ml kloroform dokiildii ve kloroformun buharlagsmasi igin petri
plaklarinin kapagi, 40 dakika boyunca yar1 acik bir sekilde tutuldu. Bu sekilde
oldirtilen koloniler tizerine, her biri % 5’ lik nutrient agar igerisinde 2 giin siireyle
gelisen patojen test organizmalari yayma plak yontemi ile inokiile edildi.
Inokiilasyonlu plaklar, 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda koloniler etrafinda

olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iildii.

Cizelge 3.14. Antimikrobiyalaktivite testi i¢in Se¢ilen patojen organizmalar

Aspergillus flavus NRRL-1957
Aspergillus niger-izolat

Aspergillus parasiticus NRRL-465
Bacillus cereus NRRL-B 3711
Bacillus licheniformis NRRL-B 1001
Bacillus pumilus NRRL-BD 142
Bacillus subtilis NRRL-B 209

Bacillus subtilis NRS 744

Candida albicans ATCC 10231

10 | Citrobacter freundi NRRL-B 2643

11 | Escherichia coli ATCC 25922

12 | Escherichia coli MC-4100

13 | Lysteria monocytogenes-medikal izolat
14 | Micrococcus luteus NRRL-B 1013

15 | Proteus vulgaris NRRL-B 123

16 | Pseudomonas aeruginosa NRRL-B 2679
17 | Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
18 | Providencia stuartii

19 | Staphylacoccus aureus ATCC 25923
20 | Staphylacoccus aureus ATCC 33862
21 | Staphylacoccus aureus NRRL-B-767
22 | Staphylacoccus aureus ATCC 29213
23 | Candida utilis NRRL-V-900

24 | Bacillus subtilis Kuan 16D Il 75

25 | Enterobacter aerogenes NRRL B-3567
26 | Enterobacter aerogenes NRRL B-427

D N[OOI [WIN|F

©

ATTC, (Amerikan Tip Kiiltlir Kolleksiyonu) 12301 Parklawn Drive, Rockville, Md., USA;
NRRL, (Kuzey Bolgesi Arastirma Laboratuvari) National Center For Agricultural Utilization
Research, Peopia, llinois, USA
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3.2.14 Kiiltiirel ve morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi

3.2.14.1 izolatlarin farkh besiyerlerindeki biiyiime ve gelisimleri

16S rRNA gen dizi analizine goére yeni tiir olma olasilig1 bulunan test izolatlar1 ve
onlarin en yakin tip tlirlerinin, Oatmeal agar (ISP 3; pH:7,2) kiiltiir ortaminda 28
°C’de 14 giin inkiibe edilerek hava miselyum spor rengi, substrat miselyum rengi,
¢oOziinebilir pigment rengi ve gelisimi belirlendi. Yine aynmi izolatlarin, melanin
pigmenti tretip tretmedikleri Pepton-yeast ekstraktiron agar (ISP 6; pH:7,2) ve
tirozinagar (ISP 7; pH:7,2) kiiltiir ortamlarinda 28 °C’de 14 giinliik inkiibasyondan
sonra belirlenmistir.

Ayrica bu izolatlarin gelisme ve morfolojik 6zellikleri modifiye Bennett’s agar,
yeast ekstrakt-malt ekstraktagar (ISP 2; pH:7,2; Shirling ve Gottlieb, 1966),
inorganik salts-starch agar (ISP 4;pH:7,2), gliserol asparajinagar (ISP 5;pH:7,2),
czapek’s agar, niitrient agar ve triptik soy agar (TSA; pH:7,2) iizerinde 28 °C’de 14

giin inkiibasyondan sonra tespit edildi.

3.2.14.2 Taramal elektron mikroskobisi (SEM) ile spor morfolojisi

16S rRNA dizi analizine gore yeni tiir olma olasilig1 bulunan organizmalarin spor
zincir morfolojileri Pridham ve dig. (1958)’ne gore en iyi sporlandiklari besiyerleri,
en yakin tip tiirlerininki referans alinarak belirlendi ve 28 °C’de uygun inkiibasyon
sonrasinda Nikon Optiphot binokiiler 151k ve Scanning Elektron Mikroskobu (JEOL
JSM 6060, JEOL Ltd. Tokyo, Japan) kullanilarak incelendi. Inkiibasyon sonrast,
organizmalarin gelistigi ve sporun yogun oldugu kisimlardan 5 mm capinda birkag
agar blok alindi. Her 6rnek icin ayr1 alinan agar bloklar % 2 gluteraldehit i¢cinde +4
°C’ de 24 saat bekletilerek fiske edildi. Fiksasyon sonrasi her agar blok dehidrasyon
islemi i¢in siras1 ile % 10-20-30-40-50-60-70-80-90-95-100’lik etanol ile 10 dk
muamele edildi. Daha sonra 6rnekler sivi CO; ile Critical Point Dryer (Polaron, CPD
7501) cihazinda kurutuldu. Kurumus agar bloklar Gold Sputter ile altin kaplanarak
hazir hale getirildi. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile spor ylizey morfolojileri

belirlenerek goriintiilendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 Sediment orneklerinin baz fizikokimyasal ézellikleri

Sediment 6rneklerinin pH, % CaCOs, organik madde, Ca (ppm), P (ppm), % Kum, %
Silt ve % Kil analizlerinin sonucu Cizelge 4.1°deverildi.

Cizelge 4.1. Sediment 6rneklerinin fizikokimyasal analizleri

icerigi
Ca (ppm)
Mg (ppm)
P (ppm)
% Kum
% Silt
% Kil

Sediment
pH
% CaCO;
Organik madde

Samsun 42m 759 | 14,19 | 2,09 3380 | 1914 | 12,85 4,6 42,78 | 52,62

Ordu 80m 7,51 | 10,36 | 2,79 3810 | 2106 | 10,75 | 11,03 | 3587 | 531

4.1.2 Aktinomisetlerin izolasyonu, saflastirilmasi ve stoklanmasi

Izolasyon islemi sekiz farkli segici izolasyon besiyeri kullanilarak gerceklestirildi.

[zolasyon igin hazirlanan petriler 28°C’de 30 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Baz1

izolasyon petri goriintiileri Sekil 4.1°de gosterildi.

Sekil 4.1. SM3 seg¢ici izolasyon besiyerinin petri goriiniisii
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Secilen 93 izolat lokalite ve besiyeri isimleri dikkate alinarak numaralandirilip
saf kiiltiirleri yapilarak % 25°1ik gliserol iceren otoklavlanmis vidali kapakl tiiplere
steril kiirdan yardimiyla transfer edilerek -20 °C’de stoklandi. izolatlara verilen
numaralar, izole edildikleri besiyerleri ve lokaliteleri Cizelge 4.2°de verildi.
Kullanilan sekiz farkl segici izolasyon besiyerinden SM3 agardan 54 tane organizma
izole edildi fakat SM2 agardan higbir organizma izole edilemedi. Denizel
cevrelerden aktinomiset izolasyonu yapilirken literatiirlerde SM3 agarin deniz sulu,

deniz tuzlu ve saf sulu olmak iizere ti¢ farkli kombinasyonunun yapildig1 dikkate

alinarak bu ¢aligmada da SM3’iin ii¢ farkli kombinasyonu yapildi.

Cizelge 4.2. Test izolatlarinin numaralari, lokaliteleri, izole edildikleri besiyerleri

No | Sus No Lokaliteleri Izole Edildikleri Besiyerleri

1 S1101 Ordu, Melet Irmag1 (12m) Basal’s Mineral Salts Agar (Saf sulu)

2 S1102 Ordu, Melet Irmag1 (12m) Basal’s Mineral Salts Agar (Saf sulu)

3 S1103 Ordu, Melet Irmag1 (12m) Basal’s Mineral Salts Agar (Saf sulu)

4 S1106 Ordu, Melet Irmag1 (12m) Basal’s Mineral Salts Agar (Saf sulu)

5 S1108 Ordu, Melet Irmag1 (12m) Basal’s Mineral Salts Agar (Saf sulu)

6 S1109 Ordu, Melet Irmag1 (12m) Basal’s Mineral Salts Agar (Saf sulu)

7 S3101 Ordu, Melet Irmag1 (80m) Basal’s Mineral Salts Agar (Saf sulu)

8 S2201 Ordu, Melet Irmag1 (45m) M3 Agar (Saf sulu)

9 S1301 Ordu, Melet Irmag1 (12m) Rafinoz-Histidin Agar (Deniz tuzu)

10 S2301 Ordu, Melet Irmag1 (45m) Rafinoz-Histidin Agar (Deniz tuzu)

11 S3301 Ordu, Melet Irmag1 (80m) Raffinoz-Histidin Agar (Deniz tuzu)

12 | S1401 Ordu, Melet Irmag1 (12m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

13 | S1402 Ordu, Melet Irmag1 (12m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

14 | S1407 Ordu, Melet Irmag1 (12m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

15 | S1412 Ordu, Melet Irmag1 (12m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

16 | S2402 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

17 | S2404 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

18 | S2405 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

19 | S2406 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

20 | S2414 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

21 | S2422 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

22 | S2427 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

23 | S3404 Ordu, Melet Irmag1 (80m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

24 | S3408 Ordu, Melet Irmag1 (80m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

25 | S4401 Samsun, Merkez-Azot (42m) | SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

26 | S4402 Samsun, Merkez-Azot (42m) | SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

27 | S4403 Samsun, Merkez-Azot (42m) | SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

28 | S4404 Samsun, Merkez-Azot (42m) | SM3 Medium-Gauze’s Agar(Saf sulu)

29 | S1503 Ordu, Melet Irmag1 (12m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
30 | S1507 Ordu, Melet Irmag1 (12m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
31 | S1508 Ordu, Melet Irmag1 (12m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
32 | S1509 Ordu, Melet Irmag1 (12m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
33 | S1510 Ordu, Melet Irmag1 (12m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
34 | S2503 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
35 | S2506 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
36 | S2508B Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
37 | S2509 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
38 | S2510 Ordu, Melet Irmag1 (45m) SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
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Cizelge 4.2 (devam).Test izolatlarinin numaralari, lokaliteleri ve izole edildikleri besiyerleri

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

52516
S2517
52518
S3501
S3502
S1601
51602
S3604
54601
54602
S4605
S4606
S1701
S2704
S2705
S3702
S3703
S3704
S4702
S4703
51802
51803
51804
S1812
52801
52802
S3801
S3802
S3806
S3807
S3810
S3812
S3815
54803
S2901
52903
S2904
S2905
S2909
S2911
DS1018
DS3001
DS3002
DS3003
DS3005
DS3007
DS3010
DS3012
DS3029
DS3030
DS3186
OD175
OoD307
OD337
SD308

Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Ordu, Melet Irmagi1 (12m)
Ordu, Melet Irmagi1 (12m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Samsun, Merkez-Azot (42m)
Samsun, Merkez-Azot (42m)
Samsun, Merkez-Azot (42m)
Samsun, Merkez-Azot (42m)
Ordu, Melet Irmagi (12m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Ordu, Melet Irmag1 (80m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Samsun, Merkez-Azot (42m)
Samsun, Merkez-Azot (42m)
Ordu, Melet Irmagi (12m)
Ordu, Melet Irmagi (12m)
Ordu, Melet Irmagi (12m)
Ordu, Melet Irmagi (12m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Ordu, Melet Irmagi (80m)
Samsun, Merkez-Azot (42m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmag1 (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Ordu, Melet Irmagi (45m)
Samsun, Merkez-Azot (42m)
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SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz suyu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz tuzlu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz tuzlu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz tuzlu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz tuzlu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz tuzlu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz tuzlu)
SM3 Medium-Gauze’s Agar(Deniz tuzlu)
Non-sporulating Agar (Deniz tuzlu)
Non-sporulating Agar (Deniz tuzlu)
Non-sporulating Agar (Deniz tuzlu)
Non-sporulating Agar (Deniz tuzlu)
Non-sporulating Agar (Deniz tuzlu)
Non-sporulating Agar (Deniz tuzlu)
Non-sporulating Agar (Deniz tuzlu)
Non-sporulating Agar (Deniz tuzlu)
Non-sporulating Agar (Deniz tuzlu)
Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

Nisasta-Kazein Agar

SM1 (Stevenson’s medium)

SM1 (Stevenson’s medium)

SM1 (Stevenson’s medium)

SM1 (Stevenson’s medium)

SM1 (Stevenson’s medium)

SM1 (Stevenson’s medium)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)

SM3 Agar -Gauze’s Agar(Saf sulu)



Segilen 93 izolatin 54 tanesi SM3 agardan, 13 tanesi nisasta-kazein agardan, 9
tanesi non-sporulating agardan, 7 tanesi bazal’s mineral salts agardan, 6 tanesi SM1
agardan, 3 tanesi rafinoz-histidin agardan ve 1 tanesi M3 agardan izole edildi. SM3
agardan izole edilen 54 izolatin 32 tanesi saf su ile hazirlanmis besiyerinden, 15
tanesi deniz tuzu ilave edilmis besiyerinden ve 7 taneside deniz suyu ile hazirlanmis
besiyerinden izole edildi.Hangi besiyerinden kag¢ tane izolatin elde edildigi Sekil
4.2°de belirtildi. Saf kiiltiirleri yapilan bazi izolatlarin petri goriintiileri Sekil 4.3’te

verildi.

Rafinoz-histidin )3
SM1 agar _  agar g la gat

Basal's mineral
salts agar
7

Non-
sporulating/
agar

SM3 agar
9 2

54
Nisasta-kazein
agar
13

Sekil 4.2. Kullanilan secici izolasyon besiyerlerinden ka¢ tane izolatin izole edildigini
gosteren daire grafik

S2516 S4401

S4605 S2909
Sekil 4.3. Saf kiiltiirleri yapilan baz1 izolatlarin petri goriintiileri
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4.1.3 Test izolatlarinin genomik DNA izolasyonu

16S rRNA, gyrB, rpoB ve 3-Amino-5-hydroksibenzoik asit (AHBA) gen bdolgeleri
ile ilgili PZR galismalari i¢in test organizmalarinin genomik DNA’lar1 Pitcher ve dig.
(1989) tarafindan tanimlanan ‘‘Guanidin thiosiyanat DNA izolasyon’’ metodu ve
DNA izolasyon kiti (Norgen, USA ve CANADA) kullanilarak gerceklestirildi.

4.1.4 16S rRNA geni PZR amplifikasyonu

Genomik DNA’s1 izole edilen izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi 27f ve 1525r
evrensel primerleri ile Gradient PZR’da ¢ogaltildi. PZR sonrasi ¢ogaltilan ortalama
1500 baz ¢ifti biiyiikliigiindeki DNA bdolgesi agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi

ve Mini Lumi goriintiileme cihazinda fotograflandi (Sekil 4.4).

3000 b

2000 b
1500 b
1000 b

Sekil 4.4. 16S rRNA gen bolgesine ait PZR amplifikasyonunun % 1,5’luk agaroz
jelelektroforez goriintiisii. Marker; Sigma, 50 b¢ DNA Ladder

4.1.5 16SrRNAgeni dizi analizi ve filogenisi

16S rRNA gen bolgesi PZR amplifikasyonlar1 gergeklestirilen 6rnekler QIAquick
PZR Purifikasyon Kiti ile saflagtirildiktan sonra 27f, 800r, MG3f, MG4f, MG5f ve
MGO6f primerleri ile dizi analizi yapildi. Elde edilen dizi verileri, Eztaxon Server
kullanilarak, uluslararas1 veritabanlarindaki en yakin akraba tiirlerin dizi verileri ile
karsilastirild1 ve % benzerlikleri belirlendi. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore
izolatlarin cinslere gore dagilimimi gosteren grafik Sekil 4.5’te verildi. 16S rRNA
dizi verilerine gore test izolatlarmin filogenetik pozisyonlarinin belirlenmesi igin
dendogramlar1 olusturuldu (Sekil 4.6-4.21). Dendogramlar neighbour-joining
algoritmas1 ve evrimsel uzaklik matrisi olarak Jukes ve Cantor (1969) metodu

izlenerek c¢izildi. Filogenetik analizler icin MEGAS paket programi kullanildi
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(Tamura ve dig., 2011). Olusturulan filogenetik agaclarin bootstrap analizleri
(Felsenstein, 1985) 1000 tekrarli olarak yapildu.

Dizi verilerinin filogenetik analizleri sonucunda Micromonospora cinsi iiyesi
34 izolat, Streptomyces cinsi iiyesi 28 izolat, Saccharomonospora cinsi iiyesi 6
izolat, Verrucosispora, Nocardia ve Nonomuraea cinsi iiyesi 5’er izolat,
Actinomadura cinsi iyesi 4 izolat, Actinopolymorpha cinsi liyesi 3 izolat,
Plantactinospora cinsi iiyesi 2 izolat ve Microbispora cinsi liyesi 1 izolat elde edildi.
16S rRNA sekans sonuglarinagore izolatlarin en yakin tip tiirleriyle olan filogenetik
benzerligi Cizelge 4.3-4.5°de verildi. Ayrica Sekil 4.5’de test izolatlarinin cinslere

gore dagilimi gosterildi.
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Cizelge 4.3. 16S rRNA sekans sonuglarina gére Micromonospora cinsine ait izolatlarinin en

yakin tip tiirleri ile olan filogenetik benzerligi

No |Sus Kodu |En Yakin Tip Tiirii

Ol (N|o|a|A~fw|NM]H

W w wlww NN NN NN D R R R, R R R R
AW NP OO o|Nlo g sld N POl om|N|lovo plw/ M PO

S2911
DS3010
S4401

S3806
DS3005

DS3012
S2518
S2509
S4602
S2903

. |S2904
. |S4605
. |S3802

S3815

. 154606
. |S4404
. |S2516

S1602

. 153502

DS3002

. 1S3301
. 151802
. |S3807

S2508B

. |DS3003
. 152901
. |S4803
. [S2909
. |S1510

S4402

. |DS3001
. |DS3186
. |S2510

S2905

Micromonospora saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
Micromonospora saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
Micromonospora saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)

Micromonospora saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
Micromonospora saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)

Micromonospora saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
Micromonospora chokoriensis 2-19/6" (AB241454)
Micromonospora chokoriensis 2-19/6" (AB241454)
Micromonospora chokoriensis 2-19/6" (AB241454)
Micromonospora coxensis 2-30-b/28" (AB241455)
Micromonospora coxensis 2-30-b/28" (AB241455)
Micromonospora coxensis 2-30-b/28" (AB241455)
Micromonospora coxensis 2-30-b/28 (AB241455)
Micromonospora coxensis 2-30-b/28" (AB241455)

Micromonospora jinlongensis NEAU-GRX11" (KC134254)
Micromonospora jinlongensis NEAU-GRX11" (KC134254)

Micromonospora rifamycinica AM105" (AY561829)
Micromonospora rifamycinica AM105" (AY561829)
Micromonospora tulbaghiae TVU1" (EU196562)
Micromonospora tulbaghiae TVU1" (EU196562)
Micromonospora tulbaghiae TVU1" (EU196562)
Micromonospora tulbaghiae TVU1" (EU196562)
Micromonospora tulbaghiae TVU1" (EU196562)
Micromonospora eburnea LK2-10" (AB107231)
Micromonospora eburnea LK2-10" (AB107231)
Micromonospora marina JSM1-1" (AB196712)
Micromonospora siamensis TT2-4" (AB193565)
Micromonospora coerulea DSM 43143" (X92598)
Micromonospora equina Y22 (JF912511)
Micromonospora lupini lupac 14N" (AJ783996)
Micromonospora aurantiaca ATCC 27029" (CP002162)
Micromonospora olivasterospora DSM 43868" (X92613)
Micromonospora citrea DSM 43903" (X92617)
Micromonospora halotolerans CR18" (FN658652)

89

% Benzerlik-Niikleotit

Farkhihg:
% 98,84 (17/1463)

% 99,45 (8/1460)
% 99,52 (7/1463)
% 99,59 (6/1463)
% 99,93 (1/1455)

% 99,93 (1/1455)
% 98,91 (16/1462)
% 99,05 (14/1469)
% 99,59 (6/1456)
% 98,97 (15/1459)
% 98,97 (15/1459)
% 98,97 (15/1462)
% 99,25 (11/1461)
% 99,25 (11/1461)
% 99,52 (7/1457)
% 99,59 (6/1457)
% 99,25 (11/1461)
% 99,38 (9/1454)
% 99,42 (8/1381)
% 100 (0/1381)

% 100 (0/1381)

% 100 (0/1381)

% 100 (0/1381)

% 98,83 (17/1451)
% 99,03 (14/1449)
% 98,61 (20/1437)
% 99,15 (12/1417)
% 99,18 (12/1458)
% 98,25 (24/1375)
% 99,65 (5/1429)
% 100 (0/1455)

% 98,97 (15/1452)
% 99,45 (8/1457)
% 99,65 (5/1430)



Cizelge 4.4. 16S rRNA sekans sonuglarina gore Streptomyces, Saccharomonospora
veVerrucosispora cinslerine ait izolatlarinin en yakin tip tiirleri ile olan

filogenetik benzerligi

No |Sus Kodu En Yakin Tip Tiirii

oI NeO|~wid| -

wWwww w wl w wow oo D ERIRIR R R Rl
© O N oK XN P O|loldNo s DX NP Ol Nl o n|lw|(Mdk|o

S1412

S2704
S1103
S1108
S1301
S1109
S4703
S2201
S4403
S4601

. [S1601

S3501
S3101
52802
S3801
S3703
S2517
S3812
SD308
0OD307

. |OD337
. [S1804
. |S4702
. [S2406
.[S1101
.[S1701
./S1803
. [S2801
. |S1106
. [S1402

. [S1102

. [S2705

. |[DS3029
. |DS3030
. |S2427

. |OD175
.1S1812
.[S3810

. |S2506

Streptomyces specialis GW 41-1564" (AM934703)
Streptomyces specialis GW 41-1564" (AM934703)
Streptomyces carpaticus NBRC 15390" (AB184641)
Streptomyces carpaticus NBRC 15390" (AB184641)
Streptomyces carpaticus NBRC 15390" (AB184641)
Streptomyces carpaticus NBRC 15390" (AB184641)
Streptomyces aculeolatus NBRC 14824 (AB184624 )
Streptomyces aculeolatus NBRC 14824" (AB184624 )
Streptomyces aculeolatus NBRC 14824 (AB184624)
Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 (AB184624 )
Streptomyces sporoclivatus NBRC 100767" (AB249934)
Streptomyces sporoclivatus NBRC 100767" (AB249934)
Streptomyces sporoclivatus NBRC 100767" (AB249934)
Streptomyces albidoflavus DSM 40455" (Z76676)
Streptomyces albidoflavus DSM 40455" (276676 )
Streptomyces aldersoniae NRRL 18513" (EU170123)
Streptomyces aldersoniae NRRL 18513" (EU170123)
Streptomyces samsunensis M1463" (EU077190)
Streptomyces samsunensis M1463" (EU077190)
Streptomyces albus NRRL B-2365" (DQ026669)
Streptomyces albus NRRL B-2365" (DQ026669)
Streptomyces djakartensis NBRC 15409" (AB184657)
Streptomyces ginglanensis 172205'(HQ660227 )
Streptomyces bingchenggensis BCW-1" (CP002047)
Streptomyces xiamenensis MCCC 1A01550" (EF012099)
Streptomyces thermocarboxydus DSM 44293 (U94490)
Streptomyces collinus NBRC 12759" (AB184123)
Streptomyces somaliensis NBRC 12916" (AB184243)
Saccharomonospora xinjiangensis XJ-54" (JH636049)
Saccharomonospora xinjiangensis XJ-54" (JH636049)
Saccharomonospora xinjiangensis XJ-54" (JH636049)
Saccharomonospora viridis DSM 43017 (CP001683)
Saccharomonospora amisosensis DS3030" (JN989292)
Saccharomonospora amisosensis DS3030" (JN989292)
Verrucosispora gifhornensis DSM 44337" (Y15523)
Verrucosispora gifhornensis DSM 443377 (Y15523)
Verrucosispora gifhornensis DSM 44337" (Y15523)
Verrucosispora fiedleri MG-37" (JQ423921)
Verrucosispora andamanensis SP03-05" (JX524154)
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% Benzerlik-Niikleotit

Farklihig:
% 96,80 (47/1471)
% 97,08 (43/1472)
% 99,79 (3/1458)
% 99,79 (3/1458)
% 99,79 (3/1458)
% 99,86 (2/1458)
% 99,31 (10/1448)
% 99,52 (7/1455)
% 99,45 (7/1283)
% 99,79 (3/1396)
% 99,80 (3/1465)
% 99,85 (2/1344)
% 99,93 (1/1465)
% 100 (0/1460)
% 100 (0/1460)
% 99,30 (10/1436)
% 99,37 (9/1436)
% 98,47 (22/1441)
% 100 (0/1441)
% 99,93 (1/1471)
% 99,93 (1/1469)
% 99,30 (10/1435)
% 97,58 (32/1470)
% 99,32 (10/1474)
% 99,52 (7/1472)
% 99,93 (1/1466)
% 99,93 (1/1452)
% 100 (0/1464)
% 99,12 (13/1481)
% 99,32 (10/1472)
% 99,66 (5/1471)
% 100 (0/1459)
% 99,80 (3/1477)
% 100 (0/1477)
% 99,86 (2/1453)
% 99,86 (2/1453)
% 99,79 (3/1453)
% 99,79 (3/1397)
% 99,71 (4/1401)



Cizelge 4.5. 16S rRNA sekans sonuglarma gore Nocardia, Nonomuraea, Actinomadura,
Actinopolymorpha, Plantactinospora ve Microbispora cinslerine ait
izolatlarinin en yakin tip tiirleri ile olan filogenetik benzerligi

No | Sus Kodu [En Yakm Tip Tiirii % Be”;i';'lidkl'lgili”e"ﬁt
| 1,)S1503  Nocardia rhamnosiphila 202GMO' (EF418604) % 99,45 (8/1462)
2. |S1507 Nocardia rhamnosiphila 202GMO" (EF418604) % 99,59 (6/1463)
3. /51508 Nocardia rhamnosiphila 202GMOQ" (EF418604) % 99,73 (4/1463)
4. S1509 Nocardia rhamnosiphila 202GMOQ" (EF418604) % 99,93 (1/1454)
5. DS3007 |Nocardia higoensis NBRC 100133 (BAGA01000039) % 99,39 (9/1470)
6. |S2301 Nonomuraea candida HMC10" (DQ285421) % 98,57 (20/1401)
7. 1S2402 Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31T (KC306503) % 99,66 (5/1467)
8. |S2405 Nonomuraea coxensis DSM 45129 (ARBV01000098) % 99,58 (6/1434)
9. |S3404 Nonomuraea kuesteri GW 14-1925" (AJ746362) % 100 (0/1468)
10. |S3604 Nonomuraea moskovyensis FMNO3" (JN896617) % 100 (0/1468)
11./S1401 Actinomadura mexicana A290" (AF277195) % 99,48 (7/1341)
12. 51407 Actinomadura mexicana A290" (AF277195) % 99,44 (8/1421)
13. /52422 Actinomadura sputi IMMIB L-889" (FM957483) % 95,70 (63/1464)
14.|S3702 Actinomadura meyerae A288" (AY273787) % 99,58 (6/1437)
15. |S2503 Actinopolymorpha cephalotaxi 106-2230" (EU438909) % 99,86 (2/1441)
16. |S3704 Actinopolymorpha cephalotaxi 106-2230" (EU438909) % 99,86 (2/1441)
117.|DS1018  Actinopolymorpha cephalotaxi 106-2230" (EU438909) % 99,51 (7/1441)
18. /52414 Plantactinospora endophytica YIM 68255 (GQ494033) % 99,51 (7/1431)
19. |S3408 Plantactinospora endophytica YIM 68255 (GQ494033) % 99,52 (7/1456)
120./S2404  Microbispora hainanensis 211020" (FJ261972) % 99,45 (8/1466)

Denizden izole edilen aktinomisetler

35
30
25
20
15
10

= Micromonospora = Streptomyces = Saccharomonospora = Verrucosispora
= Nocardia = Nonomuraea H Actinomadura H Actinopolymorpha

H Plantactinospora  ® Microbispora

Sekil 4.5. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore test izolatlarinin cinslere gére dagilimi
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95

Micromonospora sp.S3806(KJ782551)
Micromonospora sp.DS3005 (KJ782552)

55| IMicromonospora sp.DS3012 (KJ782553)

61

1 =L

51

Micromonospora sp.S4401 (KJ782554)

Micromonospora sp.DS3010 (KF494813)

Micromonospora sp.S4404 (KJ782555)

99 'Micromonospora sp.S54606 (KJ782557)

——Micromonospora sp.S4602 (KJ782556)
Micromonospora sp.S4402 (KJ782558)
——Mlicromonospora sp.S2509 (KF494805)
L————Micromonospora sp.S2518 (KF494808)

|Micromonospora sp.S1602 (KJ782559)

100 IMicromonospora sp. S2516 (KF494807)

Micromonospora sp.DS3001 (KJ782560)

ﬁ{Micromonospora sp.S53802 (KF818388)

100|  IMicromonospora sp.S3815 (KF494811)

96

L——Micromonospora sp.S4803 (KF494809)

~Micromonospora sp.S4605 (KF494810)

Micromonospora sp.S2901 (KF818390)
Micromonospora sp.S2903 (JN989305)

95

Micromonospora sp.S2904 (KF818391)

Micromonospora sp.S2909 (JN989296)

60 LMicromonospora sp.S2911 (KF494812)

_67|

Micromonospora sp.S1510 (KF494804)

Micromonospora sp.S2508B (JQ864434)

63

Micromonospora sp.DS3186 (JN989295)

Micromonospora sp.S2510 (KF494806)

52
51

60

Micromonospora sp.DS3003 (KF494803)
Micromonospora sp.S2905 (KJ782561)
Micromonospora sp.S3502 (KJ782562)

81

Micromonospora sp.DS3002 (KJ782563)
ol Micromonospora sp.S3301 (KJ782564)
6 Micromonospora sp.S1802 (KJ782565)

Micromonospora sp.S3807 (KJ782566)

0.005

C.citrea DSM440977 (X93197)

Sekil 4.6.Sekansi yapilan Micromonospora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi
analizine dayali filogenetikiliskilerini gosteren dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore c¢izilmis agacta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.005’dir.
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Cizelge 4.6.Micromonospora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

S3301 S4401 S4402 S4404 S1510 S$2508B | DS3003 | S3502 $1802 S3807 DS3002 | S2901 §2903 $2904 S4605 S4803 $3802
$3301 38/1475 | 32/1472 | 39/1471 | 41/1475 |31/1475 |19/1468 |10/1472 |3/1474 | 0/1471 2/1462 35/1474 | 35/1456 | 35/1474 | 34/1475 | 25/1475 | 26/1475
S4401 97,42 14/1472 | 9/1471 62/1492 | 39/1490 | 39/1468 | 42/1473 | 41/1483 | 39/1476 |34/1462 |35/1496 |23/1458 |35/1489 |29/1482 |36/1481 | 31/1485
S4402 97,83 99,05 14/1469 | 42/1472 | 36/1472 | 36/1468 | 35/1471 | 31/1471 |31/1470 |33/1462 |20/1471 | 20/1454 |20/1471 |16/1472 |27/1472 | 26/1472
S4404 97,35 99,39 99,05 50/1473 | 36/1473 | 41/1468 | 38/1468 | 36/1470 | 36/1467 | 38/1462 | 27/1472 | 27/1458 |27/1472 |23/1473 | 30/1473 | 27/1473
S1510 97,22 95,84 97,15 96,61 47/1497 | 39/1468 | 39/1473 | 44/1483 | 42/1476 | 40/1462 | 56/1506 | 43/1460 | 58/1505 | 49/1484 |56/1483 | 54/1487
S2508B 97,90 97,38 97,55 97,56 96,86 28/1468 | 31/1473 | 35/1483 | 32/1476 | 27/1462 | 48/1494 |39/1460 |51/1495 |48/1484 |48/1483 | 44/1487
DS3003 98,71 97,34 97,55 97,21 97,34 98,09 18/1467 | 18/1467 | 18/1466 | 20/1461 | 26/1467 | 26/1453 | 26/1467 | 24/1468 | 26/1468 | 24/1468
S3502 99,32 97,15 97,62 97,41 97,35 97,90 98,77 10/1472 | 9/1472 8/1462 32/1472 | 32/1453 | 32/1472 | 32/1473 | 23/1473 | 21/1473
$1802 99,80 97,24 97,89 97,55 97,03 97,64 98,77 99,32 - 4/1475 2/1461 38/1481 | 33/1457 |39/1482 | 38/1481 |30/1480 | 25/1481
S3807 100 97,36 97,89 97,55 97,15 97,83 98,77 99,39 99,73 1/1461 33/1474 | 32/1452 | 32/1475 | 34/1474 | 23/1475 | 27/1476
DS3002 99,86 97,67 97,74 97,40 97,26 98,15 98,63 99,45 99,86 99,93 34/1461 | 34/1453 | 34/1461 | 32/1462 | 25/1462 | 25/1462
S$2901 97,63 97,66 98,64 98,17 96,28 96,79 98,23 97,83 97,43 97,76 97,67 - 0/1460 5/1505 13/1482 | 26/1481 | 25/1485
S2903 97,60 98,42 98,62 98,15 97,05 97,33 98,21 97,80 97,74 97,80 97,66 100 0/1460 8/1460 26/1460 | 21/1460
$2904 97,63 97,65 98,64 98,17 96,15 96,59 98,23 97,83 97,37 97,83 97,67 99,67 100 14/1483 | 26/1482 | 25/1486
S4605 97,69 98,04 98,91 98,44 96,70 96,77 98,37 97,83 97,43 97,69 97,81 99,12 99,45 99,06 --- 25/1482 | 24/1482
$4803 98,31 97,57 98,17 97,96 96,22 96,76 98,23 98,44 97,97 98,44 98,29 98,24 98,22 98,25 98,31 - 11/1483
$3802 98,24 97,91 98,23 98,17 96,37 97,04 98,37 98,57 98,31 98,17 98,29 98,32 98,56 98,32 98,38 99,26
S2909 97,42 97,36 97,69 97,82 96,75 96,88 97,68 97,35 97,49 97,62 97,88 97,97 98,35 97,97 97,43 96,75 97,08
$2509 97,97 97,93 99,52 98,57 95,82 97,19 97,82 97,76 97,77 98,10 98,02 97,75 98,90 97,81 98,45 98,18 98,25
S2518 97,83 98,12 99,52 98,57 96,60 96,92 97,89 98,10 97,84 97,76 97,88 98,20 98,63 97,87 98,52 98,24 98,52
54602 97,69 98,98 99,46 99,05 96,61 97,36 97,41 97,42 97,49 97,69 97,54 98,51 98,49 98,51 98,64 97,83 97,83
S2911 97,29 97,67 98,91 98,71 95,48 96,05 97,55 97,21 97,03 97,49 97,33 98,01 99,18 98,47 98,52 97,98 97,91
S4606 97,42 99,12 99,05 99,93 96,55 97,29 97,21 97,42 97,49 97,55 97,40 98,10 98,08 98,10 98,38 97,97 98,10
DS3010 97,29 99,39 98,98 99,12 96,42 97,50 97,48 97,21 97,30 97,42 97,47 98,24 98,42 98,17 98,24 97,63 97,90
S3815 98,24 97,91 98,23 98,17 96,37 97,04 98,37 98,57 98,31 98,17 98,29 98,32 98,56 98,32 98,38 99,26 100
53806 97,63 98,93 99,32 99,46 95,88 96,92 97,34 97,28 97,24 97,43 97,67 97,60 98,29 97,34 98,18 97,77 97,85
DS3005 97,75 99,73 99,39 99,52 96,73 97,62 97,34 97,41 97,82 97,82 97,67 98,43 98,42 98,43 98,71 98,37 98,43
$2510 98,92 97,43 98,10 97,69 97,44 97,91 98,98 98,71 98,85 99,12 98,97 98,51 98,56 98,58 98,45 98,11 98,04
$1602 97,76 98,37 98,44 98,57 96,47 97,90 97,34 97,42 97,83 97,83 97,67 97,83 97,80 97,83 97,83 98,24 98,30
S2905 99,25 97,36 97.69 97,48 97,36 97,63 98,84 99,12 98,98 99,25 99,11 98,04 98,08 98,11 98,04 98,99 98,72
DS3001 98,84 98,71 98.98 98,57 96,94 97,89 97,96 98,37 98,91 98,91 98,77 98,91 98,90 98,91 99,05 98,77 98,84
DS3012 97,75 99,73 99.39 99,52 96,72 97,61 97,34 97,40 97,81 97,81 97,67 98,43 98,42 98,43 98,70 98,36 98,43
DS3186 97,93 97,10 97.79 96,90 97,38 98,07 98,20 98,07 98,07 98,13 98,00 98,14 98,14 98,14 98,00 97,38 97,52
S2516 97,63 97,92 98.44 98,57 95,34 97,39 97,34 97,35 97,44 97.49 97.67 97.14 97,81 96.80 97.44 97.70 97,91
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Cizelge 4.6 (devam).Micromonospora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayist

S2909 | S2509 |S2518 |S4602 |[S2911 |S4606 |[DS3010 |S3815 [S3806 |DS3005 |[S2510 |[S1602 |S2905 | DS3001 | DS3012 | DS3186 | S2516

S3301 | 38/1472 | 30/1475 | 32/1475 | 34/1475 | 40/1474 | 38/1475 | 40/1474 | 26/1475 | 35/1475 | 33/1468 | 16/1475 | 33/1473 | 11/1472 | 17/1469 | 33/1465 | 30/1450 | 35/1475
S4401 | 39/1475 | 31/1500 | 28/1490 | 15/1476 | 35/1499 | 13/1475 | 9/1480 | 31/1485 | 16/1490 | 4/1468 | 38/1480 | 24/1474 | 39/1477 | 19/1469 | 4/1465 |42/1450 | 31/1489
S4402 | 34/1469 | 7/1472 | 7/1472 | 8/1472 | 16/1471 | 14/1472 | 15/1471 | 26/1472 | 10/1472 | 9/1468 | 28/1472 | 23/1472 | 34/1471 | 15/1469 | 9/1465 |32/1449 | 23/1472
S4404 | 32/1469 | 21/1471 | 21/1471 | 14/1471 | 19/1472 | 1/1473 | 13/1471 | 27/1473 | 8/1471 | 7/1468 | 34/1473 | 21/1469 | 37/1470 | 21/1469 | 7/1465 | 45/1452 | 21/1471
S1510 | 48/1476 | 63/1506 | 51/1500 | 50/1476 | 68/1505 | 51/1477 | 53/1480 | 54/1487 | 62/1504 | 48/1468 | 38/1482 | 52/1474 | 39/1479 | 45/1469 | 48/1465 | 38/1452 | 70/1503
S2508B | 46/1476 | 42/1494 | 46/1494 | 39/1476 | 59/1495 | 40/1477 | 37/1480 | 44/1487 | 46/1494 | 35/1468 | 31/1482 | 31/1474 | 35/1479 | 31/1469 | 35/1465 | 28/1452 | 39/1493
DS3003 | 34/1465 | 32/1468 | 31/1468 | 38/1468 | 36/1467 | 41/1468 | 37/1468 | 24/1468 | 39/1468 | 39/1467 | 15/1468 | 39/1468 | 17/1467 | 30/1468 | 39/1464 | 26/1448 | 39/1468
S3502 | 39/1469 | 33/1473 | 28/1473 | 38/1473 | 41/1472 | 38/1472 | 41/1472 | 21/1473 | 40/1473 | 38/1467 | 19/1473 | 38/1473 | 13/1473 | 24/1468 | 38/1464 | 28/1448 | 39/1473
S1802 | 37/1474 | 33/1483 | 32/1483 | 37/1475 | 44/1482 | 37/1474 | 40/1479 | 25/1481 | 41/1483 | 32/1467 | 17/1479 | 32/1473 | 15/1476 | 16/1468 | 32/1464 | 28/1449 | 38/1483
S3807 | 35/1468 | 28/1476 | 33/1476 | 34/1472 | 37/1475 | 36/1471 | 38/1473 | 27/1476 | 38/1476 | 32/1466 | 13/1476 | 32/1472 | 11/1476 | 16/1467 | 32/1463 | 27/1447 | 37/1476
DS3002 | 31/1459 | 29/1462 | 31/1462 | 36/1462 | 39/1461 | 38/1462 | 37/1462 | 25/1462 | 34/1462 | 34/1462 | 15/1462 | 34/1462 | 13/1462 | 18/1462 | 34/1462 | 29/1448 | 34/1462
$2901 |30/1476 | 34/1511 | 27/1498 | 22/1475 | 30/1510 | 28/1476 | 26/1478 | 25/1485 | 36/1502 | 23/1467 | 22/1480 | 32/1473 | 29/1477 | 16/1468 | 23/1464 | 27/1451 | 43/1501
$2903 | 24/1457 | 16/1458 | 20/1458 | 22/1456 | 12/1460 | 28/1458 | 23/1458 | 21/1460 | 25/1458 | 23/1454 | 21/1458 | 32/1454 | 28/1455 | 16/1454 | 23/1454 | 27/1451 | 32/1458
$2904 | 30/1476 | 33/1505 | 32/1499 | 22/1475 | 23/1503 | 28/1476 | 27/1479 | 25/1486 | 40/1503 | 23/1467 | 21/1481 | 32/1473 | 28/1478 | 16/1468 | 23/1464 | 27/1451 | 48/1502
S4605 | 38/1476 | 23/1482 | 22/1482 | 20/1476 | 22/1483 | 24/1477 | 26/1480 | 24/1482 | 27/1482 | 19/1468 | 23/1480 | 32/1474 | 29/1477 | 14/1469 | 19/1465 | 29/1452 | 38/1482
S4803 | 48/1475 | 27/1481 | 26/1481 | 32/1476 | 30/1482 | 30/1477 | 35/1479 | 11/1483 | 33/1481 | 24/1468 | 28/1481 | 26/1474 | 15/1478 | 18/1469 | 24/1465 | 38/1452 | 34/1481
S3802 | 43/1475 | 26/1485 | 22/1485 | 32/1476 | 31/1486 | 28/1477 | 31/1479 | 0/1487 | 32/1485 | 23/1468 | 29/1482 | 25/1474 | 19/1479 | 17/1469 | 23/1465 | 36/1452 | 31/1485
S2909 | --- 38/1475 | 43/1475 | 37/1472 | 20/1476 | 35/1473 | 38/1474 | 43/1475 | 38/1475 | 32/1465 | 29/1473 | 45/1470 | 32/1470 | 37/1466 | 29/1462 | 26/1449 | 46/1475
S2509 | 97,42 --- 21/1500 | 13/1476 | 38/1512 | 22/1475 | 21/1480 | 26/1485 | 32/1504 | 14/1468 | 25/1480 | 25/1474 | 31/1477 | 11/1469 | 14/1465 | 28/1450 | 38/1503
S$2518 | 97,08 98,60 --- 17/1476 | 39/1499 | 22/1475 | 25/1480 | 22/1485 | 31/1500 | 16/1468 | 31/1480 | 27/1474 | 32/1477 | 16/1469 | 16/1465 | 29/1450 | 42/1499
S4602 | 97,49 99,12 98,85 --- 18/1475 | 13/1475 | 16/1475 | 32/1476 | 12/1476 | 9/1468 | 34/1476 | 23/1474 | 37/1473 | 19/1469 | 9/1465 | 37/1450 | 26/1476
S2911 | 98,64 97,49 97,40 98,78 --- 20/1476 | 23/1479 | 31/1486 | 31/1501 | 15/1467 | 31/1481 | 29/1473 | 34/1478 | 21/1468 | 15/1464 | 35/1451 | 42/1500
S4606 | 97,62 98,51 98,51 99,12 98,64 --- 16/1474 | 28/1477 | 8/1475 | 7/1468 | 35/1477 | 21/1473 | 37/1474 | 21/1469 | 7/1465 | 45/1452 | 22/1475
DS3010 | 97,42 98,58 98,31 98,92 98,44 98,91 --- 31/1479 | 11/1480 | 6/1468 | 34/1477 | 29/1473 | 35/1474 | 21/1469 | 6/1465 | 40/1450 | 31/1480
S3815 | 97,08 98,25 98,52 97,83 97,91 98,10 97,90 --- 32/1485 | 23/1468 | 29/1482 | 25/1474 | 19/1479 | 17/1469 | 23/1465 | 36/1452 | 31/1485
S3806 | 97,42 97,87 97,93 99,19 97,93 99,46 99,26 97,85 - 0/1468 | 38/1480 | 24/1474 | 38/1477 | 16/1469 | 0/1465 |39/1450 | 32/1503
DS3005 | 97,82 99,05 98,91 99,39 98,98 99,52 99,59 98,43 100 — 31/1468 | 22/1468 | 32/1467 | 16/1468 | 0/1465 | 39/1449 | 22/1468
S2510 |98,03 98,31 97,91 97,70 97,91 97,63 97,70 98,04 97,43 97,89 - 33/1474 | 13/1479 | 18/1469 | 31/1465 | 20/1452 | 38/1480
S1602 | 96,94 98,30 98,17 98,44 98,03 98,57 98,03 98,30 98,37 98,50 97,76 - 33/1473 | 22/1469 | 22/1465 | 41/1449 | 1/1474
S$2905 | 97,82 97,90 97,83 97,49 97,70 97,49 97,63 98,72 97,43 97,82 99,12 97,76 - 25/1468 | 32/1464 | 24/1450 | 38/1477
DS3001 | 97,48 99,25 98,91 98,71 98,57 98,57 98,57 98,84 98,91 98,91 98,77 98,50 98,30 == 16/1465 | 32/1449 | 22/1469
DS3012 | 98,02 99,04 98,91 99,39 98,98 99,52 99,59 98,43 100 100 97,88 98,50 97,81 98,91 — 39/1449 | 22/1465
DS3186 | 98,21 98,07 98,00 97,45 97,59 96,90 97,24 97,52 97,31 97,31 98,62 97,17 98,34 97,79 97,31 - 41/1450
S2516 | 96,88 97,47 97,20 98,24 97,20 98,51 97,91 97,91 97,87 98,50 97,43 99,93 97,43 98,50 98,50 97,17 -
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Micromonosporasp. DS3005(KJ782552)

97|[Micromonospora sp. DS3012(KJ782553)

Micromonospora sp. S3806 (KJ782551)

Micromonospora saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)

Micromonospora sp. S4401 (KJ782554)

Micromonospora sp. DS3010(KF494813)

icromonospora jinlongensis NEAU-GRX11"(KC134254)
Micromonospora zamorensis CR38" (FN658656)
Micromonosporasp. S4404 (KJ782555)

8 Micromonosporasp. S4606 (KJ782557)

Micromonospora chokoriensis 2-19/6"(AB241454)

Micromonosporasp. S4602 (KJ782556)

Micromonospora lupini lupac 14N" (AJ783996)
99Micromonosporasp. S4402 (KJ782558)

Micromonosporasp. S2509 (KF494805)

Micromonosporasp. S2518 (KF494808)

Micromonospora mirobrigensisWA201" (AJ626950)

Micromonosporasp. S4605 (KF494810)

Micromonosporasp. S2901 (KF818390)

Micromonosporasp. S2903 (JN989305)

95Micromonosporasp. 52904 (KF818391)

Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217(X92611)

Micromonospora coxensis 2-30-b/28T (AB241455)

Micromonospora halophytica DSM 430267 (X92601) —
goMicromonosporasp. S3802 (KF818388) A GRUBU
Micromonosporasp. S3815 (KF494811)

Micromonosporasp. S4803 (KF494809)

Micromonospora siamensis TT2-4" (AB193565)

Micromonospora schwarzwaldensis HKI0641" (KC517406)

Micromonospora krabiensis MA-2T (AB196716)

Micromonospora carbonacea subsp. aurantiaca DSM 43815" (X92606)

71 icromonosnora maoerensis NEAU-MES19" (KC469639)
Micromonospora matsumotoense IMSNU 22003 (AF152109)
Micromonospora haikouensis 2326177 (GU130129)

Micromonospora wenchangensis 2602GPT1-05" (JQ768361)

75 Micromonosporasp. S1602 (KJ782559)
100! Micromonospora rifamycinica AM105" (AY561829)
Micromonosporasp. S2516 (KF494807)

Micromonospora humi P04027 (GU459068)
Micromonospora chalcea DSM 43026 (X92594)
Micromonospora maritima D10-9-5" (HQ704071)
Micromonospora marina JSM1-1T(AB196712)
Micromonospora sediminicola SH2-13" (AB609325)
Micromonospora aurantiaca ATCC 27029 (CP002162)
98Micromonosporasp. DS3001(KJ782560)
Micromonosporasp. S2909 (JN989296)

{Micromonospurasp.szgll (KF494812)

] Micromonospora auratinigra TT1-117(AB159779)
_"E’\Aicromonospora chaiyaphumensis MC5-1" (AB196710)
Micromonospora citrea DSM 43903 (X92617)
64 Micromonospora rhizosphaerae 211018" (FI261956)
Micromonosporasp. DS3186(JN989295)
Micromonospora olivasterospora DSM 438687 (X92613)
Micromonospora avicenniae2685R06" (JQ867183)
Micromonospora equina Y22 (JF912511)
Micromonospora pattaloongensis TJ2-2"(AB275607)
Micromonospora pisiGUI 15" (AM944497)
Micromonospora sonneratiae 2747457 (JQ619535)
90! Micromonospora polyrhachis NEAU-ycm2" (KC139400)
Plantactinospora endophytica Y1M 68255" (GQ494033)
Plantactinospora mayteni YIM 613597 (FJ214343)
Micromonosporasp. S1510 (KF494804)
Plantactinospora siamensis CM2-8" (AB454379)
Micromonosporasp. S2508B (JQ864434)
Micromonospora spongicola S3-1" (AB645957)
Micromonospora narathiwatensis BTG4-1"(AB193559)
Micromonospora eburnea LK2-10"(AB107231)
Micromonospora chalceaDSM 43818 (X92609)
Micromonospora yangpuensisFXJ6.0117(GU002071)
Micromonospora echinaurantiaca DSM 43904 (X92618)
Micromonospora viridifaciens DSM 43909 (X92623) S—
Micromonospora pallida DSM 438177 (X92608)
Micromonospora sagamiensis DSM 439127 (X92624)
Micromonospora inyonensis DSM 46123" (X92629) B GRUBU
Micromonosporasp. S2510 (KF494806)
Micromonosporasp. DS3003 (KF494803)
Micromonosporasp. S3807(KJ782566)
Micromonosporasp.DS3002 (KJ782563)
Micromonosporasp.51802 (KJ782565)
Micromonosporasp.S3301(KJ782564)
Micromonospora tulbaghiae TVU1T(EU196562)
L———Micromonosporasp.S3502(KJ782562)
Micromonospora rosaria DSM 803"(X92631)
Micromonospora inositola DSM 43819 (X92610)
Micromonospora fulviviridis DSM 43906 (X92620)
Micromonospora halotolerans CR18" (FN658652)
Micromonosporasp. S2905 (KJ782561)
Micromonospora chersina DSM 441517(X92628)
Micromonospora endolithica AA459"(AJ560635)
Micromonospora cremeaCR30" (FN658654)
99! Micromonospora coriariae NAROL" (AJ784008)
Micromonospora peucetia DSM 433637 (X92603)

Asanoa iriomotensis TT 97-027 (AB112081)
C.citreaDSM 440977 (X93197) —

0.005
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Sekil 4.7.Sekans1 yapilan Micromonospora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine dayali
filogenetik iligkilerini gosteren dendogram. Neighbor-joining algoritmasina gore ¢izilmis
agacta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma noktalari igin bootstrap degerleri verildi.

Niikleotit pozisyon degisimi 0.005°dir.
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Micromonospora rifamycinica AM105" (AY561829)
Micromonosporasp. S2516 (KF494807)
Micromonosporasp. S$1602 (KJ782559)
————Micromonospora wenchangensis 2602GPT1-05" (JQ768361)

Micromonospora schwarzwaldensis HK10641™ (KC517406)
Micromonospora haikouensis 2326177 (GU130129)
——Micromonospora siamensis TT2-4T (AB193565)
,—Micromonosporasp. S4803 (KF494809)
99| |Micromonosporasp. S3802 (KF818388)
9 IMicromonosporasp. S3815 (KF494811)
Micromonospora maoerensis NEAU-MES19" (KC469639)
Micromonospora matsumotoense IMSNU 22003 (AF152109)
Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217(X92611)
Micromonospora coxensis 2-30-b/28(AB241455)
Micromonospora halophytica DSM 43026"(X92601)
Micromonospora humi P0402" (GU459068)
98 Micromonospora aurantiaca ATCC 27029" (CP002162)
Micromonnsnarasn NS0T (K.1782560)
Micromonospora chalcea DSM 430267 (X92594)
Micromonospora marina JSM1-1T(AB196712)
Micromonospora maritima D10-9-5" (HQ704071)
| 53 Micromonospora sediminicola SH2-13" (AB609325)
4|——Micromonosp0ra krabiensis MA-2" (AB196716)
I Micromonospora carbonacea subsp. aurantiaca DSM 43815" (X92606)
98 |—Microm0nosp0rasp. S2911 (KF494812)
Micromonosporasp. S2909 (JN989296)
Micromonospora mirobrigensisWA201T (AJ626950)
H Micromonnsnarasn S4R0N5 (KF494810)

= |Micromonosporasp. S2903 (JN989305)
Micromonosporasp. S2904 (KF818391)

Micromonospora lupini lupac 14N" (AJ783996)

Micromonosporasp. S4402 (KJ782558)

Micromonosporasp. S2509 (KF494805)

Micromonosporasp. S2518 (KF494808)

Micromonospora chokoriensis 2-19/6T (AB241454)

Micromonosporasp. S4602 (KJ782556)

Micromonospora sp. S4401 (KJ782554)

Micromonospora sp. DS3010 (KF494813)

Micromonosporasp. DS3005 (KJ782552)

60 | 98 [IMicromonospora sp. DS3012 (KJ782553)

Micromonospora sp. S3806 (KJ782551)

Micromonospora saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)

——Micromonospora jinlongensis NEAU-GRX11" (KC134254)

97 {Micromonospora zamorensis CR38" (FN658656)

3 Micromonosporasp. S2901 (KF818390)
9

99

50

85 IMicromonosporasp. S4404 (KJ782555)
Micromonosporasp. S4606 (KJ782557)

Catellatospora citrea DSM 440977 (X93197)

0.005

Sekil 4.8.Sekans1 yapilan Micromonospora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi

analizine dayal1 filogenetik iliskilerini gosteren dendogram (A grubu). Neighbor-
joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin {izerinde desteklenen
dallanma noktalar1 igin bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi
0.005’dir.

96

S—

A GRUBU




Cizelge 4.7.Micromonosporacinsine ait izolatlarin A grubunun 16S rRNA sekansina bagli
benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

No | isim Gen Bank % benzerlik | Nt. fark
Micromonospora sp. DS3005 izolati

1 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ78399 99,93 1/1455
2 Micromonospora chokoriensis 2-19/67 AB241454 99,52 7/1454
3 Micromonospora zamorensis CR38" FN658656 99,16 12/1429
Micromonospora sp. DS3012 izolat1

1 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ78399 99,93 1/1455
2 Micromonospora chokoriensis 2-19/67 AB241454 99,52 7/1454
3 Micromonospora zamorensis CR38" FN658656 99,16 12/1429
Micromonospora sp. S3806 izolati

1 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ78399 99,59 6/1463
2 Micromonospora chokoriensis 2-19/67 AB241454 99,18 12/1462
3 Micromonospora zamorensis CR38" FN658656 98,82 17/1437
Micromonospora sp. S4401 izolati

1 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ78399 99,52 7/1463
2 Micromonospora chokoriensis 2-19/6" AB241454 98,98 15/1469
3 Micromonospora krabiensis MA-2T AB196716 98,61 20/1436
Micromonospora sp. DS3010 izolati

1 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ783993 99,45 8/1460
2 Micromonospora chokoriensis 2-19/67 AB241454 99,38 9/1459
3 Micromonospora jinlongensis NEAU-GRX11" KC134254 98,77 18/1460
Micromonospora sp. S4404 izolati

1 Micromonospora jinlongensis NEAU-GRX11" KC134254 99,59 6/1457
2 Micromonospora zamorensis CR38" FN658656 99,58 6/1433
3 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ78399 99,45 8/1457
Micromonospora sp. S4606 izolati

1 Micromonospora jinlongensis NEAU-GRX11" KC134254 99,52 7/1457
2 Micromonospora zamorensis CR38" FN658656 99,51 7/1433
3 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ78399 99,38 9/1457
Micromonospora sp. S4602 izolati

1 Micromonospora chokoriensis 2-19/67 AB241454 99,59 6/1456
2 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ78399 99,18 12/1457
3 Micromonospora lupini lupac 14N" AJ783996 98,95 15/1431
Micromonospora sp. S4402 izolati

1 Micromonospora lupini lupac 14N" AJ783996 99,65 5/1429
2 Micromonospora chokoriensis 2-19/67 AB241454 99,59 6/1454
3 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ78399 99,31 10/1455
Micromonospora sp. S2509 izolat1

1 Micromonospora chokoriensis 2-19/67 AB241454 99,05 14/1469
2 Micromonospora marina JSM1-17 AB196712 99,03 14/1437
3 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ783993 98,97 15/1462
Micromonospora sp. S2518 izolati

1 Micromonospora chokoriensis 2-19/6" AB241454 98,91 16/1462
2 Micromonospora lupini lupac 14N" AJ783996 98,89 16/1437
3 Micromonospora siamensis TT2-47 AB193565 98,87 16/1417
Micromonospora sp. S4605 izolati

1 Micromonospora coxensis 2-30-b/28" AB241455 98,97 15/1462
2 Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217 X92611 98,84 17/1462
3 Micromonospora aurantiaca ATCC 270297 CP002162 98,84 17/1461
Micromonospora sp. S2901 izolati

1 Micromonospora marina JSM1-1" AB196712 98,61 20/1437
2 Micromonospora krabiensis MA-2" AB196716 98,61 20/1436
3 Micromonospora siamensis TT2-4" AB193565 98,52 21/1417
Micromonospora sp. S2903 izolati

1 Micromonospora coxensis 2-30-h/287 AB241455 98,97 15/1459
2 Micromonospora halophytica DSM 431717 X92601 98,83 17/1459
3 Micromonospora maritima D10-9-5" HQ704071 98,83 17/1459
Micromonospora sp. S2904 izolati

1 Micromonospora coxensis 2-30-h/287 AB241455 98,97 15/1459
2 Micromonospora halophytica DSM 431717 X92601 98,83 17/1459
3 Micromonospora maritima D10-9-5" HQ704071 98,83 17/1459
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Cizelge 4.7 (devam).Micromonosporacinsine ait izolatlarin A grubunun 16S rRNA
sekansina bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

No | isim Gen Bank % benzerlik | Nt. fark
Micromonospora sp. S3802 izolat1

1 Micromonospora coxensis 2-30-b/28" AB241455 99,25 11/1460
2 Micromonospora siamensis TT2-47 AB193565 99,15 12/1417
3 Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217 X92611 99,11 13/1460
Micromonospora sp. S3815 izolati

1 Micromonospora coxensis 2-30-b/28" AB241455 99,25 11/1460
2 Micromonospora siamensis TT2-4" AB193565 99,15 12/1417
3 Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217 X92611 99,11 13/1460
Micromonospora sp. S4803 izolati

1 Micromonospora siamensis TT2-4" AB193565 99,15 12/1417
2 Micromonospora coxensis 2-30-b/28" AB241455 99,11 13/1460
3 Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217 X92611 98,97 15/1460
Micromonospora sp. S1602 izolati

1 Micromonospora rifamycinica AM105" AY561829 99,38 9/1454
2 Micromonospora wenchangensis 2602GPT1-05" JQ768361 99,24 11/1455
3 Micromonospora matsumotoense IMSNU 220037 AF152109 98,76 18/1455
Micromonospora sp. S2516 izolati

1 Micromonospora rifamycinica AM105" AY561829 99,25 11/1461
2 Micromonospora wenchangensis 2602GPT1-05" JQ768361 99,04 14/1462
3 Micromonospora krabiensis MA-2T AB196716 98,68 19/1436
Micromonospora sp. DS3001 izolati

1 Micromonospora aurantiaca ATCC 270297 CP002162 100 0/1455
2 Micromonospora marina JSM1-1" AB196712 99,65 5/1437
3 Micromonospora maritima D10-9-5" HQ704071 99,59 6/1455
Micromonospora sp. S2909 izolat1

1 Micromonospora coerulea DSM 431437 X92598 99,18 12/1458
2 Micromonospora kangleipakensis MBRL 347 JN560152 98,94 15/1420
3 Micromonospora chaiyaphumensis MC5-17 AB196710 98,82 17/1436
Micromonospora sp. S2911 izolati

1 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" AJ783993 98,84 17/1463
2 Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217 X92611 98,64 20/1468
3 Micromonospora coxensis 2-30-b/28" AB241455 98,57 21/1471
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98 Micromonospora cremeaCR30"(FN658654)
Micromonospora coriariae NARO1" (AJ784008)
Micromonospora endolithica AA459"(AJ560635)
Micromonospora chersina DSM 441517(X92628)
Micromonospora halotolerans CR18" (FN658652)
Micromonosporasp. S2905 (KJ782561)
Micromonospora fulviviridis DSM 43906"(X92620)
Micromonospora rosaria DSM 803"(X92631)
——Micromonosporasp. S3502 (KJ782562)
Micromonospora tulbaghiae TVU1"(EU196562)
Micromonosporasp. S3301 (KJ782564)
5 Micromonosporasp.S1802 (KJ782565)
Micromonosporasp. S3807 (KJ782566)
Micromonosporasp. DS3002 (KJ782563)
Micromonospora inositola DSM 438197 (X92610)
Micromonosporasp. DS3003 (KF494803)
Micromonosporasp. S2510 (KF494806)
Micromonospora sagamiensis DSM 439127 (X92624)
Micromonospora inyonensis DSM 46123" (X92629)
Micromonospora narathiwatensis BTG4-1T(AB193559)
Micromonospora eburnea LK2-10"(AB107231)
Micromonospora rhizosphaerae 211018" (F1261956)
Micromonosporasp. DS3186 (JN989295)
Micromonospora olivasterospora DSM 43868" (X92613) —
Micromonospora avicenniae2685R06"(JQ867183) B GRUBU
Micromonospora equina Y22" (JF912511)
Micromonospora viridifaciens DSM 439097 (X92623)
Micromonospora echinaurantiaca DSM 439047 (X92618)
Micromonospora pallida DSM 438177 (X92608)
Micromonospora chalceaDSM 438187 (X92609)
Micromonospora yangpuensisFXJ6.011T(GU002071)
Micromonospora spongicola S3-17 (AB645957)
Micromonosporasp. S1510 (KF494804)
Plantactinospora endophytica Y 1M 68255" (GQ494033)
Plantactinospora mayteni YIM 613597 (F1214343)
Plantactinospora siamensis CM2-8" (AB454379)
Micromonosporasp. S2508B (JQ864434)
Micromonospora pattaloongensis TJ2-2"(AB275607)

%5 Micromonospora pisiGUI 15" (AM944497)
E‘Eicromonospora sonneratiae 274745" (JQ619535)
81 Micromonospora polyrhachis NEAU-ycm2" (KC139400)

Micromonospora citrea DSM 43903" (X92617)
‘,_}Micromonospora auratinigra TT1-117 (AB159779)
52 Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1" (AB196710)
Micromonospora peucetia DSM 43363 (X92603)
Asanoa iriomotensis TT 97-027 (AB112081)
Catellatospora citrea DSM 440977 (X93197)
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0.005

Sekil 4.9.Sekansi yapilan Micromonosporacinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi
analizine dayali filogenetik iligkilerini gosteren dendogram (B grubu).
Neighbor-joining algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin {izerinde
desteklenen dallanma noktalar1 igin bootstrap degerleri verildi. Niikleotit
pozisyon degisimi 0.005’dir.
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Cizelge 4.8.Micromonospora cinsine ait izolatlarin B grubunun 16S rRNA sekansina bagli
benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

No  lIsim Gen Bank % benzerlik | Nt. farka
Micromonospora sp. DS3186 izolati

1 Micromonospora olivasterospora DSM 43868" X92613 98,97 15/1452
2 Micromonospora equina Y227 JF912511 98,84 16/1375
3 Micromonospora rhizosphaerae 2110187 FJ261956 98,83 17/1452
Micromonospora sp. S1510 izolati

1 Micromonospora equina Y22' JF912511 98,25 24/1375
2 Micromonospora spongicola S3-17 AB645957 98,01 29/1455
3 Micromonospora eburnea LK2-10" AB107231 97,86 31/1451
Micromonospora sp. S2508B izolati

1 Micromonospora eburnea LK2-10" AB107231 98,83 17/1451
2 Micromonospora spongicola $3-17 AB645957 98,76 18/1455
3 Plantactinospora mayteni Y 1M 61359" FJ214343 98,46 22/1427
Micromonospora sp. S2510 izolat1

1 Micromonospora citrea DSM 43903" X92617 99,45 8/1457
2 Micromonospora eburnea LK2-10" AB107231 99,38 9/1451
3 Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1" AB196710 99,30 10/1436
Micromonospora sp. DS3003 izolati

1 Micromonospora eburnea LK2-10" AB107231 99,03 14/1449
2 Micromonospora narathiwatensis BTG4-1" AB193559 98,97 15/1454
3 Micromonospora inositola DSM 438197 X92610 98,90 16/1453
Micromonospora sp. S3807 izolat1

1 Micromonospora tulbaghiae TVU1" EU196562 100 0/1381
2 Micromonospora echinospora ATCC 158377 U58532 99,43 8/1408
3 Micromonospora endolithica DSM 443987 AJ560635 99,24 11/1453
Micromonospora sp. DS3002 izolati

1 Micromonospora tulbaghiae TVU1" EU196562 100 0/1381
2 Micromonospora echinospora ATCC 15837 U58532 99,43 8/1408
3 Micromonospora endolithicaDSM 443987 AJ560635 99,11 13/1454
Micromonospora sp. S1802 izolati

1 Micromonospora tulbaghiae TVU1" EU196562 100 0/1381
2 Micromonospora echinospora ATCC 158377 U58532 99,43 8/1408
3 Micromonospora endolithicaDSM 443987 AJ560635 99,04 14/1460
Micromonospora sp. S3301 izolati

1 Micromonospora tulbaghiae TVU1" EU196562 100 0/1381
2 Micromonospora echinospora ATCC 158377 U58532 99,43 8/1408
3 Micromonospora endolithica DSM 443987 AJ560635 99,04 14/1460
Micromonospora sp. S3502 izolat1

1 Micromonospora tulbaghiae TVU1" EU196562 99,42 8/1381
2 Micromonospora echinospora ATCC 158377 U58532 99,31 10/1454
3 Micromonospora chersina DSM 441517 X92628 99,17 12/1453
Micromonospora sp. S2905 izolat1

1 Micromonospora halotolerans CR18" FN658652 99,65 5/1430
2 Micromonospora endolithicaDSM 443987 AJ560635 99,52 711454
3 Micromonospora chersina DSM 441517 X92628 99,52 7/1453
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Streptomyces sp. S1108
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1
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99

Streptomyces sp. S1301

Streptomyces sp. S1101

2.
L ———Streptomyces sp. S1803 B grup

74| L—Streptomyces sp. S1701

Streptomyces sp. S1804

95 Streptomyces sp. S2801

100 |Streptomyces sp. 52802

57 L_streptomyces sp. S3801 -

Streptomyces hoynatensis $14127 (JQ582693)

3.grup
96

Streptomyces klenkiiS2704T (KF656772)

A. geliboluensis A8036™ (NR 109059)

—
0.01

Sekil 4.10.Sekans1 yapilan Streptomyces cinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine
dayali filogenetik iliskilerini  gosteren dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin lizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 igin bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01°dir.
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Cizelge 4.9. Streptomyces cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

S1601 S2201 54601 S4703 S1301 S1804 S1803 54403 S2517 S1701 OD307 |OD337 |S3501 S3703 | S2801
S1601 --- 48/1478 | 39/1405 |38/1475 |68/1480 |49/1480 |60/1477 |52/1290 |42/1478 |57/1478 |46/1481 |48/1464 |11/1345 |41/1479 | 48/1479
S2201 96,75 --- 11/1411 | 17/1486 | 78/1490 |54/1491 |64/1483 |21/1295 |64/1489 |61/1487 |56/1485 |52/1464 |53/1350 |63/1490 | 54/1481
S4601 97,22 99,22 --- 11/1407 | 75/1414 |46/1415 |57/1403 |17/1299 |60/1411 |55/1407 |49/1406 |46/1405 |47/1352 | 56/1415 | 48/1405
S4703 97,42 98,86 99,22 --- 66/1489 | 45/1489 |57/1480 |19/1289 |46/1488 |47/1484 |53/1482 |50/1461 |43/1344 | 46/1489 | 42/1478
S1301 95,41 94,77 94,70 95,57 --- 74/1498 | 63/1483 | 79/1299 |74/1507 |61/1488 |71/1486 |67/1465 |71/1352 |79/1508 | 55/1481
S1804 96,69 96,38 96,75 96,98 95,06 --- 29/1486 | 53/1300 |58/1495 |29/1492 |60/1486 |57/1465 |54/1353 |56/1498 | 30/1483
S1803 95,94 95,68 95,94 96,15 95,75 98,05 --- 65/1288 | 59/1482 |27/1486 |65/1484 |62/1463 |61/1343 |59/1483 | 30/1481
S4403 95,97 98,38 98,69 98,53 93,92 95,92 94,95 --- 66/1296 | 61/1292 |57/1291 |54/1290 |101/1409 |65/1307 | 57/1289
S2517 97,16 95,70 95,75 96,91 95,09 96,12 96,02 94,91 --- 48/1486 | 46/1487 |43/1466 |43/1349 |12/1512 | 58/1480
S1701 96,14 95,90 96,09 96,83 95,90 98,06 98,18 95,28 96,77 --- 64/1484 |61/1463 |59/1347 |48/1487 | 28/1481
0OD307 96,89 96,23 96,51 96,42 95,22 95,96 95,62 95,58 96,91 95,69 - 2/1469 | 51/1346 |45/1488 | 66/1483
OD337 96,72 96,45 96,73 96,58 95,43 96,11 95,76 95,81 97,07 95,83 99,86 - 48/1345 | 42/1467 | 63/1465
S3501 99,18 96,07 96,52 96,80 94,75 96,01 95,46 92,83 96,81 95,62 96,21 96,43 === 41/1360 | 50/1344
S3703 97,23 95,77 96,04 96,91 94,76 96,26 96,02 95,03 99,21 96,77 96,98 97,14 96,99 --- 57/1481
S2801 96,75 96,35 96,58 97,16 96,29 97,98 97,97 95,58 96,08 98,11 95,55 95,70 96,28 96,15 ===
S2802 96,89 96,03 96,23 96,83 95,90 97,65 97,78 95,20 95,76 97,78 95,76 95,56 95,91 95,83 99,80
S3801 96,89 96,08 96,30 96,89 96,15 97,84 97,70 95,26 95,94 97,84 95,75 95,56 96,13 96,01 99,73
S3812 97,02 95,28 95,74 95,40 93,82 94,69 94,65 94,89 95,09 94,26 95,20 95,40 97,10 95,09 95,05
S4702 95,71 95,72 95,81 96,53 96,20 95,87 95,51 95,05 96,67 96,47 96,67 96,79 95,32 96,74 95,92
S1412 94,19 94,69 94,97 95,16 94,56 93,68 93,99 94,21 93,75 93,87 94,35 94,54 94,08 93,75 94,07
S2704 95,07 94,63 94,83 94,90 94,69 94,26 93,80 93,67 93,84 93,83 94,76 94,96 94,60 93,71 94,67
SD308 98,58 96,54 96,79 96,94 95,53 96,48 96,06 95,72 96,81 95,66 96,75 96,84 98,06 96,74 96,47
S3101 99,80 96,64 96,97 97,38 94,43 96,40 95,95 95,27 96,05 96,17 96,63 96,79 98,61 96,45 96,82
S1109 95,54 94,83 95,24 96,03 99,53 95,84 95,95 94,20 95,84 96,24 95,29 95,43 95,11 95,77 96,42
S1108 95,61 94,83 95,25 96,03 98,74 95,72 95,95 94,22 95,22 96,24 95,49 95,63 95,19 95,22 96,42
S1103 95,50 94,88 95,22 95,90 99,66 95,71 95,90 94,18 95,84 96,18 95,37 95,42 95,09 95,77 96,32
S1101 95,33 95,29 95,67 95,97 97,34 95,24 96,02 94,43 95,14 96,03 95,16 95,43 94,96 95,07 96,62
S2406 97,16 95,84 95,88 96,84 95,44 96,31 96,22 95,21 99,60 96,97 96,91 97,07 96,89 99,73 96,22
A.geliboluensis | 89,75 89,65 89,80 89,97 89,81 90,29 89,68 89,04 90,02 90,60 89,44 89,63 89,26 90,23 89,76
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Cizelge 4.9 (devam). Streptomyces cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

52802 S3801 53812 54702 S1412 S2704 SD308 S3101 S1109 S1108 S1103 S1101 S2406 A.geliboluensis

S1601 46/1479 | 46/1479 | 44/1475 | 63/1469 |85/1463 | 73/1481 |21/1475 |3/1482 66/1480 | 65/1480 | 66/1466 | 69/1479 |42/1478 | 149/1453
S2201 59/1486 | 58/1480 | 70/1482 |63/1473 |78/1470 |80/1491 |51/1473 |50/1489 |77/1489 |[77/1490 |75/1465 |70/1487 |62/1489 |151/1459
54601 53/1407 | 52/1404 | 60/1407 | 59/1407 | 71/1411 |73/1411 |45/1400 |43/1417 |67/1409 |[67/1412 |67/1403 |61/1408 |58/1409 | 143/1402
S4703 47/1483 | 46/1477 | 68/1479 |51/1470 |71/1467 |76/1490 |45/1470 |39/1488 |59/1486 |59/1488 |60/1462 |60/1487 |47/1485 |146/1455
S1301 61/1486 | 57/1480 |92/1488 |56/1475 [80/1471 |80/1507 |66/1475 |84/1508 |7/1493 19/1508 | 5/1469 40/1502 | 68/1492 | 149/1462
51804 35/1488 | 32/1482 | 79/1489 | 61/1476 | 93/1472 |86/1497 |52/1476 |54/1498 |62/1491 |64/1496 |63/1467 |71/1491 |55/1491 |142/1462
S1803 33/1484 | 34/1480 | 79/1476 | 66/1470 |88/1464 |92/1484 |58/1472 |60/1482 |60/1483 |60/1483 |60/1464 |59/1482 |56/1482 |150/1453
54403 62/1291 | 61/1288 | 66/1292 | 64/1292 | 75/1296 |82/1296 |55/1285 |62/1312 |75/1294 [75/1297 |75/1288 |72/1293 |62/1294 |141/1287
S2517 63/1485 | 60/1479 | 73/1486 | 49/1473 |92/1471 |93/1510 |47/1473 |60/1518 |62/1490 |72/1507 |61/1466 |73/1501 |6/1495 146/1463
S1701 33/1486 | 32/1480 |85/1481 |52/1474 |90/1468 |92/1490 |64/1474 |57/1487 |56/1488 |56/1488 |56/1465 |59/1486 |45/1486 | 137/1457
0OD307 63/1486 | 63/1482 | 71/1478 | 49/1473 | 83/1468 | 78/1488 |48/1475 |50/1485 |70/1486 |67/1486 |68/1468 | 72/1487 |46/1487 | 154/1458
0OD337 65/1465 | 65/1465 | 67/1457 | 47/1465 |80/1466 |74/1467 |46/1457 |47/1464 | 67/1465 |64/1465 |67/1464 |67/1467 |43/1466 |151/1456
S3501 55/1346 | 52/1343 | 39/1345 |63/1347 |80/1351 |73/1351 |26/1340 |19/1364 |66/1349 |[65/1351 |66/1343 |68/1348 |42/1349 |144/1341
S3703 62/1486 | 59/1480 | 73/1487 | 48/1474 | 92/1472 | 95/1510 | 48/1474 |54/1521 | 63/1490 |72/1507 | 62/1466 | 74/1501 | 4/1495 143/1464
S2801 3/1483 4/1482 73/1474 | 60/1472 | 87/1466 | 79/1482 | 52/1474 |47/1480 |53/1481 |53/1481 |54/1466 |50/1480 |56/1480 | 149/1455
52802 --- 2/1482 78/1479 | 64/1474 | 92/1468 | 85/1487 | 54/1475 |52/1485 |58/1486 |58/1486 |55/1466 |56/1485 |61/1485 | 154/1457
S3801 99,87 --- 75/1473 | 61/1471 | 89/1465 |81/1481 |53/1473 |49/1479 |55/1480 |55/1480 |55/1466 |54/1479 |58/1479 |151/1454
S3812 94,73 94,91 --- 86/1467 | 97/1463 | 98/1487 | 25/1477 | 49/1490 |88/1483 |93/1487 |85/1459 |90/1482 |70/1483 |178/1458
S4702 95,66 95,85 94,14 --- 84/1468 | 76/1476 | 67/1465 |63/1473 | 57/1475 |56/1475 |57/1468 | 60/1475 |47/1473 | 146/1458
S1412 93,73 93,92 93,37 94,28 --- 62/1474 | 82/1458 | 84/1470 |76/1469 |77/1471 |76/1463 |85/1469 |93/1471 |152/1463
S2704 94,28 94,53 93,41 94,85 95,79 --- 71/1476 | 85/1509 | 79/1492 | 90/1508 | 76/1468 |84/1502 |85/1494 | 148/1465
SD308 96,34 96,40 98,31 95,43 94,38 95,19 --- 22/1477 | 66/1475 | 68/1475 | 65/1459 | 66/1474 | 49/1473 | 157/1452
S3101 96,50 96,69 96,71 95,72 94,29 94,37 98,51 --- 65/1490 | 76/1507 | 66/1466 | 75/1499 |45/1490 |150/1461
S1109 96,10 96,28 94,07 96,14 94,83 94,71 95,53 95,64 - 3/1493 3/1469 33/1491 | 64/1490 | 144/1459
S1108 96,10 96,28 93,75 96,20 94,77 94,03 95,39 94,96 99,80 - 6/1469 39/1501 | 65/1492 | 144/1462
S1103 96,25 96,25 94,17 96,12 94,81 94,82 95,54 95,50 99,80 99,59 — 30/1469 | 61/1466 | 146/1453
S1101 96,23 96,35 93,93 95,93 94,21 9441 95,52 95,00 97,79 97,40 97,96 - 69/1490 | 154/1459
S2406 95,89 96,08 95,28 96,81 93,68 94,31 96,67 96,98 95,70 95,64 95,84 95,37 — 142/1462
A.geliboluensis | 89,43 89,61 87,79 89,99 89,61 89,90 89,19 89,73 90,13 90,15 89,95 89,44 90,29 ---
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S. castelarensis DSM 408307 (AY508511)
64/Streptomyces sp. S1601
S. mordarskii NRRL B-1346"(EF408735)
511'streptomyces sp. S3101
S.sporoclivatus NBRC 100767 (AB249934)
. antimycoticus NBRC 12839" (AB184185)
S. melanosporofaciens NBRC 130617 (AB184283)
Streptomyces sp. S3501
S. rhizosphaericus NBRC 1007787 (NR 041415)
Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779" (AB249942)
S. malaysiensis NBRC 16446 (JX968805)
93| [Streptomyces sp. SD308
99 Streptomyces sp. S3812 (KF818389)
515, samsunensis M1463" (EU077190)
S. rapamycinicus NRRL B-5491" (EF408733)
S. iranensis HM 357 (F1472862)
861S. sparsogenes NBRC 13086" (AB184301)
S. cuspidosporus NBRC 123787 (AB184090)
S. sparsogenes NRRL 2940" (AJ391817)
Streptomyces sp. S2406
Streptomyces bingchenggensis BCW-1T(NR 074824)
Streptomyces sp. S3703
S. aldersoniae NRRL 18513 (EU170123)
Streptomyces sp. S2517
98;S. rimosus subsp. paromomycinus DSM 41429" (AJ621610)
S. chrestomyceticus DSM 40545 (AJ621609)
S. albofaciens JCM 43427 (AB045880)
S. albulus ISP 54927 (AB024440)
S. noursei NBRC 15452 (AB184678)
65| —Streptomyces albospinusNBRC 13846"(NR 112418)
90| [~S- staurosporininus BK179" (FR692111)
95(S. nigrescens NBRC 12894" (AB184225)
65$. libani subsp. libani NBRC 134527 (AB184414)
[s. abikoensis NBRC 13860"(AB184537)
97—S. morookaense LMG 20074" (AJ781349)
S. cocklensis BK168" (FR692107)
S. ginglanensis 1722057 (HQ660227)
S. marinus DSM 419707 (AB473556)
Streptomyces abyssalisYIM M 10400"(HQ585121)
Streptomyces sp. S4702(JN989306)
Streptomyces cacaoi subsp. cacaciNBRC 12748T(NR 041061)
Streptomyces sp. OD307
Streptomyces sp. OD337
Streptomycesalbus subsp. albusNRRL B-236" (DQ026669)
S. thermocoprophilus B19" (AJ007402)
S. somaliensis DSM 407387 (AJ007403)
74 S.ruber NBRC 146007 (AB184604)
65 S. fimbriatus NBRC 154117 (AB184659)
993, carpinensis NBRC 14214 (AB184574)
S. synnematoformans S155" (EF121313)
Streptomyces sp. S4703
54 Streptomyces sp. S2201
96| [Streptomyces sp. S4601
67/S- aculeolatus NBRC 14824T(AB184624)
Streptomyces sp. S4403
A. geliboluensis A8036" (NR 109059)

—
0.01

Sekil 4.11.Sekans1 yapilanStreptomycescinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine
dayali filogenetik iligkilerini gosteren dendogram (1. grup). Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin {izerinde desteklenen dallanma
noktalari igin bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01’dir.
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Cizelge 4.10.Streptomyces cinsine ait izolatlarin 1. grubunun 16S rRNA sekansina bagl
benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

No  isim Gen Bank % benzerlik | Nt. farki
S1601 izolat1

1 Streptomyces sporoclivatus NBRC 100767" AB249934 99,80 3/1465
2 Streptomyces antimycoticusNBRC 12839" AB184185 99,79 3/1461
3 Streptomyces castelarensisDSM 408307 AY508511 99,79 3/1461
S3101 izolat1

1 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 AB249934 99,93 1/1465
2 Streptomyces antimycoticusNBRC 12839" AB184185 99,93 1/1461
3 Streptomyces castelarensisDSM 40830" AY508511 99,86 2/1461
S3501 izolat1

1 Streptomyces sporoclivatus NBRC 1007677 AB249934 99,85 2/1344
2 Streptomyces antimycoticusNBRC 128397 AB184185 99,85 2/1343
3 Streptomyces melanosporofaciens NBRC 130617 AB184283 99,78 3/1341
S3812 izolat1

1 Streptomyces samsunensis M1463" EU077190 98,47 22/1441
2 Streptomyces malaysiensis NBRC 164467 AB249918 97,85 31/1444
3 Streptomyces rhizosphaericus NBRC 100778" AB249941 97,39 38/1458
SD308 izolat

1 Streptomyces samsunensis M1463" EU077190 100 0/1441
2 Streptomyces malaysiensis NBRC 16446" AB249918 99,38 9/1444
3 Streptomyces rhizosphaericus NBRC 100778" AB249941 98,90 16/1458
S2406 izolat1

1 Streptomyces bingchenggensis BCW-17 CP002047 99,32 10/1474
2 Streptomyces sparsogenes NBRC 130867 AB184301 99,24 11/1452
3 Streptomyces aldersoniae NRRL 185137 EU170123 99,23 11/1436
S2517 izolat1

1 Streptomyces aldersoniae NRRL 185137 EU17012 99,37 9/1436
2 Streptomyces sparsogenes NBRC 130867 AB184301 99,24 11/1452
3 Streptomyces bingchenggensis BCW-17 CP002047 99,19 12/1476
S3703 izolat1

1 Streptomyces aldersoniae NRRL 185137 EU17012 99,30 10/1436
2 Streptomyces sparsogenes NBRC 130867 AB184301 99,17 12/1452
3 Streptomyces cuspidosporus NBRC 123787 AB184090 99,03 14/1440
OD307 izolati

1 Streptomyces albus NRRL B-2365" DQ026669 99,93 1/1471
2 Streptomyces ginglanensis 172205" HQ660227 98,23 26/1467
3 Streptomyces sclerotialus DSM 430327 AJ621608 98,02 29/1463
OD337 izolati

1 Streptomyces albus NRRL B-2365" DQ026669 99,93 1/1471
2 Streptomyces ginglanensis 172205" HQ660227 98,23 26/1467
3 Streptomyces sclerotialus DSM 430327 AJ621608 98,02 29/1463
S4703 izolat1

1 Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 AB184624 99,31 10/1448
2 Streptomyces synnematoformans S155" EF121313 98,99 14/1385
3 Streptomyces morookaense LMG 20074" AJ781349 98,08 28/1457
S2201 izolat1

1 Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 AB184624 99,52 7/1455
2 Streptomyces albospinus NBRC 13846 AB184527 97,22 40/1439
3 Streptomyces yogyakartensis NBRC 1007797 AB249942 97,20 41/1464
S4601 izolat1

1 Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 AB184624 99,79 3/1396
2 Streptomyces synnematoformans S155" EF121313 98,43 21/1340
3 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 127487 = AB184115 97,86 30/1403
S4403 izolat1

1 Streptomyces aculeolatus NBRC 14824 AB184624 99,45 7/1283
2 Streptomyces synnematoformans S155" EF121313 97,18 36/1275
3 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 127487 = AB184115 96,98 39/1290
S4702 izolat1

1 Streptomyces ginglanensis 172205" HQ660227 97,58 32/1470
2 Streptomyces marinus DSM 419707 AB47355 97,59 35/1451
3 Streptomyces abyssalis YIM M 104007 HQ585121 97,53 36/1460
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—
0.01

S. collinus NBRC 127597(AB184123)
S. violaceochromogenes IFO 131007 (AY999867)
Streptomyces sp. S1803
S. violaceochromogenes NBRC 13100"(AB184312)
S. ambofaciens ATCC 238777 (M27245)
S. griseoflavus LMG 19344" (AJ781322)
67—3 longispororuber NBRC 13488 (AB184440)
S. coerulescens ISP 51467 (AY999720)
S. cellulosae NBRC 130277 (AB184265)
S. lusitanus NBRC 134647(AB184424)
59_|Streptomyces sp. S1701
99%3. thermocarboxydus DSM 442937 (U94490)
S. indiaensis NBRC 13964" (AB184553)
76/ Streptomyces sp. S1804
S. malachitofuscus NBRC 13059 (AB184282)
S. djakartensis NBRC 15409 (AB184657)
S. tuirus NBRC 156177 (AB184690)
S. malachitospinus NBRC 101004 (AB249954)
641'S. parvulus NBRC 13193 (AB184326)
60_;S. pactum NBRC 13433" (AB184398)
995, olivaceus NBRC 12805" (AB249920)
S. fragilis NRRL 2424 (AY999917)
93—s_ pullii C2" (HE591384)
S. nogalater JCM 4799" (AB045886)
S. carpinensis NBRC 14214" (AB184574)
S. diastaticus subsp. diastaticus NBRC 3714" (AB184785)
S. koyangensis VK-A60" (AY079156)
82 ||Streptomyces sp. S3801
Streptomyces sp. S2801
. albidoflavus DSM 404557(Z76676)
. hydrogenans NBRC 13475" (AB184868)
.violascens ISP 5183T(AY999737)
Streptomyces sp. S2802
S.daghestanicus NRRL B-5418"(DQ442497)
S. somaliensis NBRC 129167 (AB184243)
S. variegatus LMG 203157 (AJ781371)
%E. fumigatiscleroticus NBRC 12999" (AB184248)
5 S. poonensis NBRC 12556" (AB184103)
—S. spectabilis NBRC 134247 (AB184393)
S.mashuensis DSM 402217 (X79323)
S.kasugaensis M338-M1" (AB024441)
51 S.cacaoi subsp. cacaoi NBRC 127487 (AB184115)

100/Streptomyces sp. S1101
S. xiamenensis MCCC 1A01550"(NR044035)
S. carpaticus NBRC 15390" (AB184641)

91

Streptomyces sp. S1103

10071Streptomyces sp. S1109

Streptomyces sp. S1108

S. harbinensis NEAU-Da3" (JQ750974)
S. cheonanensis VC-A46" (AY822606)
Streptomyces sp. S1301

A. geliboluensis A8036"(NR 109059)

50

Sekil 4.12.Sekans1 yapilan Streptomycescinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine
dayali filogenetik iligkilerini gosteren dendogram (2. grup). Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin {izerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01’dir.
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Cizelge 4.11.Streptomyces cinsine ait izolatlarin 2. grubununl6S rRNA sekansma bagl
benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

No isim Gen Bank % benzerlik Nt. farki
S1108 izolat1

1 Streptomyces carpaticus NBRC 153907 AB184641 99,79 3/1458
2 Streptomyces cheonanensis VC-A46" AY 822606 99,25 11/1469
3 Streptomyces harbinensis NEAU-Da3" JQ750974 99,19 12/1475
S1103 izolat1

1 Streptomyces carpaticus NBRC 153907 AB184641 99,79 3/1458
2 Streptomyces harbinensis NEAU-Da3" AY 822606 98,98 15/1466
3 Streptomyces cheonanensis VC-A46" AY 822606 98,84 17/1463
S1109 izolat1

1 Streptomyces carpaticus NBRC 153907 AB184641 99,86 2/1458
2 Streptomyces harbinensis NEAU-Da3" AY 822606 99,18 12/1472
3 Streptomyces cheonanensis VC-A46" AY 822606 99,05 14/1469
S1301 izolat1

1 Streptomyces carpaticus NBRC 153907 AB184641 99,79 3/1458
2 Streptomyces cheonanensis VC-A46" AY 822606 99,05 14/1469
3 Streptomyces harbinensis NEAU-Da3" JQ750974 98,98 15/1477
S1101 izolata

1 Streptomyces xiamenensis MCCC 1A01550" EF012099 99,52 7/1472
2 Streptomyces carpaticus NBRC 15390" AB184641 98,08 28/1458
3 Streptomyces harbinensis NEAU-Da3" JQ750974 97,62 35/1471
S1803 izolati

1 Streptomyces collinus NBRC 12759" AB184123 99,93 1/1452
2 Streptomyces violaceochromogenes NBRC13100" AB184312 99,79 3/1454
3 Streptomyces violaceochromogenes IFO 131007 AY999867 99,57 6/1389
S1701 izolat1

1 Streptomyces thermocarboxydus DSM 442937 = U94490 99,93 1/1466
2 Streptomyces lusitanus NBRC 134647 AB184424 99,58 6/1443
3 Streptomyces indiaensis NBRC 13964" AB184553 99,32 10/1463
S1804 izolat1

1 Streptomyces djakartensis NBRC 15409" AB184657 99,30 10/1435
2 Streptomyces malachitofuscus NBRC 13059 AB184282 99,25 11/1459
3 Streptomyces tuirus NBRC 156177 AB184690 99,17 12/1454
S2801 izolat1

1 Streptomyces somaliensis NBRC 12916 AB184243 100 0/1464
2 Streptomyces violascens ISP 51837 AY999737 100 0/1433
3 Streptomyces albidoflavus DSM 40455" 276676 100 0/1460
S2802 izolat1

1 Streptomyces albidoflavus DSM 404557 276676 100 0/1460
2 Streptomyces violascens ISP 51837 AY999737 100 0/1433
3 Streptomyces somaliensis NBRC 12916" AB184243 99,93 1/1464
S3801 izolat1

1 Streptomyces albidoflavus DSM 404557 276676 100 0/1460
2 Streptomyces violascens ISP 51837 AY999737 99,93 1/1433
3 Streptomyces somaliensis NBRC 12916 AB184243 99,80 3/1464
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S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NRRL 23877 (AB231803)
S. sporocinereus NBRC 100766" (AB249933)
S. endus NRRL 23397 (AY999911)
S. demainii NRRL B-1478T (DQ334782)
S. iranensis HM 35" (F1472862)
S. albiflaviniger NRRL B-1356" (AJ391812)
S. yogyakartensis NBRC 100779 (AB249942)
S. javensis NBRC 1007777 (AB249940)
S. violaceusniger NBRC 13459 (AB184420)

S. rhizosphaericus NBRC 1007787 (AB249941)

S. samsunensis M1463" (EU077190)
77 S. melanosporofaciens NBRC 13061 (AB184283)

100l sporoclivatus NBRC 100767 (AB249934)

77S. antimycoticus NBRC 12839" (AB184185)
LS. yogyakartensis C4R3" (AJ391827)
S. aculeolatus NBRC 14824 (AB184624)
1— S. tateyamensis DSM 41969" (AB473555)
. sannanensis NRRL B-24303" (AY999924)
S. ginglanensis 172205" (HQ660227)
S. cacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748" (AB184115)
S.pharmamarensis PM267" (FR693804)
S. abyssalis YIM M 10400" (HQ585121)
S. panacagri Gsoil 519" (AB245388)
S. sodiiphilus YIM 80305 (AY236339)
S. carpaticus NBRC 15390" (AB184641)
—S. thermoalcalitolerans NBRC 163227 (AB249909)
100_F. thermovulgaris NBRC 16609" (AB249975)
100l's. thermogriseus NBRC 1007727 (AB249980)
StreptomycesklenkiiS2704T (KF656772)
Streptomyces hoynatensis S14127 (JQ582693)
100 —S- zhaozhouensis NEAU-LZS-5" (KC304791)

=5 514|js. sedi YIM 65188" (EU925562)
S. specialis GW 41-1564" (AM934703)

S. avicenniae MCCC 1A01535" (EU399234)
50 S. hainanensis YIM 476727 (AM398645)

4100Ls. mayteni YIM 604757 (EU200683)

A. geliboluensis A8036" (NR 109059)

99

72

92

71

67

—o
0.01

Sekil 4.13.Sekansi yapilanStreptomycescinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine
dayali filogenetik iliskilerini gosteren dendogram (3. grup). Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin lizerinde desteklenen dallanma

noktalar1 igin bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi
0.01"dir.
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Cizelge 4.12.Streptomyces cinsine ait izolatlarm 3. grubunun 16S rRNA sekansina bagh
benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

No = isim GenBank | % benzerlik = Nt. fark
StreptomycesklenkiiS2704" (KF656772)

1 Streptomyces specialis GW 41-1564" AM934703 @ 97,08 43/1472
2 Streptomyces hainanensis YIM 476727 AM398645 = 96,50 51/1456
3 Streptomyces avicenniae MCCC 1A01535" EU399234 | 96,40 53/1474
4 Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NRRL 23877 AB231803 95,97 59/1465
5 Streptomyces sporocinereus NBRC 100766" AB249933 | 95,97 59/1465
6 Streptomyces zhaozhouensis NEAU-LZS-5" KC304791 @ 95,87 61/1476
7 Streptomyces sedi YIM 651887 EU925562 95,86 59/1425
8 Streptomyces endus NRRL 23397 AY999911 | 95,86 61/1473
9 Streptomyces ginglanensis 172205" HQ660227 | 95,86 61/1473
10 | Streptomyces hoynatensis $14127 JQ582693 95,79 62/1474
11 | Streptomyces mayteni YIM 604757 EU200683 95,79 58/1378
12 | Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NBRC 127487 AB184115 @ 95,77 62/1466
13 | Streptomyces yogyakartensis NBRC 1007797 AB249942 | 95,70 63/1465
14 | Streptomyces javensis NBRC 1007777 AB249940 @ 95,70 63/1465
15 | Streptomyces violaceusniger NBRC 134597 AB184420 @ 95,69 63/1463

8o[~Saccharomonospora sp. S1402
78] “Saccharomonospora sp. $1102
Saccharomonospora sp. S1106
S. xinjiangensis DSM 443917 (AJ306300)
S. azurea NA-128T (AGIU02000033)
S. cyanea NA-134" (CM001440)
S. glauca K62"(AGJI01000003)
36 49 |Saccharomonospora sp. S2705
97

1015, viridis NCIB 96027 (Z38007)
S.marina XMU15" (FJ812357)
100 LrSaccharomonospora sp. DS3029
96'S. amisosensis DS3030" (JN989292)
S. paurometabolica YIM 90007T(AGIT01000102)
100—sS, halophila DSM 444117(AJ278497)

S. spinosa NRRL 18395T(AEYC01000092)
Amycolatopsis halophila YIM 932237 (F1606836)

0.005

Sekil 4.14.Sekansi yapilan Saccharomonospora cinsine ait izolatlarin16S rRNA gen dizi
analizine dayal filogenetik iliskilerini gosteren dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin ilizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 igin bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi
0.005"dir.
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Cizelge 4.13.Saccharomonospora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 |S1402 --- 21/1507 |10/1506 |54/1479 |57/1488 |50/1467 |22/1472 |40/1472 |53/1470 |27/1472 |59/1471 |83/1462 |10/1472 |56/1471 |54/1472
2 |S1106 98,61 --- 15/1507 | 53/1479 |59/1488 |51/1467 |27/1481 |43/1481 |57/1479 |30/1481 |63/1481 |86/1471 |13/1481 |59/1480 |59/1481
3 | S1102 99,34 99,00 --- 53/1479 |56/1488 |54/1466 |19/1471 |35/1471 |49/1469 |22/1471 |55/1471 |82/1461 |5/1471 |51/1470 |51/1471
4 | S2705 96,35 96,42 96,42 --- 86/1481 | 78/1468 |55/1468 |45/1467 |52/1464 |53/1466 |53/1466 |91/1459 |52/1466 |0/1468 | 80/1468
5 | DS3029 96,17 96,03 96,24 94,19 --- 3/1477 | 57/1469 |59/1468 |67/1467 |64/1467 |65/1469 |91/1464 |45/1467 |87/1489 |9/1475
6 | DS3030 96,38 96,32 96,32 94,41 99,80 --- 57/1468 |58/1467 |64/1466 |62/1466 |64/1467 |88/1463 |46/1467 |82/1467 |6/1475
7 | S. azurea 98,51 98,18 98,71 96,25 96,12 96,12 --- 30/1482 | 47/1479 |25/1481 |49/1477 |79/1473 |21/1471 |55/1468 |61/1481
8 |S.glauca 97,28 97,10 97,62 96,93 95,98 96,05 97,98 --- 50/1479 | 30/1481 |54/1477 |92/1472 |37/1471 |46/1467 |62/1480
9 |S.paurometabolica | 96,39 96,15 96,66 96,45 95,84 95,63 96,82 96,62 --- 47/1479 | 6/1477 | 84/1471 |54/1469 |54/1464 |69/1479
10 | S. cyanea 98,17 97,97 98,50 96,38 95,64 95,77 98,31 97,97 96,82 --- 49/1477 | 85/1471 |21/1471 |53/1466 |63/1479
11 | S. halophila 95,99 95,75 96,26 96,38 95,58 95,64 96,68 96,34 99,59 96,68 --- 85/1470 |54/1470 |55/1466 |69/1478
12 | S. spinosa 94,32 94,15 94,39 93,76 93,78 93,98 94,64 93,75 94,29 94,22 94,22 -—- 77/1461 |91/1459 |91/1477
13 | S. xinjiangensis 99,32 99,12 99,66 96,45 96,52 96,86 98,57 97,48 96,32 98,57 96,33 94,73 - 52/1485 | 50/1489
14 | S. viridis 96,19 96,01 96,53 100 94,16 94,41 96,25 96,86 96,31 96,38 96,25 93,76 96,50 --- 83/1489
15 | S.marina 96,33 96,02 96,53 94,55 99,39 99,46 95,88 95,81 95,33 95,74 95,33 93,84 96,64 94,43 ---
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\Verrucosispora sp. S2427

s1/Verrucosispora sp.OD175
Verrucosispora sp.S1812
V.gifhornensis DSM 443377 (Y15523)
V. maris AB-18-032" (AY528866)
\Verrucosispora sp.S3810

V. fiedleri MG-37" (JQ423921)
ge||Verrucosispora sp.S2506

V.andamanensis SP03-05"(JX524154)

V. wenchangensis 2344027 (HQ123435)
V. sediminis MS426" (EU870859)
V. lutea YIM 013" (EF191199)

V. giuviae RtI147T (EU427445)

S. asparaginophilaYIM90007" (AF540959)

98

||
0.01

Sekil 4.15.Sekans1 yapilan Verrucosispora cinsine ait izolatlarin16S rRNA gen dizi analizine
dayali filogenetik iliskilerini gosteren dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin ilizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01’dir.

16S rRNA gen dizi analizine gore S1812 izolati, S2427 izolatina % 99,66 (5/1490)
benzerlik gostermis, OD175 izolatina % 99,93 (1/1467) benzerlik gostermis, S3810
izolatina % 99,73 (4/1473) benzerlik gostermis, S2506 izolatina % 99,06 (14/1482)

benzerlik gostermistir.
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Cizelge 4.14.Verrucosisporacinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik

No

degerleri ve niikleotit sayis1

Isim

Verrucosispora sp. S1812

1
2
3
4
5

Verrucosispora gifhornensis DSM 443377
Verrucosispora fiedleri MG-377
Verrucosispora maris AB-18-032"
Verrucosispora andamanensis SP03-05"
Verrucosispora wenchangensis 2344027

Verrucosispora sp. S2427

1
2
3
4
5

Verrucosispora gifhornensis DSM 443377
Verrucosispora fiedleri MG-377
Verrucosispora maris AB-18-0327
Verrucosispora andamanensis SP03-05"
Verrucosispora wenchangensis 2344027

Verrucosispora sp. OD175

1
2
3
4
5

Verrucosispora gifhornensis DSM 443377
Verrucosispora maris AB-18-032"
Verrucosispora fiedleri MG-377
Verrucosispora andamanensis SP03-05"
Verrucosispora wenchangensis 2344027

Verrucosispora sp. S3810

1
2
3
4
5

Verrucosispora fiedleri MG-377
Verrucosispora gifhornensis DSM 443377
Verrucosispora maris AB-18-032"
Verrucosispora andamanensis SP03-05"
Verrucosispora wenchangensis 2344027

Verrucosispora sp. S2506

1

2
3
4
5

Verrucosispora andamanensis SP03-05"
Verrucosispora wenchangensis 2344027
Verrucosispora fiedleri MG-37"
Verrucosispora gifhornensis DSM 443377
Verrucosispora sediminis MS426"
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Gen Bank

Y15523
Q423921
CP002638
IX52415
HQ123435

Y15523
Q423921
CP002638
IX52415
HQ123435

Y15523
CP002638
JQ423921
IX52415
HQ123435

JQ423921
Y15523
CP002638
IX52415
HQ123435

JX52415
HQ123435
JQ423921
Y15523
EU870859

% benzerlik = Nt. farki

99,79
99,50
99,39
99,14
98,71

99,86
99,57
99,52
99,21
98,84

99,86
99,79
99,57
99,21
99,11

99,79
99,66
99,59
99,43
99,31

99,71
99,52
99,43
99,31
99,31

3/1453
7/1397
9/1471
12/1401
19/1471

2/1453
6/1397
711467
11/1401
17/1468

2/1453
3/1455
6/1397
11/1398
13/1456

3/1397
5/1453
6/1455
8/1398
10/1456

4/1401
7/1460
8/1397
10/1453
10/1445



99

Nocardia sp. S1509

Nocardia sp.S1503

991 N. rhamnosiphila 202GMOT (EF418604)

Nocardia sp.S1507

1 'Nocardia sp.S1508

—N.flavorosea JCM 33327(Z46754)

— | |:N.testacea NBRC 100365 (BAGJ01000040)

100N sienata IFM 10088T(AB121770)
93

L N. carnea NBRC 14403 (BAFV01000017)

88 —N. grenadensis GW5-5797" (FR729900)

100N speluncae N2-117 (AM422449)

N. brevicatena NBRC 12119"(BAFU01000024)
N.cyriacigeorgica NBRC 100375 (BAFY01000107)

93

N. brasiliensis NBRC 14402" (BAFT01000033)

—N. shimofusensis IFM 103117 (AB108775)

N.asiatica NBRC 100129" (BAFS01000062)

—Nocardia sp.DS3007

L——N. higoensis NBRC 100133" (BAGA01000039)

FN. farcinica ATCC 3318" (236936)
1

00LN. kroppenstedtii N1286" (DQ157924)

0.005

R. corynebacterioides DSM 201517

Sekil 4.16.Sekans1 yapilan Nocardiacinsine ait izolatlarm 16S rRNA gen dizi analizine
dayali filogenetik iliskilerini gosteren dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore c¢izilmis agacgta, % 50’nin ilizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.005’dir.
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Cizelge 4.15.Nocardia cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayist

S1509 N. rhamnosiphila N. carnea N.testacea N.flavorosea N. sienata N. grenadensis cyriaci’g\;léorgica N. brevicatena N. speluncae

S1509 1/1454 8/1456 9/1456 9/1455 9/1415 18/1432 23/1456 25/1456 25/1407
N. rhamnosiphila 99,93 10/1464 11/1464 10/1453 10/1415 19/1432 25/1464 27/1464 26/1407
N. carnea 99,45 99,32 12/1475 12/1455 12/1415 20/1432 23/1475 26/1475 2471407
N.testacea 99,38 99,25 99,19 12/1455 2/1415 21/1432 25/1475 30/1475 30/1407
N.flavorosea 99,38 99,31 99,18 99,18 12/1415 23/1432 24/1455 26/1455 28/1407
N. sienata 99,36 99,29 99,15 99,86 99,15 23/1412 25/1415 30/1415 30/1407
N. grenadensis 98,74 98,67 98,60 98,53 98,39 98,37 35/1432 36/1432 12/1407
N.cyriacigeorgica 98,42 98,29 98,44 98,31 98,35 98,23 97,56 23/1477 40/1407
N. brevicatena 98,28 98,16 98,24 97,97 98,21 97,88 97,49 98,44 41/1407
N. speluncae 98,22 98,15 98,29 97,87 98,01 97,87 99,15 97,16 97,09
DS3007 96,70 96,51 96,73 96,46 96,43 96,47 96,79 97,28 96,60 96,23
N. higoensis 96,63 96,52 96,81 96,54 96,36 96,40 96,72 97,36 96,68 96,16
N. shimofusensis 97,39 97,27 97,56 97,29 97,11 97,17 97,49 98,10 97,43 96,94
N.asiatica 96,84 96,72 97,29 96,75 96,84 96,61 96,93 97,97 97,43 96,45
N. farcinica 96,77 96,70 96,63 96,63 96,70 96,54 96,58 98,08 96,77 96,16
N. kroppenstedtii 96,84 96,72 96,75 96,75 96,91 96,61 96,65 98,17 96,89 96,23
N. brasiliensis 97,05 96,93 97,02 96,75 96,70 96,68 96,79 98,04 96,89 96,45
S1507 100 99,59 99,11 99,04 99,38 99,36 98,74 98,09 97,95 98,22
S1508 100 99,73 99,25 99,18 99,38 99,36 98,74 98,23 98,09 98,22
S1503 99,73 99,45 98,98 98,91 99,11 99,08 98,46 97,95 97,81 97,94
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Cizelge 4.15 (devam). Nocardia cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve niikleotit sayisi

DS3007 | N. higoensis | N.shimofusensis | N.asiatica | N. farcinica | N. kroppenstedtii | N. brasiliensis S1507 S1508 S1503
S1509 48/1456 49/1456 38/1456 46/1456 47/1455 46/1456 43/1456 0/1456 0/1456 4/1456
N. rhamnosiphila 51/1461 51/1464 40/1464 48/1464 48/1453 48/1464 45/1464 6/1463 4/1463 8/1462
N. carnea 48/1468 47/1475 36/1475 40/1475 49/1455 48/1475 44/1475 13/1465 11/1465 15/1464
N.testacea 52/1468 51/1475 40/1475 48/1475 49/1455 48/1475 48/1475 14/1465 12/1465 16/1464
N.flavorosea 52/1455 53/1455 42/1455 46/1455 48/1455 45/1455 48/1455 9/1455 9/1455 13/1455
N. sienata 50/1415 51/1415 40/1415 48/1415 49/1415 48/1415 47/1415 9/1415 9/1415 13/1415
N. grenadensis 46/1432 47/1432 36/1432 44/1432 49/1432 48/1432 46/1432 18/1432 18/1432 22/1432
N.cyriacigeorgica 40/1470 39/1477 28/1477 30/1477 28/1457 2711477 29/1477 28/1465 26/1465 30/1464
N. brevicatena 50/1470 49/1477 38/1477 38/1477 47/1457 46/1477 46/1477 30/1465 28/1465 32/1464
N. speluncae 53/1407 54/1407 43/1407 50/1407 54/1407 53/1407 50/1407 25/1407 25/1407 29/1407
DS3007 9/1470 12/1470 14/1470 14/1457 15/1470 28/1470 51/1462 50/1462 53/1461
N. higoensis 99,39 11/1477 19/1477 17/1457 16/1477 33/1477 54/1465 52/1465 56/1464
N. shimofusensis 99,18 99,26 22/1477 18/1457 171477 36/1477 43/1465 41/1465 45/1464
N.asiatica 99,05 98,71 98,51 18/1457 171477 22/1477 51/1465 49/1465 53/1464
N. farcinica 99,04 98,83 98,76 98,76 3/1457 29/1457 47/1455 47/1455 51/1455
N. kroppenstedtii 98,98 98,92 98,85 98,85 99,79 28/1477 51/1465 49/1465 53/1464
N. brasiliensis 98,10 97,77 97,56 98,51 98,01 98,10 48/1465 46/1465 50/1464
$1507 96,51 96,31 97,06 96,52 96,77 96,52 96,72 2/1465 8/1464
$1508 96,58 96,45 97,20 96,66 96,77 96,66 96,86 99,86 6/1464
$1503 96,37 96,17 96,93 96,38 96,49 96,38 96,58 99,45 99,59
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g1 Nonomuraea sp.S2405
N. coxensis JCM 13931T(NR112924)
N. bangladeshensis 5-10-10T(AB274966)
N. maheshkhaliensis 16-5-14T(AB290014)
N. fuscirosea NEAU-dht8T (KC417350)
Nonomuraea sp.S3404
100N, kuesteri GW 14-1925" (AJ746362)
N. jabiensis A4036"(HQ157186)
N.angiospora IFO 131557 (U48843)
N.helvata IFO 146817 (U48975)
N. polychroma IFO 14345" (U48977)
N.candida HMC10" (DQ285421)
N. turkmeniaca DSM 43926 T (AF277201)
N.salmonea DSM 436787(X97892)

Nonomuraea sp.S3604 (KF422633)

Nonomuraea moskovyensis FMN03'(JN896617)
50—N. roseoviolacea subsp. roseoviolacea IFO14098" (AB039959)
N. guangzhouensis NEAU-ZJ3" (KC417349)
577 Nonomuraea sp.S2301 (KF422634)

N. harbinensis NEAU-yn31" (KC306503)
99| rNonomuraea sp.S2402
70—N. ferruginea IFO 14094" (U48845)

——N.endophytica YIM 65601T(GU367158)
— N.dietziae DSM 44320T(AJ278220)
A. orientalisIFO 12806" (D86935)

—
0.01

Sekil 4.17.Sekans1 yapilan Nonomuraeacinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine
dayali filogenetik iliskilerini gosteren dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi 0.01’dir.

16S rRNA gen dizi analizine gore S2402 izolati, S3404 izolatina % 96,17 (56/1464)
benzerlik gostermis, S2301 izolatina % 97,27 (40/1466) benzerlik gostermis, S3604
izolatina % 96,17 (56/1464) benzerlik gostermis, S2405 izolatina % 96,24 (55/1463)

benzerlik gostermistir.
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Cizelge 4.16.Nonomuraeacinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik degerleri ve
niikleotit sayis1

No | isim GenBank = % benzerlik = Nt. farks
Nonomuraea sp.S2402

1 Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31T KC306503 @ 99,66 5/1467
2 Nonomuraea ferruginea IFO 140947 U48845 99,43 8/1414
3 Nonomuraea guangzhouensis NEAU-ZJ3" KC417349 | 97,81 32/1464
4 Nonomuraea salmonea DSM 436787 X97892 97,79 32/1448
5 Nonomuraea candida HMC10" DQ285421 97,79 31/1402
Nonomuraea sp. S2301

1 Nonomuraea candida HMC10" DQ285421 98,57 20/1401
2 Nonomuraea salmonea DSM 436787 X97892 98,41 23/1449
3 Nonomuraea turkmeniaca DSM 439267 AF277201 | 98,39 23/1432
4 Nonomuraea guangzhouensis NEAU-ZJ3" KC417349 | 98,36 24/1463
5 Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31T KC306503 @ 98,16 27/1466
Nonomuraea sp. S3604

1 Nonomuraea moskovyensis FMNO3' JN896617 | 100 0/1468
2 Nonomuraea salmonea DSM 43678 X97892 98,07 28/1449
3 Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14T AB29001 97,79 32/1449
4 Nonomuraea kuesteri GW 14-19257 AJ746362 97,75 33/1466
5 Nonomuraea endophytica Y1M 656017 GU367158 97,68 34/1466
Nonomuraea sp. S2405

1 Nonomuraea coxensis DSM 451297 AB50522 99,58 6/1434
2 Nonomuraea bangladeshensis 5-10-10" AB27496 99,45 8/1465
3 Nonomuraea wenchangensis 2104177 FJ26195 99,18 12/1470
4 Nonomuraea fuscirosea NEAU-dht8" KC41735 98,30 25/1467
5 Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14" AB290014 98,21 26/1450
Nonomuraea sp. S3404

1 Nonomuraea kuesteri GW 14-1925" AJ74636 100 0/1468
2 Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14" AB290014 @ 99,45 8/1451
3 Nonomuraea salmonea DSM 436787 X97892 98,76 18/1449
4 Nonomuraea candida HMC10" DQ285421 @ 98,72 18/1406
5 Nonomuraea turkmeniaca DSM 439267 AF277201 | 98,67 19/1430
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Actinomadura coerulea IFO 14679" (U49002)
Actinomadura verrucosospora NBRC 141007 (U49011)
Actinomadura luteofluorescens IFO 130577 (U49008)
Actinomadura citrea IFO 14678" (U49001)

ctinomadura maheshkhaliensis 13-12-50" (AB331731)
Actinomadura glauciflava AS 4.1202" (AF153881)
Actinomadura mexicana A290" (AF277195)

Actinomadura sp. S1407

Actinomadura sp.S51401

Actinomadura formosensis JCM 74747 (AF002263)
Actinomadura fibrosa ATCC 494597 (AF163114)
Actinomadura madurae DSM 430677 (X97889)
Actinomadura meyerae A288" (AY273787)

Actinomadura sp. S3702
Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3" (AB331652)
Actinomadura chokoriensis 3-45-a/11" (AB331730)
Actinomadura napierensis B60" (AY568292)
Actinomadura vinacea JCM 33257 (AF134070)
_W’:Actinomadura rugatobispora IFO 143827 (U49010)
Actinomadura yumaensis JCM 3369" (AF163122)

Actinomadura livida JCM 3387" (AF163116)
-Actinomadura sputi IMMIB L-889T (FM957483)

99

99 Actinomadura sp.52422

6_2‘—Actinomadura hallensis 647-1" (DQO76484)
Actinomadura umbrina JCM 68377 (AF163121)

Streptosporangium album DSM 430237(X89934)

—A
0.005

Sekil 4.18. Sekans1 yapilan Actinomaduracinsine ait izolatlarin 16S rRNA gen dizi analizine
dayali filogenetik iligkilerini gosteren dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin lizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon degisimi
0.005dir.

16S rRNA gen dizi analizine gore S1407 izolati, S1401 izolatima % 99,49 (7/1367)
benzerlik gostermis, S3702 izolatina % 98,29 (25/1461) benzerlik gostermis, S2422
izolatina % 93,09 (101/1462) benzerlik gostermistir.
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Cizelge 4.17.Actinomaduracinsine ait izolatlarin 16S

No

degerleri ve niikleotitsayisi

isim

Actinomadura sp.S1401

1
2
3
4
5

Actinomadura mexicana A290"
Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-50"
Actinomadura glauciflava AS 4.1202"
Actinomadura coerulea IFO 146797
Actinomadura citrea IFO 14678"

Actinomadura sp.S1407

1
2
3
4
5

Actinomadura mexicana A290"
Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-50"
Actinomadura coerulea IFO 146797
Actinomadura glauciflava AS 4.1202"
Actinomadura citrea IFO 146787

Actinomadura sp.S3702

1
2
3
4
5

Actinomadura meyerae A288"
Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3"
Actinomadura geliboluensis A8036"
Actinomadura chokoriensis 3-45-a/11"
Actinomadura madurae DSM 430677

Actinomadura sp.S2422

1

2
3
4
5

Actinomadura sputi IMMIB L-889"
Actinomadura hallensis H647-17
Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3"
Actinomadura livida JCM 33877
Actinomadura napierensis B60"
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rRNA sekansma bagh benzerlik

Gen Bank | % benzerlik = Nt. fark
AF277195 | 99,48 7/1341
AB331731 | 99,20 11/1375
AF153881 | 99,10 12/1338
U49002 99,02 13/1325
U49001 98,87 15/1326
AF277195 | 99,44 8/1421
AB331731 | 99,38 9/1461
U49002 99,22 11/1409
AF153881 | 99,08 13/1420
U49001 99,08 13/1409
AY273787 @ 99,58 6/1437
AB33165 99,45 8/1455
HQ157187 98,77 18/1462
AB331730 @ 98,69 19/1452
X97889 98,62 20/1445
FM957483 | 95,70 63/1464
DQO076484 @ 95,13 72/1478
AB331652 @ 94,49 80/1452
AF163116 @ 94,48 80/1449
AY568292 94,35 76/1344



Actinopolymorpha sp. DS1018

90
70

ctinopolymorpha sp. S2503
Actinopolymorpha sp. S3704
99|"“A.cephalotaxi 106-2230T (EU438909)

A. rutila YIM 45725T (EF601829)
98 A. singaporensis IM 7744 (AF237815)

——A. pittospori PIP 143" (FJ805429)
A. alba YIM 48868T(EU706350)

99

82

98

52

T. composti 137(AB535715)
F. endophytica EUM 378" (FJ805430)
R. africana Delta 3" (FM208262)

100R. acidiphila Delta 17 (FM208261)

K. endophytica PIP 118" (HQ396152)

S.sparsogenes NRRL 29407(AJ391817)

A
0.01

Sekil 4.19.Actinopolymorpha cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami. Neighbor
joining algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin iizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.

Cizelge 4.18.Actinopolymorphacinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik

No | lisim

Actinopolymorpha sp. S2503

1 Actinopolymorpha cephalotaxi 106-2230"

2 Actinopolymorpha rutila YIM 457257

3 Actinopolymorpha singaporensis IM7744"

4 | Actinopolymorpha pittospori PIP 143"

5 Actinopolymorpha alba YIM 48868(T)

Actinopolymorpha sp. S3704

1 Actinopolymorpha cephalotaxi 106-2230"

2 Actinopolymorpha rutila YIM 457257

3 Actinopolymorpha singaporensis IM77447

4 Actinopolymorpha pittospori PIP 143"

5 Actinopolymorpha alba YIM 48868(T)

Actinopolymorpha sp.DS1018

1 Actinopolymorpha cephalotaxi 106-2230"

2 Actinopolymorpha rutila YIM 457257

3 Actinopolymorpha singaporensis IM77447

4 Actinopolymorpha pittospori PIP 1437

5 Actinopolymorpha alba YIM 48868(T)
degerleri ve niikleotit sayisi
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Gen Bank | % benzerlik = Nt. farki
EU438909 | 99,51 7/1441
EF601829 | 99,09 13/1429
AF237815 | 98,75 18/1441
FJ805429 98,37 23/1407
EU706350 | 96,83 45/1420
EU438909 | 99,86 2/1441
EF601829 | 99,44 8/1429
AF237815 | 99,10 13/1441
FJ805429 98,65 19/1407
EU706350 | 97,11 41/1420
EU438909 | 99,51 7/1441
EF601829 | 99,09 13/1429
AF237815 @ 98,75 18/1441
FJ805429 98,37 23/1407
EU706350 | 96,83 45/1420



gg|Plantactinosporasp. S2414 (JN989299)
gg| Plantactinosporasp. S3408
P. endophytica YIM 68255" (GQ494033)
P. mayteni YIM 613597 (FJ214343)
P. rubra TT 97-42" (AB223089)
M.equina Y22T (JF912511)
M. yangpuensis FXJ6.0117 (GU002071)
M. auratinigra TT1-117 (AB159779)
M. chaiyaphumensis MC5-1" (AB196710)
M. narathiwatensis BTG4-1" (AB193559)
S. ambofaciens ATCC 238777 (M27245)

75

64

0.01

Sekil 4.20.Plantactinospora cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami. Neighbor
joining algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin lizerinde desteklenen
dallanma noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.

Cizelge 4.19.Plantactinosporacinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagl benzerlik
degerleri ve niikleotit sayisi

No  isim Gen Bank = 9% benzerlik | Nt. farki
Plantactinospora sp.S2414 (JN989299)

1 Plantactinospora endophytica YIM 682557 GQ494033 | 99,51 7/1431
2 Plantactinospora mayteni Y1M 613597 FJ214343 99,02 14/1425
3 Polymorphospora rubra TT 97-427 AB223089 @ 98,60 20/1431
4 Micromonospora auratinigraTT1-117 AB159779 @ 98,53 21/1439
5 Micromonospora equina Y227 JF912511 98,47 21/1454
Plantactinospora sp.S3408

1 Plantactinospora endophytica YIM 68255" GQ494033 | 99,52 7/1456
2 Plantactinospora mayteni Y1M 613597 FJ214343 98,95 15/1426
3 Polymorphospora rubra TT 97-427 AB223089 @ 98,62 20/1454
4 Micromonospora auratinigraTT1-117 AB159779 @ 98,56 21/1454
5 Micromonospora equina Y227 JF912511 98,56 21/1454
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g2 rMicrobispora sp. S2404
Microbispora hainanensis 2110207 (FJ261972)
Microbispora siamensis DMKUA-245"(FJ199993)

Microbispora corallina DF-32" (AB018046)

87 Microbispora rosea subsp. rosea IFO 140447 (D86936)
Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 154487 (U48984)
Microbispora amethystogenes JCM 30217 (U48988)
Microbispora thailandensis NN276" (HM043728)

Microbispora mesophila JCM 31517 (AF002266)

100
Planotetraspora phitsanulokensis A-T 1383" (F1426332)
Planotetraspora thailandica BCC 21825 (AB370244)

61
Planotetraspora kaengkrachanensis A-T 0875" (FJ426333)

Planotetraspora silvatica TT 00-51" (AB112082)
99
60 — Acrocarpospora corrugata DSM 433167 (X89941)

85 _|:Acr0carposp0ra phusangensis PS33-18" (AB649124)
97 Acrocarpospora macrocephala IFO 16266" (AB025318)

Planotetraspora mira IFO 15435"(D85496)

Microtetraspora glauca DSM 433117 (X97891)
100 |V;Microtetraspora fusca IFO 13915" (U48973)
Sphaerisporangium viridialbum DSM438017 (X89953)
S. ambofaciens ATCC 238777 (M27245)

U
0.01

Sekil 4.21.Microbispora cinsine ait izolatlarin filogenetik dendogrami.Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma
noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.

Cizelge 4.20.Microbispora cinsine ait izolatlarin 16S rRNA sekansina bagli benzerlik
degerleri ve niikleotit sayisi

No | isim Gen Bank = % benzerlik = Nt. farki
Microbispora sp. S2404

1 Microbispora hainanensis 2110207 FJ261972 99,45 8/1466

2 Microbispora corallina DF-32" AB018046 @ 98,68 19/1440
3 Microbispora rosea subsp. rosea IFO 140447 D86936 98,48 22/1452
4 Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 154487 u48984 98,16 26/1413
5 Microbispora siamensis DMKUA-245" FJ19999 97,88 31/1465
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4.1.6 DNA-DNA homolojisi

16S rRNA geni dizi verilerine gore filogenetik pozisyonu belirlenen izolatlarin, yeni
tiir olup olmadiginin kesinlestirilebilmesi i¢in filogenetik olarak en yakin akrabalari

ile DNA-DNA hibridizasyon deneyleri gerceklestirildi(Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21.Bazi1 izolatlarinin DNA-DNA hibridizasyon yiizdeleri

DNA-DNA Hibridizasyonu (%) Streptomyces sp.54702 S;ZS%""&”
Streptomyces ginglanensisDSM 42035" 16,8 (16,5) +0,21
Streptomyces marinusDSM 4196877 23,8 (18,0) +4,10
DNA-DNA Hibridizasyonu (%) Streptomyces sp. S3812 S;:Sgiart
Streptomyces samsunensis DSM 420107 84,8 (93,8) + 6,36
Streptomyces malaysiensis DSM 416977 62,4 (68,2) +4,10

N Micromonospora sp. Standart

- 0,

DNA-DNA Hibridizasyonu (%) 54803 sapma
Micromonospora siamensis DSM 450977 16,7 (12,3) +3,11
Micromonospora coxensis DSM 451617 58,5 (52,4) +4,31
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4.1.7.rpoB ve gyrB gen bolgelerinin PZR amplifikasyonu ve saflagtirilmasi

13 test izolatinin ve Genbanklarda gen bdlgeleri niikleotit dizileri bulunmayan
tiptiirlerinin rpoB ve gyrB gen bolgeleri PZR amplifikasyonlariMyGenie96 (Bioneer,
MyGenie96 Thermal Block, Korea)’da gergeklestirildi. PZRiiriinleri % 1,5’luk
agaroz jelde PZR markor ile birlikte 100 voltta 45 dakikayiiriitiilerek UV-
transilliminatér (DNR, MiniLumi Bio-Imaging Systems, Israel)goriintiilendi ve
kaydedildi (Sekil 4.22-4.24).

Elde edilen gyrB ve rpoBgen bolgelerinin saflastirilmasive baz dizi analizi G.

Kore’de Macrogen Inc. firmasindan hizmet alimi1 seklinde gergeklestirildi.

750 be

Sekil 4.22.izolatlarin rpoB gen bdlgesi PZR iiriinlerinin % 1,5 luk agaroz jeldeki goriintiisii

600 be

: - 550 be
S00 b

Sekil 4.23.Baz1 izolatlaringyrB1 gen bolgesi PZR {riinlerinin % 1,5’luk agaroz jeldeki
goruntiisi
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2000 bg

1000 bg
800 bg

Sekil 4.24.Baz1 izolatlarin gyrB2 gen bolgesi PZR firtinlerinin % 1,5’luk agaroz jeldeki
goruntiisi
4.1.7.1 rpoB ve gyrB gen bdélgelerinin sekans verilerinin analizive filogenetik

dendrogram olusturulmasi

16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizi sonucu Micromonospora cinsine ait
oldugu belirlenen 13 izolatin ve izolatlarin en yakin olduklart tip tiirlerinin
NCBI/GenBank gibi veritabanlarindanrpoB ve gyrB gen bdlgesi niikleotit baz
dizileri bulunmayanlarin baz dizileri PHYDIT (Chun, 2001) programlar1 kullanilarak
karsilastirmali bir sekilde manuel olarak hizalandi.

Iki primer kullanilarak elde edilen baz dizi verileri yan yana getirilerek
yaklasik 650 b¢’den olugan rpoB gen bolgesi, 5 primer ile baz dizi verileri elde
edilen yaklasik 1150 bg¢’den olusan gyrB gen bolgesi niikleotit baz dizileri elde
edildi. Tek dizi haline doniistiiriilen rpoB ve gyrB gen bolgelerinin niikleotit baz
dizileri filogenetik dendogramin olusturulmasi i¢in kullanildi. Test izolatlar1 ve
Micromonospora tip tiirlerinin rpoB ve gyrB gen bdlgelerinin sekans analizine bagh
filogenetik dendogramlar: i¢in filogenetik uzaklik matrisi olarak Jukes ve Cantor
(1969) modeli kullanildi. Test izolatlarinin rpoB ve gyrB, gen bdlgeleri niikleotit
dizilerine dayali olusturulan Neighbour-joining (Jukes ve Cantor, 1969; Saitou ve
Nei, 1987) filogenetik dendogramlar1 Sekil 4.25-4.28’de verildi. Di1s grup olarak
Dactylosporangium matsuzakiense ATCC31570" tip tiirii veri Setine dahil edilmistir.
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Micromonospora saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
Micromonospora zamorensis CR38" (FN658656)
Micromonospora sp. DS3010 (KF494813)
Micromonospora chokoriensis 2-19/6T(AB241454)
Micromonospora lupini lupac 14N" (AJ783996)
Micromonosporasp. S2509 (KF494805)
Micromonosporasp. S2518 (KF494808)
Micromonospora mirobrigensisWA201" (AJ626950)
Micromonosporasp. S2911 (KF494812)
Micromonosporasp. S4605 (KF494810)
Micromonosporasp. S2901 (KF818390)
% Micromonosporasp. S2904 (KF818391)
Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217(X92611)
Micromonospora halophytica DSM 43026 (X92601)
Micromonospora coxensis 2-30-b/28"(AB241455)
_%!_—Micromonosporasp. S4803 (KF494809)
Micromonosporasp. S3802 (KF818388)
] 63 Micromonospora siamensis TT2-4T (AB193565)
Micromonospora haikouensis 2326177 (GU130129)
70 Micromonospora wenchangensis 2602GPT1-05" (JQ768361)

I:Micromonospora marina JSM1-1"(AB196712)
& Micromonospora aurantiaca ATCC 27029" (CP002162)

_,—Micromonosporasp. S2508B (JQ864434)
9 Plantactinospora siamensis CM2-8"(NR112812)

{Plamactinospora mayteni YIM 613597 (FJ214343)

97 Plantactinospora endophytica YIM 68255 (NR108607)
Micromonospora eburnea LK2-10T(AB107231)
_75|:Micromonosporasp. DS3186 (JN989295)

Micromonospora olivasterospora DSM 43868" (X92613)
_|:Micromonospora equina Y22' (JF912511)
Micromonospora viridifaciens DSM 43909" (X92623)

68

61

Micromonosporasp. DS3003 (KF494803)
gMicromonospora rosaria DSM 8037(X92631)
63 Micromonospora inositola DSM 43819" (X92610)

Micromonospora endolithica AA459"(AJ560635)
Micromonosporasp. S2510 (KF494806)
Micromonospora echinospora ATCC 15837" (U58532)
Micromonospora citrea DSM 43903 (X92617)
Micromonospora auratinigra TT1-117 (AB159779)
54 Micromonospora chaiyaphumensis MC5-17 (AB196710)

C.citrea DSM 440977 (X93197)

0.005

Sekil 4.25.Micromonospora cinsine ait izole edilen suslarin ve yakin iliskili tip tiirlerinin

16S rRNA gen bolgesine dayali filogenetik dendogrami.Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmis agacta, % 50’nin {izerinde desteklenen dallanma
noktalari igin bootstrap degerleri verildi.
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Micromonospora sp. S2901 (KF818379)
Micromonospora sp. S2904 (AB014164)
Micromonospora equina DSM 45644T(KF881894)
Micromonospora chaiyaphumensis JCM12873" (HQ231755)
Micromonospora siamensis DSM 450977 (FN662510)
Micromonospora viridifaciens DSM 439097 (FN662511)
Micromonospora eburnea DSM 44814" (FN66249)

Micromonospora sp. DS3186 (KF818376)
Micromonospora endolithica DSM 44398" (FN662502)

Micromonospora halophytica IFO 16103" (AB014156)
Micromonospora auratinigra DSM 43815" (FN662494)
Micromonospora sp. S2510 (KF81838)
Micromonospora marina JCM 128707 (JF272468)
Micromonospora aurantiaca IFO 161257 (AB015621)
Micromonospora sp. S3802 (KF881890)
Micromonospora purpureochromogenes IFO 13324"(AB014161)
Micromonospora sp. S2911 (KF818380)
Micromonospora wenchangensis2602GPT1-05"(JQ768362)
Micromonospora mirobrigensis DSM 44830"(FN662505)
Micromonospora chokoriensis DSM 45160"(FN662495)
Micromonospora sp. S2509 (KF818378)
Micromonospora lupini DSM 44874T(FN662504)
Micromonospora saelicesensis DSM 448717 (FN662508)
Micromonospora sp. S2518 (KF818386)
Micromonospora zamorensis CR38" (FN662535)
66 Micromonospora sp. DS3010 (KF818375)
i :‘[iMicromonospora haikouensis 2326177 (JN051662)
Micromonospora coxensis DSM 451617 (FN662498)
Micromonospora sp. S4605 (KF818385)
EMicromonospora sp. S4803 (KF818383)
Micromonospora inositola ATCC 217737 (AB014158)

Micromonospora citrea DSM 43903" (FN662496)
BMicromonospora echinospora IFO 13149 (AB014154)
65 Micromonospora rosaria IFO 136977 (AB014163)
iMicromonospora olivasterospora IFO 143047 (AB014159)

Micromonospora sp. DS3003 (KF818374)
Micromonospora sp. S2508B(KF818377)
Plantactinospora endophytica DSM 453877 (KF881896)
Plantactinospora mayteni DSM 45238 (KF881895)

Plantactinospora siamensis DSM 455597 (KF881893)
Dactylosporangium matsuzakiense ATCC31570" (AB014104)

Sekil 4.26.Micromonospora cinsine ait izole edilen suslarin ve yakin iliskili tip tiirlerinin
gyrB gen bolgesine dayali filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore c¢izilmis agacta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma

noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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izelge 4.22.Micromonospora cinsine ait olan 13 test izolat1 ve tip tirlerinin gyrB gen bolgesine bagli % benzerlik ve niikleoit sayist farkliliklar
g p p gyrBb g g g y

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1. 54803 76/863 83/920 57/920 61/918 59/868 64/874 74/874 78/918 164/912 74/918 71/918 75/918 60/874 64/918
2.M.endolithica 91.19 86/863 61/863 78/865 79/865 77/865 83/865 84/865 152/859 68/865 66/865 39/865 56/865 54/865
3.M.echinospora 90.98 90.03 70/933 88/930 66/868 74/874 78/874 85/919 169/936 92/918 87/927 92/942 65/874 92/930
4.M.haikouensis 93.80 92.93 92.50 69/930 66/868 68/874 73/874 81/919 156/925 76/918 78/927 76/931 54/874 66/930
5.M.wenchangensis 93.36 90.98 90.54 92.58 721997 69/1056 77/1091 78/1112 186/1155 90/1098 93/1158 89/1161 82/1105 78/1119
6. M.chokoriensis 93.20 90.87 92.40 92.40 92.78 37/997 47/997 50/997 162/991 96/997 89/997 85/997 741997 78/997
7.M.lupini 92.68 91.10 91.53 92.22 93.47 96.29 - 24/1056 32/1056 169/1050 99/1054 82/1056 85/1056 81/1056 71/1056
8.M. saelicesensis 91.53 90.40 91.08 91.65 92.94 95.29 97.73 --- 36/1067 180/1085 105/1054 99/1091 89/1091 90/1091 80/1063
9.M.zamorensis 91.50 90.29 90.75 91.19 92.99 94.98 96.97 96.63 === 185/1106 109/1098 98/1112 93/1112 87/1067 92/1108
10.D. matsuzakiense 82.02 82.31 81.94 83.14 83.90 83.65 83.90 83.41 83.27 - 189/1092 191/1152 192/1173 165/1099 183/1113
11. M. marina 91.94 92.14 89.98 91.72 91.80 90.37 90.61 90.04 90.07 82.69 --- 30/1098 85/1098 76/1054 81/1098
12. M. aurantiaca 92.27 92.37 90.61 91.59 91.97 91.07 92.23 90.93 91.19 83.42 97.27 - 79/1158 67/1105 73/1116
13. M. halophytica 91.83 95.49 90.23 91.84 92.33 91.47 91.95 91.84 91.64 83.63 92.26 93.18 === 58/1105 62/1119
14. M. eburnea 93.14 93.53 92.56 93.82 92.58 92.58 92.33 91.75 91.85 84.99 92.79 93.94 94.75 --- 50/1063
15.M. chaiyaphumensis 93.03 93.76 90.11 92.0 93.03 92.18 93.28 92.47 91.70 83.56 92.62 93.46 94.46 95.30
16.M. citrea 92.92 92.36 92.46 93.27 92.66 92.13 91.80 9141 90.73 84.56 93.24 93.05 92.86 93.73 93.05
17.M. siamensis 91.94 93.05 90.90 92.28 93.27 91.76 93.14 92.17 92.37 84.63 92.94 93.54 94.63 94.54 95.74
18.M.purpureochromogenes 93.46 93.41 90.76 93.56 94.06 93.18 93.66 93.13 92.63 84.31 92.90 93.35 94.32 94.48 95.08
19.M. mirobrigensis 93.15 91.10 90.53 92.24 93.33 92.58 93.14 92.48 92.48 84.39 90.76 91.52 92.10 93.05 93.24
20.M.coxensis 95.52 93.29 93.11 96.10 94.08 93.28 93.22 92.93 92.36 84.25 92.93 93.60 94.17 95.32 94.75
21. M. olivasterospora 91.91 89.68 91.59 92.78 92.66 91.85 91.55 91.18 90.80 84.31 90.41 91.00 90.90 92.11 90.77
22.M. viridifaciens 93.00 92.83 91.62 93.11 92.73 91.47 92.06 91.29 90.91 84.02 92.25 93.21 94.16 95.60 95.12
23.M.auratinigra 92.79 94.10 89.93 92.11 92.51 92.08 92.42 91.95 9157 82.86 91.94 92.88 95.13 94.38 94.64
24.52911 93.11 93.53 90.82 93.33 93.98 92.88 93.18 92.56 91.97 83.97 92.51 93.27 94.24 94.58 95.02
25. §2509 93.14 90.40 92.05 92.16 93.37 96.49 96.12 95.31 95.32 83.91 90.80 91.78 91.34 92.36 92.05
26. 52518 91.50 90.84 90.73 90.95 9231 95.47 96.77 97.32 95.91 83.09 89.78 90.97 91.77 91.69 91.78
27. DS3010 90.41 89.13 89.43 89.87 91.37 94.48 95.55 95.93 95.95 82.74 88.52 89.86 90.57 91.02 90.97
28. §2510 92.90 94.10 90.49 92.68 92.64 91.98 92.52 91.80 91.61 84.48 92.15 93.08 94.23 94.66 94.75
29. DS3186 93.03 93.53 91.50 93.25 92.33 92.18 91.95 91.20 91.36 84.15 91.99 93.39 94.36 96.88 95.12
30. DS3003 91.58 89.33 90.93 91.04 91.52 92.05 92.40 91.91 91.52 84.68 90.96 91.87 91.43 93.66 92.75
31. 525088 88.25 86.23 87.71 88.69 88.15 88.37 88.74 88.68 87.31 82.31 86.61 88.15 88.41 89.80 88.72
32.P. endophytica 90.89 88.75 90.67 91.00 90.18 92.35 92.78 91.96 91.38 83.71 88.89 90.54 90.54 92.05 90.80
33.P. mayteni 89.87 87.59 89.76 90.20 89.43 90.95 91.26 90.98 90.26 83.04 88.86 89.52 89.15 91.36 90.35
34.P. siamensis 90.62 87.82 88.85 89.40 91.68 91.45 91.07 90.30 89.90 84.57 89.87 90.43 89.18 91.04 90.14
35. M.equina 93.64 92.95 91.45 92.98 92.44 91.78 91.95 91.44 91.22 83.99 92.86 94.04 93.77 96.04 95.91
36.M.inositola 95.00 91.68 91.63 93.03 93.20 93.18 92.52 92.48 91.91 84.48 91.26 92.31 93.30 94.21 93.30
37.M.rosaria 92.72 91.54 93.43 93.14 92.15 93.07 93.07 93.02 92.16 84.29 91.61 92.39 93.20 94.20 92.39
38. 54605 94.43 92.60 91.58 93.88 93.35 93.08 92.52 92.17 91.88 84.66 91.87 93.26 93.79 94.94 93.84
39. 3802 93.33 93.06 90.27 93.22 93.52 93.08 93.37 92.91 92.24 84.39 92.69 93.17 93.97 94.66 94.75
40. S2901 92.89 92.83 90.78 9211 92.00 91.17 91.19 90.70 90.58 82.46 92.13 93.08 93.08 95.03 95.22
41. 52904 92.85 92.72 90.98 92.30 92.06 91.07 91.10 90.61 90.56 82.24 92.19 93.13 92.86 94.94 94.90
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Cizelge 4.22 (devam). Micromonospora cinsine ait olan 13 test izolat1 ve tip tlirlerinin gyrB gen bolgesine bagli % benzerlik ve niikleoit sayisi farkliliklar

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

1. 54803 61/862 70/868 60/918 60/876 39/871 74/915 61/871 63/874 63/915 63/918 77/906 88/918 65/915 64/918
2.M.endolithica 66/864 60/863 57/865 77/865 58/865 89/862 62/865 51/865 56/865 83/865 79/862 94/865 51/865 56/865
3.M.echinospora 65/862 79/868 87/942 83/876 60/871 79/939 73/871 88/874 84/915 73/918 84/906 97/918 87/915 78/918
4.M.haikouensis 58/862 67/868 60/931 68/876 34/871 67/928 60/871 69/874 61/915 72/918 82/906 93/918 67/915 62/918
5.M.wenchangensis 76/1036 74/1099 69/1161 70/1050 62/1047 85/1158 76/1045 80/1068 68/1129 75/1131 86/1118 97/1124 83/1127 87/1135
6. M.chokoriensis 78/991 82/995 68/997 74/997 67/997 81/994 85/997 79/997 71/997 35/997 45/994 55/997 80/997 78/997
7.M.lupini 85/1036 72/1050 67/1056 72/1050 71/1047 89/1053 83/1045 80/1056 72/1056 41/1056 34/1053 47/1056 79/1056 85/1056
8.M. saglicesensis 89/1036 85/1085 75/1091 79/1050 74/1047 96/1088 91/1045 86/1068 81/1088 51/1087 29/1083 44/1080 89/1086 96/1091
9.M.zamorensis 96/1036 81/1061 82/1112 79/1050 80/1047 102/1109 95/1045 90/1067 89/1108 52/1111 45/1099 45/1111 93/1108 96/1111
10.D. matsuzakiense 159/1030 168/1093 184/1173 163/1044 164/1041 184/1173 166/1039 182/1062 180/1123 181/1125 188/1112 193/1118 174/1121 179/1129
11. M. marina 70/1036 74/1048 78/1098 97/1050 74/1047 105/1095 81/1045 85/1054 82/1095 101/1098 111/1086 126/1098 86/1095 88/1098
12. M. aurantiaca 72/1036 71/1099 77/1158 89/1050 67/1047 104/1155 71/1045 76/1068 76/1129 93/1131 101/1118 114/1124 78/1127 75/1135
13. M. halophytica 74/1036 59/1099 67/1179 83/1050 61/1047 107/1176 61/1045 52/1068 65/1129 98/1131 92/1118 106/1124 65/1127 64/1135
14. M. eburnea 65/1036 60/1099 61/1105 73/1050 49/1047 87/1102 46/1045 60/1068 59/1088 83/1087 90/1083 97/1080 58/1086 34/1091
15.M. chaiyaphumensis 72/1036 45/1057 55/1119 71/1050 55/1047 103/1116 51/1045 57/1063 55/1104 88/1107 90/1095 100/1107 58/1104 54/1107
16.M. citrea 72/1034 74/1036 85/1036 54/1036 81/1033 71/1036 75/1036 70/1036 85/1036 91/1033 105/1036 71/1036 69/1036
17.M. siamensis 93.04 52/1099 67/1044 61/1044 90/1096 62/1042 58/1062 53/1082 81/1081 90/1077 98/1074 62/1080 65/1085
18.M.purpureochromogenes 92.86 95.27 69/1050 48/1047 96/1176 60/1045 50/1068 16/1129 80/1131 79/1118 94/1124 51/1127 66/1135
19.M. mirobrigensis 91.80 93.58 93.43 68/1047 95/1047 76/1045 79/1050 68/1050 71/1050 80/1047 95/1050 75/1050 75/1050
20.M.coxensis 94.79 94.16 95.42 93.51 61/1044 55/1045 57/1047 51/1047 73/1047 78/1044 91/1047 48/1047 56/1047
21. M. olivasterospora 92.16 91.79 91.84 90.93 94.16 -—- 88/1042 92/1065 88/1126 99/1128 104/1115 113/1121 100/1124 99/1132
22.M. viridifaciens 93.15 94.05 94.26 92.73 94.74 91.55 - 66/1045 62/1045 92/1045 94/1042 106/1045 56/1045 43/1045
23.M.auratinigra 92.76 94.54 95.32 92.48 94.56 91.36 93.68 - 54/1068 90/1068 82/1065 94/1068 43/1068 64/1068
24, 52911 93.24 95.10 98.58 93.52 95.13 92.18 94.07 94.94 - 82/1128 84/1118 99/1121 52/1127 67/1129
25. 52509 91.80 92.51 92.93 93.24 93.03 91.22 91.20 91.57 92.73 - 60/1118 67/1124 92/1127 93/1131
26. 52518 91.19 91.64 92.93 92.36 92.53 90.67 90.98 92.30 92.49 94.63 --- 45/1112 94/1118 103/1118
27. DS3010 89.86 90.88 91.64 90.95 91.31 89.92 89.86 91.20 91.17 94.04 95.95 - 103/1121 109/1124
28. 52510 93.15 94.26 95.47 92.86 95.42 91.10 94.64 95.97 95.39 91.84 91.59 90.81 - 65/1127
29. DS3186 93.34 94.01 94.19 92.86 94.65 91.25 95.89 94.01 94.07 91.78 90.79 90.30 94.23
30. DS3003 92.55 92.79 92.40 91.02 93.87 92.23 92.61 91.64 92.10 91.76 91.66 91.17 91.90 92.84
31. 525088 88.91 87.97 88.50 88.25 90.38 88.50 89.39 88.87 88.56 87.79 88.02 87.46 88.65 88.50
32.P. endophytica 90.71 90.89 91.16 89.93 92.62 90.54 91.65 90.52 90.63 91.79 92.01 91.03 90.18 91.16
33.P. mayteni 89.84 89.49 90.07 89.36 92.05 89.06 90.69 90.12 89.34 91.08 90.41 89.52 89.52 90.17
34.P. siamensis 91.87 91.55 90.79 90.45 91.76 90.06 90.40 90.33 90.34 91.32 90.22 89.39 90.16 89.98
35. M.equina 93.73 94.63 94.48 92.38 94.94 91.61 95.60 93.63 94.66 91.99 90.97 89.80 94.75 95.37
36.M.inositola 92.66 93.45 94.40 93.94 95.32 92.60 93.49 93.63 94.33 92.48 91.86 90.75 92.72 94.01
37.M.rosaria 93.33 92.62 93.12 92.76 94.83 92.33 93.29 92.87 93.43 93.18 92.83 91.09 92.09 93.38
38. S4605 94.11 93.43 94.76 93.24 96.18 92.88 93.68 94.10 94.59 92.37 91.95 91.26 94.68 93.97
39. 53802 92.76 94.72 98.49 93.43 95.32 91.90 93.88 94.94 97.52 92.72 92.67 91.26 95.21 94.32
40. S2901 93.24 93.89 94.78 91.81 94.27 90.26 94.35 94.10 94.42 90.56 90.35 89.33 9451 94.96
41. S2904 93.34 93.89 94.56 91.71 94.36 90.16 94.45 94.01 94.20 90.45 90.07 89.06 94.38 94.92
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Cizelge 4.22 (devam).Micromonospora cinsine ait olan 13 test izolat1 ve tip tiirlerinin gyrB gen bolgesine bagli % benzerlik ve niikleoit sayis1 farkliliklart

30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

1. S4803 77/915 107/911 83/911 92/908 85/906 58/912 46/920 67/920 51/915 61/915 64/900 65/909
2.M.endolithica 92/862 118/857 97/862 107/862 105/862 61/865 721865 73/863 64/865 60/865 62/865 63/865
3.M.echinospora 83/915 112/911 85/911 93/908 101/906 78/912 79/944 62/944 77/915 89/915 83/900 82/909
4.M.haikouensis 82/915 103/911 82/911 89/908 96/906 64/912 65/933 64/933 56/915 62/915 71/900 70/909
5.M.wenchangensis 96/1132 133/1122 110/1120 115/1088 93/1118 85/1124 79/1161 91/1159 75/1127 73/1127 89/1112 89/1121
6. M.chokoriensis 79/994 115/989 76/994 90/994 85/994 82/997 68/997 69/995 69/997 69/997 88/997 89/997
7.M.lupini 80/1053 118/1048 76/1053 92/1053 94/1053 85/1056 79/1056 73/1054 79/1056 70/1056 93/1056 94/1056
8.M. saelicesensis 88/1088 122/1078 87/1082 95/1053 105/1083 93/1086 82/1091 76/1089 85/1086 77/1086 101/1086 102/1086
9.M.zamorensis 94/1108 140/1103 95/1102 106/1088 111/1099 97/1105 90/1112 87/1110 90/1108 86/1108 103/1093 104/1102
10.D. matsuzakiense 173/1129 198/1119 182/1117 184/1085 172/1115 179/1118 182/1173 184/1171 172/1121 175/1121 194/1106 198/1115
11. M. marina 99/1095 146/1090 121/1089 121/1086 110/1086 78/1092 96/1098 92/1096 89/1095 80/1095 85/1080 85/1089
12. M. aurantiaca 92/1132 133/1122 106/1120 114/1088 107/1118 67/1124 89/1158 88/1156 76/1127 7711127 77/1112 77/1121
13. M. halophytica 97/1132 130/1122 106/1120 118/1088 121/1118 70/1124 79/1179 80/1177 70/1127 68/1127 77/1112 80/1121
14. M. eburnea 69/1088 110/1078 86/1082 91/1053 97/1083 43/1086 64/1105 64/1103 55/1086 58/1086 54/1086 55/1086
15.M. chaiyaphumensis 80/1104 124/1099 101/1098 105/1088 108/1095 45/1101 75/1119 85/1117 68/1104 58/1104 52/1089 56/1098
16.M. citrea 77/1033 114/1028 96/1033 105/1033 84/1033 65/1036 76/1036 69/1034 61/1036 75/1036 70/1036 69/1036
17.M. siamensis 78/1082 129/1072 98/1076 110/1047 91/1077 58/1080 72/1099 81/1097 71/1080 57/1080 66/1080 66/1080
18.M.purpureochromogenes 86/1132 129/1122 99/1120 108/1088 103/1118 62/1124 66/1179 81/1177 59/1127 17/1127 58/1112 61/1121
19.M. mirobrigensis 94/1047 123/1047 106/1053 112/1053 100/1047 80/1050 64/1056 76/1050 71/1050 69/1050 86/1050 87/1050
20.M.coxensis 64/1044 100/1039 77/1044 83/1044 86/1044 53/1047 49/1047 54/1045 40/1047 49/1047 60/1047 59/1047
21. M. olivasterospora 88/1132 129/1122 106/1120 119/1088 111/1117 94/1121 87/1176 90/1174 80/1124 91/1124 108/1109 110/1118
22.M. viridifaciens 77/1042 110/1037 87/1042 97/1042 100/1042 46/1045 68/1045 70/1043 66/1045 64/1045 59/1045 58/1045
23.M.auratinigra 89/1065 118/1060 101/1065 104/1053 103/1065 68/1068 68/1068 76/1066 63/1068 54/1068 63/1068 64/1068
24. 52911 89/1126 128/1119 105/1120 116/1088 108/1118 60/1124 64/1129 74/1127 61/1127 28/1127 62/1112 65/1121
25. 52509 93/1128 137/1122 92/1120 97/1088 97/1118 90/1124 85/1131 77/1129 86/1127 82/1127 105/1112 107/1121
26. 52518 93/1115 133/1110 89/1114 104/1085 109/1115 101/1118 91/1118 80/1116 90/1118 82/1118 107/1109 111/1118
27. DS3010 99/1121 140/1116 100/1115 114/1088 118/1112 114/1118 104/1124 100/1122 98/1121 98/1121 118/1106 122/1115
28. 52510 91/1124 127/1119 110/1120 114/1088 110/1118 59/1124 82/1127 89/1125 60/1127 54/1127 61/1112 63/1121
29. DS3186 81/1132 129/1122 99/1120 107/1088 112/1118 52/1124 68/1135 75/1133 68/1127 64/1127 56/1112 57/1121
30. DS3003 - 126/1122 92/1120 102/1088 94/1117 86/1121 87/1132 91/1130 68/1124 82/1124 87/1109 91/1118
31. 525088 88.77 --- 126/1120 127/1088 137/1112 131/1116 137/1127 110/1121 113/1119 129/1119 131/1104 135/1113
32.P. endophytica 91.79 88.75 --- 64/1094 104/1116 103/1120 100/1126 88/1120 90/1120 99/1120 109/1108 110/1117
33.P. mayteni 90.63 88.33 94.15 - 110/1087 109/1088 102/1094 91/1088 101/1088 109/1088 110/1079 111/1088
34.P. siamensis 91.58 87.68 90.68 89.88 - 105/1118 100/1118 102/1116 89/1118 99/1118 111/1109 113/1118
35. M.equina 92.33 88.26 90.80 89.98 90.61 - 66/1124 77/1122 62/1124 64/1124 51/1112 52/1121
36.M.inositola 92.31 87.84 91.12 90.68 91.06 94.13 - 66/1179 54/1127 67/1127 76/1112 78/1121
37.M.rosaria 91.95 90.19 92.14 91.64 90.86 93.14 94.40 - 72/1125 77/1125 85/1110 85/1119
38. S4605 93.95 89.90 91.96 90.72 92.04 94.48 95.21 93.60 - 58/1127 73/1112 75/1121
39. 53802 92.70 88.47 91.16 89.98 91.14 94.31 94.06 93.16 94.85 - 60/1112 63/1121
40. S2901 92.16 88.13 90.16 89.81 89.99 95.41 93.17 92.34 93.44 94.60 - 3/1112
41. 52904 91.86 87.87 90.15 89.80 89.89 95.36 93.04 92.40 93.31 94.38 99.73 -
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gg/Micromonospora sp. S2901(KF776920)
Micromonospora sp. S2904 (KF776924)
Micromonospora inositola DSM 43819" (FN659887)
Micromonospora sp. S3802(KF776926)
Micromonospora sp. S4803 (KF776929)
Micromonospora sp. S2911(KF776925)
Micromonospora endolithicaDSM 44398T(FN659884)
icromonospora purpureochromogenes DSM 43821T(FN659896)
Micromonospora sp. S2510(KF776930)
Micromonospora siamensis DSM 450977 (FN659901)
9 Micromonospora mirobrigensis DSM 44830 (FN659890)
—Micromonospora rosaria DSM 803"(FN659898)
FMicromonospora halophytica DSM 43171T(FN659886)
Micromonospora coxensis DSM 45161 (FN659879)
Micromonospora sp. DS3186 (KF776933)
Micromonospora marina DSM 455557 (KF776938)
Micromonospora auratinigra DSM 438157 (FN659871)
Micromonospora viridifaciens DSM 43909 (FN659902)
Micromonospora equina DSM 45644T(KF776935)
Micromonospora eburnea DSM 44814" (FN659880)
Micromonospora aurantiaca DSM 438137(FN659870)
Plantactinospora siamensis DSM 45559 T(KF776945)
93Micromonospora chaiyaphumensis KCTC 193327 (KF776934)
fl—Micromonospora wenchangensis DSM 45709"(KF776941)
—Micromonospora haikouensis DSM 45626 (KF776936)
— Micromonospora sp. S4605 (KF776928)
—Micromonospora olivasterospora DSM 43868" (FN659892)
Micromonospora sp. S2509(KF765485)
Micromonospora sp. DS3010 (KF818384)
Micromonospora chokoriensisDSM 45160 (FN659875)
Micromonospora sp. S2518 (KF765486)
Micromonospora saelicesensis DSM 448717 (FN659899)
6 Micromonospora lupini DSM 44874 (FN659888)
Micromonospora zamorensis CR38"(FN659851)
Micromonospora echinospora DSM 43816"(FN659883)
Micromonospora sp. S2508B (KF776923)
71 |Plantactinospora mayteni DSM 45238"(KF776944)
90p|antactinospora endophyticaDSM 453877 (KF776943)

7

——Micromonospora sp. DS3003 (KF776931)

Micromonospora citrea DSM 439037 (FN659876)
Dactylosporangium matsuzakiense NRRL B-16293"(FJ973614)

—
0.1

Sekil 4.27.Micromonospora cinsine ait izole edilen suslarin ve yakin iligkili tip tiirlerinin
rpoB gen bolgesine dayali filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin iizerinde desteklenen dallanma

noktalar1 i¢in bootstrap degerleri verildi.
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Cizelge 4.23.Micromonospora cinsine ait olan 13 test izolat1 ve tip tiirlerinin rpoB gen bolgesi sekansina bagl % benzerlik ve niikleoit sayis1 farkliliklari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1. 52901 --- 0/646 34/641 26/646 20/646 471634 45/634 50/647 33/647 23/646 50/647 62/647 30/646 53/646 53/646
2. 52904 100.00 - 34/640 26/646 20/646 471634 45/634 50/646 33/646 23/646 50/646 62/646 30/646 53/646 53/646
3. 82510 94.70 94.69 --- 40/640 32/640 50/628 46/628 49/641 36/641 35/640 53/641 62/641 34/640 57/640 57/640
4.53802 95.98 95.98 93.75 - 23/646 48/634 49/634 49/646 38/646 5/646 52/646 59/646 40/646 51/646 51/646
5. 52911 96.90 96.90 95.00 96.44 - 44/634 441634 49/646 32/646 20/646 56/646 60/646 30/646 52/646 52/646
6. S2509 92.59 92.59 92.04 92.43 93.06 - 39/634 29/634 45/634 43/634 54/634 52/634 54/634 52/634 52/634
7.S2518 92.90 92.90 92.68 92.27 93.06 93.85 40/634 36/634 45/634 471634 57/634 45/634 49/634 49/634
8. DS3010 92.27 92.26 92.36 92.41 92.41 95.43 93.69 451647 441646 51/649 741647 58/646 67/646 67/646
9. S4605 94.90 94.89 94.38 94.12 95.05 92.90 94.32 93.04 37/646 33/647 50/647 25/646 421646 42/646
10. S4803 96.44 96.44 94.53 99.23 96.90 93.22 92.90 93.19 94.27 51/646 58/646 39/646 50/646 50/646
11. DS3003 92.27 92.26 91.73 91.95 91.33 91.48 92.59 92.14 94.90 92.11 62/647 52/646 56/646 56/646
12. §2508B 90.42 90.40 90.33 90.87 90.71 91.80 91.01 88.56 92.27 91.02 90.42 61/646 35/646 35/646
13.P.siamensis 95.36 95.36 94.69 93.81 95.36 91.48 92.90 91.02 96.13 93.96 91.95 90.56 51/646 51/646
14.P.mayteni 91.80 91.80 91.09 92.11 91.95 91.80 92.27 89.63 93.50 92.26 91.33 94.58 92.11 0/646
15. P.endophytica 91.80 91.80 91.09 92.11 91.95 91.80 92.27 89.63 93.50 92.26 91.33 94.58 92.11 100.00

16.M.wenchangensis 95.05 95.05 94.38 93.81 95.36 93.22 94.16 91.95 95.82 93.81 92.11 91.02 95.82 91.95 91.95
17.M.marina 94.27 94.27 93.75 92.72 94.74 91.01 93.38 91.49 95.82 92.88 91.80 89.94 97.06 91.64 91.64
18.M.haikouensis 95.67 95.67 95.31 93.96 95.36 92.43 93.69 92.41 96.75 94.27 93.81 90.87 96.13 92.26 92.26
19.M.equina 94.27 94.27 93.91 93.65 95.67 92.59 92.59 91.80 96.13 93.81 91.80 90.71 96.59 91.64 91.64
20. M.chaiyaphumensis 95.36 95.36 94.69 93.81 95.36 91.48 92.90 91.02 96.13 93.96 91.95 90.56 100.00 92.11 92.11
21.M.siamensis 94.42 94.42 94.06 93.18 94.11 92.10 94.15 92.09 94.26 93.95 92.56 89.92 93.80 90.70 90.70
22.M.viridifaciens 93.71 93.71 93.23 93.06 94.52 90.65 92.90 90.48 95.32 93.23 93.55 89.68 96.13 91.45 91.45
23.M.eburnea 94.69 94.69 94.36 93.08 94.85 91.14 92.43 90.98 95.81 93.56 92.43 89.69 97.26 91.79 91.79
24.M.endolithica 94.39 94.39 94.07 94.71 95.67 91.65 92.30 91.03 92.95 94.87 90.22 90.06 93.43 91.67 91.67
25.M.halophytica 94.35 94.35 96.12 92.57 94.83 91.76 92.73 91.44 95.32 93.38 91.44 89.66 96.12 90.47 90.47
26. DS3186 93.97 93.96 94.07 93.19 94.58 91.17 93.38 91.37 95.67 93.34 92.91 89.64 96.59 91.33 91.33
27.M.auratinigra 94.81 94.81 94.32 93.34 95.62 91.07 93.34 90.91 95.62 93.83 92.05 89.61 97.08 91.40 91.40
28. M.aurantiaca 94.15 94.15 93.52 92.26 94.47 91.30 93.24 90.84 95.26 92.42 91.63 90.05 97.00 91.94 91.94
29. M.purpureochromogenes 96.51 96.51 94.09 96.20 95.88 92.55 93.03 91.92 95.72 96.35 92.39 91.13 93.82 92.71 92.71
30.M.mirobrigensis 94.53 94.53 94.05 93.25 93.57 91.63 93.56 91.80 94.21 94.05 92.28 89.55 93.73 90.35 90.35
31.M.chokoriensis 93.01 93.01 92.48 93.01 93.79 94.32 97.16 94.25 93.94 93.79 92.39 90.84 92.86 92.08 92.08
32.M.lupini 92.67 92.67 92.34 92.36 92.82 94.12 97.62 94.07 93.92 92.98 92.36 90.33 92.51 91.11 91.11
33.M.saelicesensis 93.22 93.22 92.83 91.96 93.38 94.48 97.95 93.53 94.16 92.74 92.59 91.01 93.22 91.48 91.48
34.M.zamorensis 93.04 93.03 93.14 92.26 93.34 93.69 98.42 93.37 94.44 93.03 92.45 91.04 92.88 91.95 91.95
35.M.coxensis 95.27 95.27 96.18 94.16 95.74 91.96 93.22 91.80 96.37 94.64 92.74 89.91 96.53 91.17 91.17
36.M.inositola 97.62 97.62 93.60 96.83 97.46 92.71 92.55 91.60 94.29 97.31 91.60 90.17 94.45 91.44 91.44
37.M.citrea 94.76 94.76 93.45 93.81 94.13 93.33 93.33 93.33 97.46 93.97 94.76 91.90 94.76 93.17 93.17
38.M.echinospora 94.29 94.29 93.76 93.82 93.98 93.03 93.03 91.76 95.56 93.98 93.19 93.19 93.98 93.50 93.50
39.M.rosaria 94.36 94.36 93.24 93.72 94.85 91.14 92.43 91.30 95.65 94.20 93.24 90.02 94.52 92.27 92.27
40.M.olivasterospora 93.50 93.50 94.24 93.34 93.82 92.87 93.19 93.19 96.51 93.66 93.50 91.92 94.61 93.50 93.50
41.D.matsuzakiense 47.59 47.59 48.23 47.91 45.98 48.55 47.91 47.27 50.16 47.91 49.52 47.91 48.23 49.84 49.84
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Cizelge 4.23 (devam). Micromonospora cinsine ait olan 13 test izolat1 ve tip tiirlerinin rpoB gen bdolgesi sekansina bagli % benzerlik ve niikleoit sayisi

farkliliklart
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

1. 52901 32/646 37/646 28/646 37/646 30/646 36/645 39/620 33/621 35/624 35/619 39/647 32/616 37/633 22/631
2. 52904 32/646 37/646 28/646 37/646 30/646 36/645 39/620 33/621 35/624 35/619 39/646 32/616 37/633 22/631
3. 52510 36/640 40/640 30/640 39/640 34/640 38/640 42/620 35/621 37/624 24/619 38/641 35/616 41/633 37/626
4.53802 40/646 47/646 39/646 41/646 40/646 44/645 43/620 43/621 33/624 46/619 44/646 41/616 49/633 24/631
5. 52911 30/646 34/646 30/646 28/646 30/646 38/645 34/620 32/621 27/624 32/619 35/646 27/616 35/633 26/631
6. 52509 43/634 57/634 48/634 471634 54/634 50/633 58/620 55/621 52/623 51/619 56/634 55/616 54/621 47/631
7.S2518 37/634 42/634 40/634 47/634 45/634 37/633 44/620 47/621 48/623 45/619 42/634 41/616 42/621 44/631
8. DS3010 52/646 55/646 49/646 53/646 58/646 51/645 59/620 56/621 56/624 53/619 56/649 56/616 58/633 51/631
9. S4605 27/646 27/646 21/646 25/646 25/646 37/645 29/620 26/621 441624 29/619 28/647 27/616 30/633 27/631
10. S4803 40/646 46/646 37/646 40/646 39/646 39/645 42/620 40/621 32/624 41/619 43/646 38/616 48/633 23/631
11. DS3003 51/646 53/646 40/646 53/646 52/646 48/645 40/620 47/621 61/624 53/619 46/649 49/616 53/633 48/631
12. S2508B 58/646 65/646 59/646 60/646 61/646 65/645 64/620 64/621 62/624 64/619 67/647 64/616 63/633 56/631
13.P.siamensis 27/646 19/646 25/646 22/646 0/646 40/645 241620 17/621 41/624 24/619 22/646 18/616 19/633 39/631
14.P.mayteni 52/646 54/646 50/646 54/646 51/646 60/645 53/620 51/621 52/624 59/619 56/646 53/616 51/633 46/631
15. P.endophytica 52/646 54/646 50/646 54/646 51/646 60/645 53/620 51/621 52/624 59/619 56/646 53/616 51/633 46/631
16.M.wenchangensis - 34/646 25/646 30/646 27/646 37/645 38/620 32/621 43/624 28/619 36/646 30/616 31/633 33/631
17.M.marina 94.74 - 33/646 31/646 19/646 36/645 22/620 27/621 451624 34/619 15/646 15/616 10/633 40/631
18.M.haikouensis 96.13 94.89 - 26/646 25/646 40/645 32/620 27/621 441624 25/619 30/646 27/616 32/633 34/631
19.M.equina 95.36 95.20 95.98 - 22/646 44/645 26/620 20/621 46/624 30/619 30/646 26/616 30/633 42/631
20. M.chaiyaphumensis 95.82 97.06 96.13 96.59 - 40/645 241620 17/621 41/624 24/619 22/646 18/616 19/633 39/631
21.M.siamensis 94.26 94.42 93.80 93.18 93.80 38/620 42/621 441624 33/619 39/645 32/616 42/633 37/631
22.M.viridifaciens 93.87 96.45 94.84 95.81 96.13 93.87 23/620 46/620 33/619 21/620 17/616 25/618 43/620
23.M.eburnea 94.85 95.65 95.65 96.78 97.26 93.24 96.29 47/621 29/619 27/621 25/616 27/619 44/620
24.M.endolithica 93.11 92.79 92.95 92.63 93.43 92.95 92.58 92.43 43/619 441624 39/616 48/622 37/622
25.M.halophytica 95.48 94.51 95.96 95.15 96.12 94.67 94.67 95.32 93.05 35/619 29/616 34/618 41/619
26. DS3186 94.43 97.68 95.36 95.36 96.59 93.95 96.61 95.65 92.95 94.35 16/616 17/633 41/631
27.M.auratinigra 95.13 97.56 95.62 95.78 97.08 94.81 97.24 95.94 93.67 95.29 97.40 18/616 38/616
28. M.aurantiaca 95.10 98.42 94.94 95.26 97.00 93.36 95.95 95.64 92.28 94.50 97.31 97.08 40/620
29. M.purpureochromogenes 94.77 93.66 94.61 93.34 93.82 94.14 93.06 92.90 94.05 93.38 93.50 93.83 93.55

30.M.mirobrigensis 93.25 94.37 93.73 92.77 93.73 99.04 94.03 93.40 92.93 94.35 93.89 94.97 93.06 93.87
31.M.chokoriensis 93.17 92.55 93.48 92.70 92.86 94.56 92.58 92.11 92.47 92.89 92.70 93.51 92.55 92.87
32.M.lupini 93.14 92.67 93.76 92.82 92.51 93.76 92.42 91.79 91.67 92.57 93.14 93.34 92.42 92.98
33.M.saelicesensis 93.85 92.74 93.85 92.90 93.22 94.31 92.90 92.43 92.30 93.21 93.22 93.83 92.91 92.55
34.M.zamorensis 93.50 93.65 93.65 92.88 92.88 94.42 93.06 92.75 91.99 93.05 93.68 93.67 93.36 92.87
35.M.coxensis 96.69 94.95 96.69 95.58 96.53 94.63 95.32 96.14 94.06 97.09 95.43 96.59 95.33 94.61
36.M.inositola 94.14 93.50 94.77 93.98 94.45 93.81 93.37 93.85 94.35 93.53 93.34 94.16 93.55 96.03
37.M.citrea 94.60 94.29 95.08 94.44 94.76 94.29 93.38 94.18 93.08 94.02 94.13 93.83 94.19 94.44
38.M.echinospora 93.50 93.03 94.77 93.66 93.98 93.33 93.69 93.37 92.90 94.01 93.50 93.17 93.54 95.07
39.M.rosaria 94.85 94.52 94.85 93.88 94.52 93.88 94.83 94.83 92.75 94.18 94.52 95.13 94.19 93.88
40.M.olivasterospora 94.93 93.82 96.04 94.77 94.61 93.65 93.69 94.34 92.26 94.01 94.29 93.99 93.71 93.16
41.D.matsuzakiense 48.55 48.23 49.20 48.87 48.23 47.59 48.23 48.55 47.59 49.20 49.20 48.87 49.20 47.91
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Cizelge 4.23 (devam). Micromonospora cinsine ait olan 13 test izolati ve tip tlirlerinin rpoB gen bolgesi sekansina bagli % benzerlik ve niikleoit sayist

farkliliklar:
30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

1. 52901 34/622 45/644 47/641 43/634 45/647 30/634 15/631 33/630 36/631 35/621 41/631 163/311
2. 52904 34/622 45/644 47/641 43/634 45/646 30/634 15/631 33/630 36/631 35/621 41/631 163/311
3. 52510 371622 48/638 49/640 45/628 441641 241628 40/625 41/626 39/625 42/621 36/625 161/311
4.53802 421622 45/644 49/641 51/634 50/646 37/634 20/631 39/630 39/631 39/621 42/631 162/311
5. 52011 400622 40/644 46/641 42/634 43/646 271634 16/631 37/630 38/631 32/621 39/631 168/311
6. 52509 52/621 36/634 37/629 35/634 40/634 51/634 46/631 42/630 44/631 55/621 45/631 160/311
7.52518 40/621 18/634 15/629 131634 10/634 43/634 47/631 42/630 44/631 47/621 43/631 162/311
8. DS3010 51/622 37/644 38/641 41/634 43/649 52/634 53/631 42/630 521631 54/621 43/631 164/311
9. 54605 36/622 39/644 39/641 37/634 36/647 231634 36/631 16/630 281631 271621 22/631 155/311
10. 54803 371622 40/644 45/641 46/634 45/646 341634 17/631 38/630 38/631 36/621 40/631 162/311
11, DS3003 48/622 49/644 49/641 471634 49/649 46/634 53/631 33/630 43/631 42/621 41/631 157/311
12. 525088 65/622 59/644 62/641 57/634 58/647 64/634 62/631 51/630 43/631 62/621 51/631 162/311
13.P.siamensis 39/622 46/644 48/641 43/634 46/646 221634 35/631 33/630 38/631 34/621 34/631 161/311
14.P.mayteni 60/622 51/644 57/641 54/634 52/646 56/634 54/631 43/630 41/631 48/621 41/631 156/311
15. P.endophytica 60/622 51/644 57/641 54/634 52/646 56/634 54/631 43/630 41/631 48/621 41/631 156/311
16.M.wenchangensis 421622 441644 441641 39/634 42/646 21/634 37/631 34/630 41/631 320621 32/631 160/311
17.M.marina 35/622 48/644 47/641 46/634 41/646 32/634 41/631 36/630 44/631 341621 39/631 161/311
18.M.haikouensis 39/622 421644 40/641 39/634 41/646 21/634 33/631 31/630 33/631 32/621 25/631 158/311
19.M.equina 45/622 471644 46/641 45/634 46/646 28/634 38/631 35/630 40/631 38/621 33/631 159/311
20. M.chaiyaphumensis 39/622 46/644 48/641 43/634 46/646 22/634 35/631 33/630 38/631 347621 347631 161/311
21.M.siamensis 6/622 35/643 40/641 36/633 36/645 34/633 39/630 36/630 42/630 38/621 40/630 163/311
22 M.viridifaciens 37/620 46/620 471620 441620 43/620 29/620 41/618 41/619 39/618 32/619 39/618 161/311
23.M.eburnea 41/621 49/621 51/621 47/621 45/621 241621 38/618 36/619 41/618 32/619 35/618 160/311
24.M.endolithica 441622 47/624 52/624 48/623 50/624 37/623 35/620 43/621 44/620 45/621 48/620 163/311
25.M.halophytica 35/619 44/619 46/619 42/619 43/619 18/619 40/618 37/619 37/618 36/619 37/618 158/311
26. DS3186 381622 47/644 441641 43/634 41/649 29/634 42/631 37/630 41/631 34/621 36/631 158/311
27.M.auratinigra 31/616 40/616 41/616 38/616 39/616 21/616 36/616 38/616 42/615 30/616 37/616 159/311
28. M.aurantiaca 43/620 47/631 48/633 44/621 42/633 29/621 40/620 36/620 40/619 36/620 39/620 158/311
29. M.purpureochromogenes 38/620 45/631 441627 47/631 45/631 34/631 25/629 35/629 31/629 38/621 43/629 162/311
30.M.mirobrigensis - 38/622 43/622 39/621 39/622 32/621 39/618 35/619 43/618 41/619 40/618 162/311
31.M.chokoriensis 93.89 - 14/639 12/634 16/644 46/634 43/631 42/630 46/631 46/621 43/631 158/311
32.M.lupini 93.09 97.81 - 15/629 13/641 46/629 47/626 46/627 45/626 51/621 46/626 161/311
33.M.saelicesensis 93.72 98.11 97.62 12/634 441634 44/631 41/630 44/631 48/621 43/631 150/311
34.M.zamorensis 93.73 97.52 97.97 98.11 441634 44/631 40/630 43/631 48/621 44/631 160/311
35.M.coxensis 94.85 92.74 92.69 93.06 93.06 33/631 33/630 38/631 241621 33/631 150/311
36.M.inositola 93.69 93.19 92.49 93.03 93.03 94.77 39/629 39/630 36/620 45/631 166/311
37.M.citrea 94.35 93.33 92.66 93.49 93.65 94.76 93.80 35/629 35/621 25/629 153/311
38.M.echinospora 93.04 92.71 92.81 93.03 93.19 93.98 93.81 94.44 38/620 39/630 159/310
39.M.rosaria 93.38 92.59 91.79 92.27 92.27 96.14 94.19 94.36 93.87 --- 35/620 163/311
40.M.olivasterospora 93.53 93.19 92.65 93.19 93.03 94.77 92.87 96.03 93.81 94.35 --- 158/311
41.D.matsuzakiense 47.91 49.20 48.23 48.87 48.55 48.87 46.62 50.80 48.71 47.59 49.20 -
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Micromonospora viridifaciens DSM 439097
Micromonospora sp. DS3186
Micromonospora eburnea DSM 448147
Micromonospora equina DSM 456447
Micromonospora chaiyaphumensis KCTC 193327
Micromonospora marina DSM 455557
Micromonospora aurantiaca DSM 43813
Micromonospora halophytica DSM 431717
Micromonospora endolithica DSM 443987

| _IjMicromonospora auratinigra DSM 43815"
52 Micromonospora sp. S2510
10oyMicromonospora sp. S2901

Micromonospora sp. S2904
Micromonospora sp. S2911

71 Micromonospora sp. S3802
Micromonospora purpureochromogenes DSM 438217
ig|:Micromonospora sp. S4803
Micromonospora inositola DSM 438197

Micromonospora wenchangensis DSM 457097
Micromonospora haikouensis DSM 456267

_91|:|\/Iicromonospora siamensis DSM 450977
Micromonospora mirobrigensis DSM 448307

= 55 ——Micromonospora sp. S2509
Micromonospora chokoriensis DSM 451607
109 Micromonospora sp. DS3010
76 Micromonospora sp. S2518
Micromonospora lupini DSM 448747
| Micromonospora saelicesensis DSM 448717
61 Micromonospora zamorensis CR38"
Micromonospora coxensis DSM 451617
T -I——Micromonospora sp. S4605
Micromonospora echinospora DSM 438167
E'jl\/licromonospora rosaria DSM 803"
79|| =————Micromonospora citrea DSM 43903"

Micromonospora olivasterosporaDSM 43868"
Micromonospora sp. DS3003
Plantactinospora siamensis DSM 45559 T

Micromonospora sp. S2508B

Plantactinospora endophytica DSM 453877
ﬁ:Plantactinospora mayteni DSM 452387

gl

D. matsuzakiense NRRL B-16293"

—
0.02
Sekil 4.28.Micromonospora cinsine ait izole edilen suslarin ve yakin iliskili tip tiirlerinin
gyrB, rpoB ve 16S rRNA gen bolgeleri dizilerinin birlestirilmesine dayali
filogenetik dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmis agacta, %
50’nin iizerinde desteklenen dallanma noktalari i¢in bootstrap degerleri verildi.
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4.1.8 3-amino-5-hidroksibenzoik acid (AHBA) gen Dboélgesinin dejenere

primerler ile ¢ogaltilmasi

Test izolatlarindaAHBA gen bolgesinin varli§i, PZR amplifikasyonu sonucu
belirlendi. Elde edilen PZR iirlinlerine ait jel goriintiilerine gore, farkli cins iiyesi
izolatlarin bazilarinin AHBA gen kiimesini icerdigi tespit edildi (Sekil 4.29). AHBA
gen bolgesinin varligit 10 tane Micromonospora cinsi tyesi izolatta, 4 tane
Streptomyces cinsi {iyesi izolatta, 1’er tanedeVerrucosispora, Nonomuraea,
Actinopolyspora ve Microbispora cinsi tiyesi izotlarda belirlendi.Test izolatlarindan

hangisinin AHBA gen bolgesini icerdigi Cizelge 4.24°te verildi.

B

Micromonospora sp. S2903
Micromonospora sp. S2904
Micromonospona sp. S2508
Micromonospons sp. $2510
Micromonospora sp. S2518
Micromonospora sp. S3815
Micromonospora sp. S4803
Micromonospora sp. S1802
Micromonospora sp. S4402
Verrucosispora sp. S1812

Actinopolymorgha sp. DS1018

=
I~
a
©n
]
S
S
&
S
=
.
=
=

Streptomyces sp. $2201
Streptomyces sp. S2704
Streptomyces sp. $2801

Streptomyces sp. SD308
Nonomuraea sp. S2301
Microbisporu sp. S2404

Sekil 4.29.Baz1 izolatlarin AHBA gen bdlgesinin PZR amplifikasyonlari. Marker, Invitrogen
100 b¢ DNA Ladder.
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Cizelge 4.24.Test izolatlarinin AHBAgen bolgesi PZR amlifikasyonu

izolatlar

Micromonospora sp. S2911
Micromonospora sp. DS3010
Micromonospora sp. S4401
Micromonospora sp. S3806
Micromonospora sp. DS3005
Micromonospora sp. S4602
Micromonospora sp. DS3012
Micromonospora sp. S2518
Micromonospora sp. S2509
Micromonospora sp. S2903
Micromonospora sp. S2904
Micromonospora sp. S4605
Micromonospora sp. S3802
Micromonospora sp. S3815
Micromonospora sp. S4606
Micromonospora sp. S4404
Micromonospora sp. S2516
Micromonospora sp. S1602
Micromonospora sp. S3502
Micromonospora sp. DS3002
Micromonospora sp. S3301
Micromonospora sp. S1802
Micromonospora sp. S3807
Micromonospora sp. S2508B
Micromonospora sp. DS3003
Micromonospora sp. S2901
Micromonospora sp. S4803
Micromonospora sp. S2909
Micromonospora sp. S1510
Micromonospora sp. S4402
Micromonospora sp. DS3001
Micromonospora sp. S2905
Micromonospora sp. S2510
Micromonospora sp. DS3186
Streptomyces hoynatensis S1412
Streptomyces klenkii S2704
Streptomyces sp. S1103
Streptomyces sp. S1108
Streptomyces sp. S1301
Streptomyces sp. S1109
Streptomyces sp. S4703
Streptomyces sp. S2201
Streptomyces sp. S4403
Streptomyces sp. S4601
Streptomyces sp. S1601
Streptomyces sp. S3501
Streptomyces sp. S3101

AHBA

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
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izolatlar

Streptomyces sp. S2802
Streptomyces sp. S3801
Streptomyces sp. S3703
Streptomyces sp. S2517
Streptomyces sp. S3812
Streptomyces sp. SD308
Streptomyces sp. OD307
Streptomyces sp. OD337
Streptomyces sp. S1804
Streptomyces sp. S4702
Streptomyces sp. S2406
Streptomyces sp. S1101
Streptomyces sp. S1701
Streptomyces sp. S1803
Streptomyces sp. S2801
Saccharomonospora sp. S1106
Saccharomonospora sp. S1402
Saccharomonospora sp. S1102
Saccharomonospora sp. S2705
Saccharomonospora sp. DS3029
Saccharomonospora sp. DS3030
Verrucosispora sp. S2427
Verrucosispora sp. OD175
Verrucosispora sp. S1812
Verrucosispora sp. S3810
Verrucosispora sp. S2506
Nocardia sp. S1503

Nocardia sp. S1507

Nocardia sp. S1508

Nocardia sp. S1509

Nocardia sp. DS3007
Nonomuraea sp. S2301
Nonomuraea sp. S2402
Nonomuraea sp. S2405
Nonomuraea sp. S3404
Nonomuraea sp. S3604
Actinomadura sp. S1401
Actinomadura sp. S1407
Actinomadura sp. S2422
Actinomadura sp. S3702
Actinopolymorpha sp. S2503
Actinopolymorpha sp. S3704
Actinopolymorpha sp. DS1018
Plantactinospora sp. S3408
Plantactinospora sp. S2414
Microbispora sp. S2404



4.1.9 Kemotaksonomik karakterizasyon

Izolatlarin, ait olduklar1 cinslerin karakteristik kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
icin kemotaksonomik analizleri gergeklestirildi. Bu analizler diaminopimelik asit,
seker, yag asiti profili, polar lipitve menakinon analizlerini kapsamaktadir(Cizelge
4.30).

4.1.9.1 Diaminopimelik asit (DAP) analizi

Izolatlarin kendi cinsine ait hiicre duvar1 kemotipine uygun olup olmadigmin
belirlenmesi i¢in yapilan DAP analizinde, tek boyutlu ince tabaka kromatografisinde
olusan bantlarin pozisyonu standart A;pm soliisyonu ile kiyaslandiginda ilgili spotlar

belirlendi. Sekilde Streptomyces cinsine ait izolatlarinLL-A,pm igeriginin gorildigi

tek boyutlu TLC kromotogram1 verildi (Sekil 4.30).

\OH-Azpm

54702 $2801 $2802 AZpm S1412 S2704 S3812

Sekil 4.30.Streptomycesizolatlarin ~ A,pm izomerlerinin tek boyutlu ince tabaka
kromatogrami. Standart : A;pm(Diaminopimelik asit) -Sigma
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4.1.9.2 Seker analizi

Hiicre duvar1 kemotipi igerisinde ele alinan tiim hiicre seker profili, tek boyutlu ince
tabaka kromatografisinde aktinomisetler i¢in belirlenen yedi tane standart sekerle
kiyaslanarak belirlendi. Sekilde goriildiigii gibi Micromonospora cinsine ait olan
S1510 ve S2508B izolatlarinin galaktoz, glikoz, arabinoz, mannoz ve ksiloz igerdigi
belirlendi. Bu izolatlardan farkli olarak yine Micromonospora iiyesi olan DS3186
izolatinin glikoz, arabinoz, mannoz ve ksiloz igerdigi S2509 izolatinin ise glikoz,

arabinoz, mannoz, ksiloz ve ramnoz igerdigi belirlendi (Sekil 4.31).

Sekil 4.31. Micromonospora cinsine ait olan bazi test izolatlarinin ve tip tiirlerinin seker
profilinin tek boyutlu ince tabaka kromatogrami.Std 1: Gal; galaktoz; Ara;
arabinoz; Xyl; ksiloz; Std 2: Glu; glikoz; Man, mannoz; Rib, riboz; Rham,
ramnoz.
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4.1.9.3 Yag asiti

Gaz kromatografisi verilerine gore bazi test izolatlarin ve en yakin akraba tip

tiirlerinin yag asiti metil esteri profilleri Cizelge 4.25- 4.29°da verildi.

Cizelge 4.25.Yag asiti profili Micromonospora sp. S4803

FID1A, (E14204.578\A0122837.D)
PA 1 -
35 hi
] Q
] y
4 [}
325 N
30 -
275 o
] &
pa
25 ]
25
] n
]
4 [oe]
20
1 3
©
] i g g
175 :d:r A
15 ] g
) g @
© ﬂ‘ A
4 ©
125 o . =1 J\ -
25 75 mi
RT | Response | Ar/H | RFac | ECL | Peak Name Perce | Commentl Comment2
1.676 | 3.727E+8 | 0.026 ---- | 7.009 | SOLVENT PEAK —— | <minrt
1.955 694 | 0.022 ---- | 7.553 —— | <minnt
6.861 3142 | 0.037 | 0.972 | 13.61 | 14:01SO 0.87 | ECL deviates -0.001 | Reference -0.002
8.073 8475 | 0.042 | 0.954 | 14.44 | 15:11SO G 2.30 | ECL deviates 0.000
8.355 37913 | 0.038 | 0.950 | 14.62 | 15:0 ISO 10.24 | ECL deviates 0.001 | Reference 0.000
8.494 4582 | 0.040 | 0.949 | 14.71 | 15:0 ANTEISO 1.24 | ECL deviates 0.001 | Reference -0.001
9.684 36803 | 0.048 | 0.940 | 15.44 | 16:11SO G 9.83 | ECL deviates 0.002
9.990 104581 | 0.041 | 0.938 | 15.62 | 16:0 ISO 27.90 | ECL deviates 0.001 | Reference -0.001
10.61 1046 | 0.030 | 0.936 | 15.99 | 16:0 0.28 | ECL deviates -0.002 | Reference -0.004
11.34 76793 | 0.048 | 0.934 | 16.41 | 16:09? METHYL 20.39 | ECL deviates 0.003
11.53 7250 | 0.049 | 0.934 | 16.53 | 17:1 ANTEISO C 1.92 | ECL deviates 0.006
11.70 22363 | 0.045 | 0.934 | 16.62 | 17:01SO 5.93 | ECL deviates 0.000 | Reference -0.002
11.87 15486 | 0.045 | 0.933 | 16.72 | 17:0 ANTEISO 411 | ECL deviates 0.001 | Reference -0.001
11.99 13383 | 0.044 | 0.933 | 16.79 | 17:1CIS9 3.55 | ECL deviates 0.002
12.35 4450 | 0.048 | 0.933 | 16.99 | 17:0 1.18 | ECL deviates -0.001 | Reference -0.003
13.07 21697 | 0.045 | 0.933 | 17.40 | 17:0 IOMETHYL 5.75 | ECL deviates -0.002
13.46 3640 | 0.043 | 0.933 | 17.63 | 18:0 ISO 0.97 | ECL deviates -0.001 | Reference -0.004
13.71 8267 | 0.047 | 0.933 | 17.77 | 18:1CIS9 2.19 | ECL deviates 0.003
14.11 3015 | 0.044 | 0.933 | 17.99 | 18:0 0.80 | ECL deviates -0.001 | Reference -0.003
14.79 1008 | 0.037 | 0.934 | 18.38 | TBSA 18:0 0.27 | ECL deviates -0.004
15.44 642 | 0.031 | 0.934 | 18.75 | Sum In Feature 8 0.17 | ECL deviates 0.000 | unknown
15.87 411 | 0.025 | 0.934 | 19.00 | 19:0 0.11 | ECL deviates 0.001 | Reference -0.002
17.08 4015 | 0.244 -—-- | 19.69 ---- | > max ar/ht
642 ---- | Summed Feature 8 0.17 | unknown 19:1 CIS
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Cizelge 4.26.Baz1 Micromonospora izolatlarinin yag asiti profilleri.1. S1510; 2. S2508B; 3. DS3003; 4. S3502; 5. S3301; 6. S3807; 7. DS3002; 8. S2901; 9.
S2903; 10. S4605; 11. S3802; 12. S2509;13. S2518; 14.54602;15.52911;16. S4404

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Saturated
Cia0 - 0.62 - - - - - - 0.13 - - - - - - -
Ciso 2.20 2.15 0.74 - - 0.50 0.51 0.24 0.38 - 0.26 0.29 0.74 | 0.40 | 0.33 | 1.29
Cie0 1.14 3.69 0.42 0.86 1.54 1.66 241 0.44 0.91 0.71 0.32 0.37 0.88 | 204 | 042 | 051
Ci7:0 9.50 11.20 0.68 1.22 3.12 6.45 8.40 0.32 0.52 1.57 1.98 1.48 478 | 335 | 150 | 3.24
Cigo 1.25 2.57 - 2.33 3.41 2.47 5.29 0.27 0.73 1.13 0.90 0.87 0.64 | 222 | 145 -
Cia0 0.82 - - - 0.42 - 0.64 - - 0.49 0.39 - - - 0.30 -
Unsaturated
C16:120H 441 - 2.74 - - - - 0.15 0.20 - - 0.45 - - 1.93 -
C120 30H - - - - - - - 0.17 0.32 - - - - - - -
Ci50 30H - 1.54 - - - - - - - - - - - - - -
Cis1 A - - - - - - - - - - - - - 0.26 - -
Cis1 B - - - - - - - 0.12 - - - - - - - -
Cy6:1CiS 9 0.37 - - 0.48 - - - 0.51 0.90 0.47 - 0.45 0.54 - - -
Cy7.1CiS 9 7.20 5.66 1.64 2.67 1.17 0.90 0.84 1.36 1.79 4.34 4.57 6.58 | 11.32 - - 0.74
Cig:1CiS 9 2.53 4.05 - 2.20 1.25 - 0.38 0.40 1.32 3.16 2.68 3.17 1.61 | 1.06 | 1.88 | 14.81
Branched 0.37 | 1.20 | 0.92
is0 Cyp - - - - - - - 0.16 0.23 - - - -
is0 Cy39 - - 0.25 - - - - 0.30 0.23 - - - - - - -
150 Cya 1.30 3.37 0.79 1.32 - - - 4.93 5.22 - 0.35 1.19 0.79 | 0.35 - -
is0 Ci59 2260 | 1055 | 37.11 | 19.15 | 31.48 | 34,51 | 29.59 | 13.67 9.62 33.09 | 1285 | 1095 | 26.22 | 1.38 | 1.33 | 1.39
150 Cyg0 13.12 | 15.31 | 1456 | 34.83 3.47 4.42 3.73 31.37 | 35.48 3.70 2485 | 41.04 | 19.14 | 33.09 | 11.58 | 18.43
is0 Cy7 2.73 0.94 8.16 1059 | 15.13 | 15.99 | 18.62 2.50 1.64 16.98 0.18 4.15 5.23 | 33.58 | 30.67 | 28.79
is0 Cyg 0.39 - - 1.59 - - - 0.81 0.85 - 0.57 0.73 - 10.70 | 482 | 231
iso Cy5q F - - - - - - - 0.46 0.38 1.81 - - - 0.75 | 0.73 -
is0 Cy51 G 1.46 1.55 - - - - - - - - 1.65 - 0.64 - 0.70 -
is0 Cygq F - - - - - - - - 0.16 - - - - - - -
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Cizelge 4.26 (devam). Bazi Micromonospora izolatlarinin yag asiti profilleri. 1. S1510; 2. S2508B; 3. DS3003; 4. S3502; 5. S3301; 6. S3807; 7. DS3002;
8.52901; 9. S2903; 10. S4605; 11. S3802; 12. S2509;13. S2518; 14.54602;15.52911;16. S4404

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
iso Cyg1 H - - 1.48 1.98 - - - 9.48 11.21 - - 1.22 | 0.73 - 342 | 1.92
IS0 C161 G 2.38 4.66 - - - - - - - 0.64 6.06 - - - - -
iso Cygy H - - - - - - - 0.32 0.39 - - - - - 0.87 -
iso Cy5930H - - - - - - - - - - - - - - - -
is0 Cy6:0 30H - - - - - - - 0.12 - - - - - - - -
is0 Cy7:0 20H - 0.36 - - - - - - - - - - - - - -
anteiso Cysy - - - - - - - 0.14 0.16 - - - - - - -
anteiso Cis, 14.44 | 23.36 7.17 4.95 12.13 | 13.53 9.46 9.17 6.70 2.63 1.45 419 | 9.06 | 451 | 2.67 | 9.46
anteiso Ci7, 9.98 5.86 10.98 | 6.92 19.66 | 16.18 | 18.35 | 5.77 4.73 11.10 | 5.50 8.11 | 9.80 | 3.89 | 5.66 | 5.46
anteiso Ci5.1/A 0.38 0.92 - - - - - - - - - - - - - -
anteiso Cy7./A 1.15 1.14 - - - - - - - 1.95 - - - - - -
anteiso C,7.,C - - - 0.60 1.16 - - 3.70 3.19 - 1.65 0.82 | 1.13 - 1.81 | 0.79
Ci6:0 9-methyl - - 2.85 5.45 5.04 1.94 1.36 9.00 6.56 13.20 | 18.91 | 4.65 | 4.29 | 0.93 | 13.94 | 3.00
Ci6:0 10-methyl - - - - - - - - - - - - - - - -
Ci7:0 10-methyl - - 8.46 2.30 0.53 0.90 0.43 3.63 4.29 1.11 4.00 712 | 248 | 1.12 | 9.46 | 6.64
Cig:0 10-methyl - - 0.49 0.57 0.51 - - - 0.35 1.02 0.89 1.20 - - 1.66 -
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Cizelge 4.27.Baz1 Micromonospora izolatlar1 ve tip tiirlerinin yag asiti profilleri.1. S4606; 2. DS3010; 3. DS3012; 4. S3815; 5. S4401; 6.DS3186;7.54803;8.
$2510;9.DS3001;10. S4402; 11. S2905; 12. DS3005;13.M.auratinigra DSM 44815"; 14.M.aurantiaca DSM 43813";15. M.chaiyaphumensis
KCTC 193327:16. M.coxensis DSM 451617

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Saturated
C14;o - - - - - - - - - - - 034 - - - -
Ciso 0.60 1.05 0.77 0.56 0.50 0.60 - 4.32 0.59 1.64 - 0.63 0.73 0.50 - -
Ciso 0.53 1.06 1.71 1.13 1.45 0.57 0.28 1.17 1.50 0.80 0.73 3.37 0.94 1.74 0.60 0.73
Ci70 1.47 2.58 7.33 2.75 5.11 2.44 1.18 - 9.13 5.08 - 7.13 8.49 5.86 0.54 0.46
Ciso 0.63 1.35 2.70 1.10 1.36 0.53 0.80 0.92 4.14 - 1.17 6.12 2.81 3.29 1.42 1.01
Cia0 - - 0.51 - - - 0.11 - 0.85 - - 0.47 1.22 0.53 - -
Unsaturated
C16:120H - - - - - 0.43 - - - - 1.42 - - - 5.49 2.61
Ci29 30H - - - - - - - - - - - - - - - -
Ci50 30H - - - - - - - - - - - - - - - -
C18120H - - - - - - - - - - - 0.37 - - -
Cis1 A - 0.27 - - - - - - - - - - - - - -
Cis1 B - - - - - - - - - - - - - - - -
Cig:1CiS 9 - 0.75 0.92 0.68 0.63 0.42 - 1.14 - 0.77 - 0.31 - 0.77 - 0.31
Cy7:4Cis 9 5.86 14.34 481 5.16 9.80 5.89 3.55 1.84 1.95 15.63 - 2.02 0.69 3.12 0.28 1.05
Cig1Cis 9 0.77 5.25 1.87 2.50 1.74 1.28 2.19 2.02 0.58 0.78 1.36 1.87 - 1.72 0.56 1.59
Branched
iSO Clg;o = = - = - = - - - - - - - - - -
i50 Ci30 - 0.26 - - - 0.25 - - - - - 0.26 - - - -
i50 Cis0 1.37 0.43 0.37 0.98 - 0.97 0.87 0.94 0.28 1.03 - 1.39 0.54 - 1.09 0.66
i50 Cis5 13.42 | 24.07 | 25.88 | 15.39 | 29.90 | 31.94 | 10.24 - 2651 | 3434 | 38.01 | 27.26 | 2651 | 31.14 | 2499 | 1250
i50 Cig0 4425 | 13.81 8.19 37.75 7.58 1744 | 2790 | 53.18 8.75 13.71 | 1261 | 15.19 | 19.86 2.91 29.28 | 36.95
is0 Ci70 2.52 6.28 12.67 5.42 8.96 8.29 5.93 3.40 16.09 3.99 13.79 | 10.19 | 16.14 | 18.26 | 11.79 4.58
i50 Cig0 0.62 - - 0.51 - - 0.97 2.79 0.40 - - 0.42 1.00 - 2.12 0.61
i50 Cy5.4 F - 0.31 - - - - - - - - - - - - - -
i50 Ci54 G - - - 0.49 0.53 - - - - - 3.23 2.04 - - - -
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Cizelge 4.27 (devam). Bazi Micromonospora izolatlar1 ve tip tiirlerinin yag asiti profilleri.1. S4606; 2. DS3010; 3. DS3012; 4. S3815; 5. S4401,
6.DS3186;7.54803;8. S2510:9.DS3001;10. S4402; 11. S2905; 12. DS3005;13.M.auratinigra DSM 44815"; 14.M.aurantiaca DSM
43813":15. M.chaiyaphumensis KCTC 19332":16. M.coxensis DSM 451617

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
is0 Ci5:1 F - - - - - - - - - - - - - - - 0.28
i50 C151 G - - - - - 0.39 2.30 - - - - - - - - -
iSO Cle:l F = = = = = = = = = = = = = = - =
iso Cygq H 247 0.85 - 2.18 - 212 - 4.97 - 0.71 - - - - 0.82 2.99
i50 C151 G - - - - - - 9.83 - - - 2.83 0.82 - - - -
iso Cigq H - - - - - - - 0.65 - - - - - - - 0.68
iso C15;0 30H - 0.92 - - - - - - - - - - - - - -
i50 C16:030H - - - - - - - - - - - - - - - -
is0 C17,920H - - - - - - - - - - - - - - - -
anteiso Cys,o - - - - - - - - - - - - - - - -
anteiso Cis,9 6.26 4.22 12.86 | 4.41 7.70 5.58 1.24 1.10 9.51 9.04 2.89 7.46 4.76 10.53 2.92 1.44
anteiso Cy7, 5.30 5.93 15.97 6.08 10.99 7.49 411 4.26 15.98 5.81 5.08 7.58 13.87 | 17.21 7.95 6.88
anteiso Ci51A - - - - - - - - - - - - - - - -
anteiso Cq7.4A - - - - - - - - - - - 0.43 - - - -
anteiso C,7.,C 0.51 0.89 0.28 0.85 1.59 1.41 1.92 0.68 - 1.11 1.41 - - - 0.35 1.73
Ci6:0 9-methyl 2.86 10.29 2.16 6.43 9.56 7.49 20.39 6.14 1.75 4.63 13.20 2.36 0.74 2.08 3.98 13.92
Ci6:0 10-methyl - - - - - - - - - - - - - - - -
Ci7.0 10-methyl 8.25 3.55 0.59 4.39 2.60 3.31 5.75 8.97 1.70 0.95 0.61 1.44 1.33 - 3.40 4.99
Cig:0 10-methyl 0.49 0.70 - 0.78 - 0.69 0.27 - 0.28 - 0.88 0.89 - - 1.22 1.25
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Cizelge 4.28.Bazi Micromonosporatip tiirlerinin yag asiti profilleri.1.M.chokoriensis DSM 45160"; 2.M.coerulea DSM 43143";3.M.citrea DSM
43903":4.M.eburneaNRRL-B
45626":8.M.halotolerans DSM 45598";9.M.halophytica DSM 43171":10.M.humi DSM 45647"; 11.M.krabiensis DSM 45344"; 12.M.lupini
DSM 44874";13.M.matsumotoense DSM 44100";14.M.marina DSM 45555";15.M.maritima DSM 457827;16.M.mirobrigensis DSM 44830"

24761":5.M.echinofusca

DSM

43913"; 6.

M.equina

DSM

45644,

7.M.haikouensis DSM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Saturated
Cuo - 0.36 - - 0.23 0.43 0.51 - - 0.25 - - 0.37 - - -
Ciso 3.31 0.75 0.48 1.78 1.23 1.40 0.65 0.30 - 3.13 0.45 0.46 0.50 1.55 0.38 3.61
Cis:0 1.36 2.44 1.75 1.14 2.44 2.28 3.41 0.53 0.46 2.13 1.28 3.00 1.56 4.56 0.73 1.53
Ci70 17.21 3.57 2.05 7.29 4.66 5.14 5.25 0.83 - 12.64 1.64 3.91 1.37 9.14 2.36 11.53
Ciso 0.91 5.06 2.72 1.98 1.69 2.12 5.58 0.34 0.44 0.99 0.95 2.47 1.78 3.43 0.77 3.24
Cioa0 - 0.92 0.47 0.62 0.24 0.31 0.38 - - - - - 0.29 - 0.21 2.62
Unsaturated
C16120H - 3.13 - - - 0.62 - 0.40 0.32 - - - - - 0.94 -
Cio.0 30OH - - - - - - - - - - - - - - - -
Ci50 30H - - - - - - - - - - - - - - - 0.13
C15120H - - - - 0.44 - 0.45 - - 0.79 - - - - - -
Cis1 A - - - - - - - - - - - - - - - -
Ci51 B - - - - - - - - - - - - - - - 0.37
Ci6:1CiS 9 - - 0.38 - 1.66 0.78 - 0.47 0.71 0.34 0.45 0.38 0.73 2.34 0.37 -
Ci7:1Cis 9 2.02 0.56 2.04 6.26 6.83 3.05 1.06 3.04 1.17 2.59 1.23 2.93 8.16 9.83 3.59 4,73
Cig:1CiS 9 - 0.86 9.59 1.87 3.43 1.22 0.44 0.75 3.56 - 0.62 0.87 12.72 4.83 1.30 0.78
Branched
iso Cio - - - - - - - 0.22 - - - - - - - -
is0 Cia 0.34 - - - 0.17 - 0.23 0.86 0.32 - 0.34 - - - 0.20 -
150 Ci4:0 0.42 421 0.43 2.20 0.45 0.43 2.65 417 1.65 1.79 0.39 1.39 2.58 - - 0.67
is0 Ci59 4223 | 17.61 | 16.60 | 29.47 | 24.32 | 3441 | 19.76 | 31.31 | 16.32 | 25.98 | 39.51 | 2441 | 16.51 | 25.08 | 33.38 | 18.62
i50 Cyg:0 7.32 32.61 | 25.16 | 19.10 | 22.02 3.33 35.90 | 17.90 | 22.54 | 11.32 5.84 28.30 | 22.78 | 10.04 5.31 17.54
is0 Ci7.0 11.53 6.28 12.04 5.33 12.09 8.89 7.63 8.28 5.20 3.54 12.38 7.22 4.23 9.26 12.74 | 10.33
is0 Cig0 - 1.48 1.03 - 0.46 - 1.86 0.27 - - - 0.60 0.45 - - 0.94
is0 Ci51 F - - - - - - - - 1.53 - - - - - - -
i50 C151 G - 0.43 - - - - - 0.39 - - - 1.28 - - - -

145



Cizelge 4.28 (devam). Bazi tip tiirlerinin yag asiti profilleri.1.M.chokoriensis DSM 45160"; 2.M.coerulea DSM 43143";3.M.citrea DSM
43903":4.M.eburneaNRRL-B  24761";5.M.echinofusca DSM 43913"; 6. M.equina DSM 45644": 7.M.haikouensis DSM
45626":8.M.halotolerans DSM 45598:9.M.halophytica DSM 431717;10.M.humi DSM 45647"; 11.M.krabiensis DSM 45344
12.M.lupini DSM  44874T;13.M.matsumotoense ~ DSM  44100";14.M.marina DSM  45555";15.M.maritima ~ DSM
457827:16.M.mirobrigensis DSM 44830"

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
iso C15;1 F - - - - - - - - - - - - - - - -
150 C151 G - - 0.67 - - 1.71 - - - - - - - - - -
150 Cyg.4 F - - - - - - - - 0.32 - - - - - - -
150 Cyg1 H - - - - 0.47 - - 1.87 2.58 - - - - - 0.26 0.38
i50 C1.1 G - 0.88 | 4.07 - - 0.52 - - - - - 0.83 | 7.50 - - -
is0 Cig4 H - - - - - - - - 0.36 - - - - - - -
is0 Cys,0 30H - - - - - - - - - - - - - - - -
is0 Ci,0 30H - - - - - - - - - - - - - - - -
is0 Ci7. 20H - - - - - - - - - - - - - - - -
anteiso Cia, - - - - - - - 0.20 - - - - - - - -
anteiso Cis 7.52 4.75 2.53 9.97 4.04 10.49 5.25 6.57 2.19 2246 | 15.74 | 10.50 4.25 7.06 5.91 4.63
anteiso Ci7, 3.20 7.29 4.31 7.12 7.15 13.20 7.53 6.24 6.54 9.76 14.89 7.74 3.14 8.63 14.73 9.88
anteiso Cys1A - - - - - - - - - - - - - - - -
anteiso C;7.1A - - - - - - - - - - - - 1.26 - - -
anteiso C,7.,C - 0.32 0.58 - 0.34 1.49 - 2.02 3.03 0.41 - 0.45 - - 1.69 -
Ci6:0 9-methyl 0.66 2.93 6.06 1.41 4.81 4.40 0.73 9.36 26.64 0.71 - 1.88 6.10 2.52 12.63 3.47
Ci6:0 10-methyl - - - - - - - - - - 1.30 - - - - -
C17:0 10-methyl 1.96 1.88 3.78 3.73 0.60 2.62 0.72 2.07 3.08 0.81 1.68 1.38 2.08 - 1.53 3.52
Cis:0 10-methyl - 0.82 1.88 0.74 - 0.82 - 0.31 0.68 - 0.54 - 0.37 - 0.60 0.69
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Cizelge 4.29.Bazi Micromonospora tip tiirlerinin, Plantactinospora tip tiirlerinin ve Streptomyces izolatlarinin ve tip tilirlerinin yag asiti
profilleri.1.M.narathiwatensis NRRL B 24763": 2.M.olivasterospora DSM 43868": 3.M.rifamycinica DSM 44983"; 4.M.saelicesensis DSM
44871": 5.M.tulbaghiae DSM 45489";6.M.wenchangensis DSM 45709"; 7.M.zamorensis DSM 45600"; 8.P.endophytica DSM 45387";
9.P.mayteni DSM 45238"; 10.P.siamensis DSM 45559";11.S.hoynatensis S1412"; 12.S.klenkii $2704"; 13.S.specialis DSM 41924"; 14. S,
hainanensis DSM 41900"

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Saturated
Ciao - - 0.57 - - 1.05 - - - - - - - 0.33
Cis0 1.43 - 0.51 1.04 - 0.65 0.36 0.57 1.30 0.78 1.96 - - 3.29
Cie0 1.37 3.24 2.93 1.50 1.73 2.95 0.73 1.26 0.96 0.65 1.62 0.45 0.71 6.82
Ci7:0 4.74 1.21 1.26 3.39 1.93 0.97 2.24 4.80 12.75 3.82 0.73 0.10 - 1.91
Cigo 1.16 3.30 2.17 1.29 2.73 1.76 0.78 3.94 1.84 0.83 - 0.06 - -
Cia0 0.34 - - 0.44 - - - 1.10 1.09 0.66 - - - -
Unsaturated
C16:120H 3.75 0.81 - 0.37 0.47 - - 2.04 1.59 0.58 - - - -
C120 30H - - - - - - - - - - - - - -
Ci50 30H - - - - - - - - - - - - - -
Ci120H - - - - - - - - -
Cisa A - - - - - - - - - - - - - -
Cis2 B - - - - - - - - - - - - - -
Ci6:1CiS 9 - 1.06 1.07 0.89 - 2.80 0.76 - - - 1.00 - 1.60 6.44
Cy7.1CiS 9 1.38 0.79 4.02 11.48 0.56 5.75 7.48 1.15 1.70 - 0.83 - - 4.84
Cyg:1CiS 9 0.41 1.18 16.19 5.81 0.49 20.46 2.65 1.45 0.59 - - - - 0.89
Branched
is0 Cy39 - - - - - - 0.31 - - - - - - -
150 Cy40 0.78 2.41 1.58 1.03 4.25 0.79 0.25 2.75 1.71 2.13 1.09 0.30 - -
is0 Ci59 44.01 | 25,54 | 15.63 | 18.06 | 17.05 | 25.01 | 2953 | 16.86 | 24.03 | 22.25 0.60 1.76 2.33 3.88
is0 Cig0 13.87 | 3251 | 25.03 | 20.37 | 45.18 5.83 6.51 2223 | 1157 | 17.44 | 54.27 | 26.92 | 31.39 26.61
is0 Cy7 8.89 7.53 7.23 5.80 6.73 2.68 8.08 7.25 4.89 9.90 0.52 0.71 1.38 4.43
is0 Cyg - 0.75 0.60 - 2.33 - - 2.12 0.49 0.85 0.44 - - -
iSO C15;1 F = = = = = - = = = - = = = =
is0 Cy51 G - - - - - 3.36 - - 0.93 - - - - -
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Cizelge 4.29 (devam). Baz1 Micromonospora tip tiirlerinin, Plantactinospora tip tiirlerinin ve Streptomyces izolatlarinin ve tip tiirlerinin yag asiti

profilleri.1.M.narathiwatensis NRRL B 24763"; 2.M.olivasterospora DSM 43868"; 3.M.rifamycinica DSM 44983"; 4.M.saelicesensis
DSM 44871"; 5.M.tulbaghiae DSM 45489":6.M.wenchangensis DSM 45709"; 7.M.zamorensis DSM 45600"; 8.P.endophytica DSM
45387"; 9.P.mayteni DSM 45238"; 10.P.siamensis DSM 45559";11.S.hoynatensis S1412"; 12.S.klenkii S2704"; 13.S.specialis DSM
41924 14. S. hainanensis DSM 419007

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

iso Cisq F

iso Ci51G

- - 0.37 - - - - - - - - - - -

150 Ci61 F

S0 Cig1 H

- 13.57 4.81 7.89 1.24

150 C151 G

iso Cigq H

- - - - - - - - - - 134 - - -

is0 Cy5.030H

is0 Cy4.030H

- - - - - - - - - - 1.33 - - -

iso Cy7.020H

anteiso Ciay

anteiso Cisy

4.08 4.04 4.22 6.10 5.05 6.44 8.36 10.69 16.98 16.47 3.11 13.25 5.34 2.11

anteiso Cy7,

5.52 6.11 3.11 7.02 6.84 1.44 12.57 16.91 14.38 20.49 11.55 43.29 30.21 20.85

anteiso Ci51A

anteiso C174A - - - - - - - -
anteiso C47.1C - 0.67 - 0.78 - - 2.31 - - - 4.75 5.58 14.34 491
C1g:09-methyl 2.84 4.07 4.67 5.40 1.71 - 13.53 - - - 0.48 0.27 2.23 4.93
C6:0 10-methyl - - - - - 5.41 - - - 1.03 - - - -
C17:0 10-methyl 4.36 0.92 2.16 5.03 1.29 1.03 2.15 - - 212 0.53 - 0.51 0.58
Cig0 10-methyl 1.01 0.88 0.73 1.26 0.47 2.19 0.77 - - - - - - 1.90
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4.1.9.4 Polar lipitlerin belirlenmesi

Sekil 4.32-4.35’de sirastyla Streptomyces hoynatensis $1412", Micromonospora sp.
S1510, Micromonospora sp. S2508B ve Actinomadura sp. S2422 suslarinin DSMZ
firmas1 tarafindan gergeklestirilen molibdofosforik asitle boyanmis tim lipit
profilleri goriilmektedir. Sekil 4.36°te ise Streptomyces klenkii S2704" izolatina ait
molibdofosforik asit, molibden blue, anisaldehit, ninhidrin ve draggendorf ile
spreylenmis polar lipid profillerinin TLC goriintiisii verildi. Amino gruplar1 ninhidrin

ile, fosfat gruplari1 ise molibden blue ile boyanmaktadir.

S1412
e DPG
PE
PLI PG
_PL2
R PL3
FL4 PGLI

| GLI

Sekil 4.32.Streptomyces hoynatensis S1412" izolatina ait molibdofosforik asit ile
spreylenmis polar lipid profilinin TLC goriintiisii. DPG, difosfatidilgliserol;
PG, fosfatidilgliserol; PE, fosfatidiletanolamin; PI, fosfatidilinositol; PL1-4,
fosfolipid; GL1, glikolipit; PGL1, fosfoglikolipit
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S1510

DPG PME
PE

PI

PIM

Sekil 4.33.Micromonospora sp. S1510 izolatina ait molibdofosforik asit ile spreylenmis
polar lipid profilinin TLC gorintisi. DPG, difosfatidilgliserol; PME,
fosfatidilmetil etanolamin; PE, fosfatidiletanolamin; Pl, fosfatidilinositol; PIM,
fosfotidilinozitolmannozit

S2508B

>

w

DPG
PE

PG

® P1

PIM

Sekil 4.34.Micromonospora sp. S2508B izolatina ait molibdofosforik asit ile spreylenmis
polar lipid profilinin TLC goruntiisi. DPG, difosfatidilgliserol; PE,
fosfatidiletanolamin; PG, fosfatidilgliserol; Pl, fosfatidilinositol; PIM,
fosfotidilinozitolmannozit
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S2422

~ DPG

PG
"~ PI
PIM
T
MRS/

Sekil 4.35.Actinomadura sp. S2422 izolatina ait molibdofosforik asit ile spreylenmis polar
lipid profilinin TLC goriintiisii. DPG, difosfatidilgliserol; PG, fosfatidilgliserol;
Pl, fosfatidilinositol; PIM, fosfotidilinozitolmannozit; PL, fosfolipit.
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a b |
GL )
PL 2
. _DPG
PME PL'® P PME
DPG  pp -
Pl Pl
. -~ GL
GPL s T oy
Molybdenum blue Molybdate phosphoric acid
d e
PME
* ee
no PC
’ Ninhydrin Draggendorff‘s

Sekil 4.36.Streptomyces klenkii S2704" izolatina ait molibdofosforik asit, molibden blue, anisaldehit, ninhidrin ve draggendorf ile spreylenmis polar lipid
profillerinin TLC goriintiisi. DPG, difosfatidilgliserol; PME, fosfatidilmetil etanolamin; PE, fosfatidiletanolamin; PI, fosfatidilinositol; GPL,
glikofosfolipit; PL, fosfolipit ve GL1-2, iki bilinmeyen glikolipit.
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4.1.9.5 Menakinonlarinin belirlenmesi

Bazi izolatlarin menakinonlarinin belirlenmesi Almanya’nin Leibniz Institute DSMZ
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) firmasi tarafindan
gerceklestirildi. Menakinonlarin belirlenmesiliteratiir olarak Collins ve dig. (1977) ve

Tamaoka ve dig. (1983)’e gore belirlendi. Bazi izolatlara ait menakinon profilleri
Sekil 4.37- 4.41°de verildi.

3 & Info
ample 1D 12-751 = A\» SS% Amount 4]
N ISTD Amount [}
In). Volume [mi 0 Dalution 1
o 12-761_11-Okt-2012_006 - Detector 1
—~ ’ T 0, &
: MEK-9(HS) (% 19.0) . . [} ME-10(HS5) (%52.0)
5 N
o g
2 2 o ’; e 5
1 v o o 2 = B =
g b = 2 f; < 3
Wi et o B B B S SV S | <
-2
-3
8 30 35
0 5 10 15 20 25 (min]
Time
). Ok 01 006 - Detector 1)
Area Hejght Area Height 5
[ [mv] {"] [%%] [rran)
3 4593 | 5720 | 0604:
2 1 aes0 | 1865 0,092
O M 3,563 " 1,008 0,056
a 11803 | 3,937 0.178
"5 T 43120 6.285 0,269
6 | 1a897 1 T 2217 0,098
7 15617 1 46,322 : 1867
8 & 17820 i 37,852 1.118
"""" 8 T8 517 1,144 0,046
707 21720 | 123775 3,070
TR 26.767 g e42 0.204
R e T 238,564 7,261

Sekil 4.37.Streptomyces hoynatensis sp. nov. S1412'tiriinin  HPLC menakinon
kromotogrami.
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Sample Info:
Sample 1D

© 13818 Amount c 0
Sample : ISTD Amcunt 1}
Inj. Volume [mi] .0 Dilution o1
v - R -
"l ME-9(HS) (%0 88)5" —— 13-613_08-Aug-2013_043 - Detector 1
8- |i I |
| |
| | |
[
§. - il I |
k| | |
Snl i
o Fa— :
i | £ = L I
[ el ! L o | - P
|y B & g
2 [ Il = [ & o
[ L \]J» - u’—\L TI——'LL - &
t_ T T T T T ]
0 5 10 15 20 5 30
Time [min.

Result Table (Uncai

13-619_08-Aug-2013 043 - Detector 1)

Reten. Time Area Height Area Height WO05s
[min] [mV.s] [mV] [%] [%] [min]
[ 8,307 9,044 0,520 29 46 0.26
2 10,553 0,587 0,048 0.2 04 018
3 11.027 1,344 0.097 04 0.9 0.23
4 12,713 18,026 0.778 58 6.9 0.37
5 15,367 270,958 9551 878 84,4 0.44
6 18,803 6,673 0.232 22 211 0,48
7 20,890 2684 087 0.9 0.8 0,51
Totai 309315,  11313: 1000 100,0

Sekil 4.38.Streptomyces sp. S4702izolatinin HPLC menakinon kromotogrami.
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Sample Info:

Sample ID | 13626 Amount 0
Sample x ISTD Amount  : 0
Inj. Volume [mi] ;0 Dilution 1
[mV] g
MEK-9(H6)(% 52) % ——— 13-626_08-Aug-2013_040 - Detector 1
5'_7
| — qQl
40 i g

MK-9(H4)(% 11)§

1

e

P

\ MEK-9(HS)(% 21)

2 A
|\« ¢ &
Lo~ ) &
15 2 25 30
Tims [min.
Resull Table (Uncal - 13-626_08-Aug-2013_040 - Detactor 1)
Reten. Time Area Height Area Height W05
[min] [mV.s] {mV] {%6] 1%] [min]
1 5.160 15,795 0,642 0.4 0.4 0,48
2 5.983 48,034 1,489 11 0.9 0,45
"""" 3 5.960 93,675 4,963 22 29 0,26
4 7583 185300 10,606 43 6.2 0,25
5 8310 29,211 1,346 0.7 0.8 0,40
B 8.827 250,218 11,968 58 7.0 0,29
T 10,577 475,044 20,449 1.0 119 0,35
8 12,520 22487347 94,320 519 55.0 0,37
9 15,213 901,322 23,453 208 137 0,62
10 16,893 23,036 0,710 05 0.4 0.49
11 18.733 40,241 1,143 11 0.7 0867
12 20567 12883 0,267 03 0,2 0,70
Totai 4332.693 171,356 100.0 100,0

Sekil 4.39.Actinomadurasp. S2422izolatinin HPLC menakinon kromotogrami.
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[mV]

Voltage0
w
1

Sekil 4.40.Micromonospora sp. S1510izolatinin HPLC menakinon kromotogrami.

MEK-10(H6)(%57)

16,887

A0 [~

=

——113-628_08-Aug-2013_038 - Detector 1

MEK-10(HS)(%029)

o2

Resuit Table (Uncsl - 13-628_08-Avg-2013_038 - Detector 1)

Reten. Time Area Height Area Height WS

[min] [mV.s] [mV] (%] [%) [min]
1 9,143 5,267 0,332 186 3.1 0,26
2 12,510 19,375 0714i 68 6.8 037
3 14,200 12,992 0,549 39 52 0,39
4 15,373 9,727 0,415 29 3.9 0,39
5 16,887 193,037 6,158 573 58,3 0,49
6 20.880 96,297 2,402 286 22,7 062

Total 336,695 10,570 100,0 100,0
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Sample Info:

Sample ID - 13627825088 Amount 10
Sample | ISTD Amount — : O
Inj. Velurne [mil] :0 Dilution 4
[mv]
MK-10(H6)(% 60)5 —— 13-627_08-Aug-2013_0138 - Detector 1
Aofc
40|
a0
g
5 i e
= | MEK-9(H6) (% IS)E e
| —_
: f|| ||'|I [| g 4o
= .'fJ_':-_ Qlj'df . 1-: 1
y g e Ng || -
I g8 ?Efﬁ,jl,llnn'/\ f\
I T i O T /o
) = ol S\ AR RV, | Al
0 5 10 15 20 25 30
—_— Trmiin.

Result Table (Uncail - 13-627_08-Aug-2013_039 - Deteclor 1)

Reten, Time Area Heigit Area Height W05

[min] [mV.s] [mV] [%6] [%] [min]
1 7.063 12,056 0,761 0.6 11 0,24
2 7787 13,967 0,722 0.7 1.0 0,29
3 9297 65,988 2,585 31 a7 0,36
4 10,573 31,598 1,403 1.5 2.0 0,31
5 11,780 8,504 0,426 0,4 0.6 0,34
T8 ] 12,707 271.205 10,980 127 156 0,38
""" T 14210 243153 9,021 114 128 0.42
8| 15367 40,084 1,325 1.9 19 0.47
R 1R 17193 1254,303 38,528 587 546 0.50
10 20,893 194,771 4,848 81 6.9 0.61

Total 2135719 70,599 100,0 100.0

Sekil 4.41.Micromonospora sp. S2508Bizolatinin HPLC menakinon kromotogramiu.
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Cizelge 4.30.Analizi yapilan bazi test izolatlarininkemotaksonomik 6zellikleri

DAP Seker Major Yag Asitleri Polar Lipitler Baskin Menakinonlar
. T i Galaktoz, glikoz, i50-Cyg.9, iS0-C164H, | DPG, PE, PG, PI, GL, MK-10(Hg), MK-
Streptomyces hoynatensis S1412 LL-Aapm ksiloz anteiso-Cy7 PGL, PL1-4 9(Hg), MK-10(Hs)
.. T i . . anteiso-Cy7.q, iS0- PE, PME, DPG, PI, MK-9(Hg), MK-
Streptomyces klenkii S2704 LL-Agpm Glikoz, mannoz, riboz Cis.0,aNteiS0-Creo GPL, PL, GL 10(Hy)
Streptomyces sp.S4702 LL-Agpm Glikoz, riboz a”te'soi'sil5é” 150-Cis0. | pg DPG, PI, PIM MK-9(Hg)
“\~16:0
Streptomyces sp. S3812 LL-Agpm Glikoz, riboz 150-C1s0aNteiso-Caso, | PE, PME, PG, DPG, MK-9(Hs)
Cie0 PI, PL, GL
Glikoz, galaktoz . .
. ) X L 1S0-C15:0,150-Cygio, PE, PME, DPG, PI, MK-10(He),
Micromonospora sp. S1510 mezo-Agpm mannoz, ksiloz, anteiso-Cieo PIM. GL MK-10(He).
arabinoz
Glikoz, galaktoz, con cen MK-10(Hs),
Micromonospora sp. S2508B mezo-Agpm mannoz, ksiloz, Ci70,150-C1s150 PE, DPG, PI, PIM, MK 9(Hg), MK-
. Ci6:0, anteiso-Cis:g PG, GL
arabinoz ' 10(Hy)
) ) . . Cig:0, Cis109c, 10- DPG, PI, PIM, PL, MK-9(Hg), MK-9(Hg)
Actinomadura sp.52422 mezo-Azpm Glikoz, riboz methyl-Cys.o PG MK-9(H,)

PE:
GL.:

Menakinon degerleri % 10’dan biiyiik olanlar baskin menakinon olarak alindi.Yag asiti degerleri 10°dan biiyiik olanlar alind1.

Fosfatidiletanolamin; PME: Fosfatidilmetiletanolamin; DPG: Difosfatidilgliserol; P1: Fosfatidilinozitol; PIM: Fosfatidilinozitol mannozit; PL: Fosfolipit;
Glikolipit; PG: Fosfatidilgliserol;GPL: Glikofosfolipit.
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4.1.10 Fenotipik karakterizasyon

16S rRNA dizi benzerligi verileri ve filogenetik pozisyonuna goére yeni tiir olma
ihtimali yiiksek olan test izolatlar1 ve en yakin tip tiirleri 85 birim karakter tizerinden
fenotipik degerlendirmeye tabi tutuldu. Test secimleri, izolatlar arasindaki
morfolojik, besinsel, biyokimyasal ve fizyolojik farkliliklar1 en iyi gosterecek sekilde
yapildi.Baz1 izolatlarin fenotipik testlerin uygulandigi petri goriintiileri Sekil 4.42°de
verildi. Azot ve karbon kaynaginda gelisim testleri negatif ve pozitif kontrol petrileri
ile mukayese edilerek belirlendi. Biyokimyasal testler yapilirken Sml’lik yatik
agarlar halinde kii¢iik deney tiipleri hazirland:. izolatlarin ekimi yapildi ve ortamin
renk degisimine gore pozitif ve negatif olarak degerlendirildi. Bazi izolatlarin ve tip

tiirlerinin fenotipik 6zellikleri Cizelge 4.31-4.40°da verildi.
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Nisasta Siikroz Galaktoz

Ksiloz - D-riboz % 4 NaCl

Hipoksantin Adenin  Sistein

pH:7.5 L-Metionin L-Asparajin
Sekil 4.42.Bazi izolatlarin karbon, azot kaynagi ve degradasyon testleri
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Cizelge 4.31.Baz1 Micromonospora izolatlarmin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, baz1 maddeleri degrade edebilme kabiliyetleri. izolatlar ve tip
tirleri;1. S1510; 2. S2508B; 3. DS3003; 4. S3502; 5. S3301; 6. S1802;7. S3807; 8. DS3002; 9. S2901; 10. S2903; 11. S2904; 12. S4605;13.
S3802; 14. S290915. S2509; 16. S2518; 17. S4602; 18. S2911, 19. S4404; 20. S4606

% 1 wiv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 | 13 |14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20

Temel Karbon Kaynaklar
1 Adonitol - + - - - - - - - - - - - - - - - - - _
2 L-arabinoz + + + + + + + + - + - + + + + + + + + +
3 D-arabinoz + + + + + + + + + + + - + + + + + + + +
4 D-sellobioz + + + + + + + + - + + + + + + + + + + +
5 D-fruktoz + + + + + + + + + + - + + + + + + - + +
6 D-sorbitol - - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
7 D-galaktoz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
8 D-mannoz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
9 D-Mannitol - + - - - - - - + + + + - - - - + + + +
10 | Dekstrin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
11 | Dekstran - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
12 | Inulin - - - - + - - - + - + - - - - - - - - ¥
13 | L-sorboz - - - - + - - - - - - - - - - - - - - -
14 | L-ramnoz + + + + + + + + + + + - + + + + - - + +
15 | Laktoz + + + + + + - + + + + + + + + + + + + +
16 | L-glutamat - - - - - - + - - - - - - - - - - - - -
17 | Maltoz + + + + + + - + + + + + + + + + + + + +
18 | mezo-inositol - + - - - - + - + + + - - - - - - - - -
19 | Siiksinik asit (% 0.1 w/v) + + + - - + - - + + + + + + + + + + + +
20 | Siikroz (Sakkaroz) + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
21 | Ksilitol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
22 | Ksiloz + + + + + + + + - + + + + + + + - + + +
23 | D-riboz - - - + + + + + + - + + + - - -
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Cizelge 4.31 (devam).Bazi Micromonospora izolatlarinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, bazt maddeleri degrade edebilme kabiliyetleri.
[zolatlar ve tip tiirleri;1. S1510; 2. S2508B; 3. DS3003; 4. S3502; 5. S3301; 6. S1802;7. S3807; 8. DS3002; 9. S2901; 10. S2903; 11.
S2904; 12. S4605;13. S3802; 14. S2909;15. S2509; 16. S2518; 17. S4602; 18. S2911; 19. S4404; 20. S4606

% 0,1 wiv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

Temel Azot Kaynaklar
1 | Alfa-iso-16sin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
2 | D-fenilalanin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
3 | Glisin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
4 | L-alanin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
5 | L-arginin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
6 | L-asparajin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
7 | L-sistein - - - - - - + - + + + + + + + + + + + +
8 | L-histidin - - - - + - - + - - - - - - - - - N N N
9 | L-hidroksiprolin + + + + + + - + + + + - + + + + - - - -
10 |L-metionin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -
11 | L-fenilalanin + + + + + + + + + + + - + + + + + + + +
12 | L-prolin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
13 |L-serin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
14 | L-treonin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
15 |L-valin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
16 | L-tyrosin + + + + + + + + + + + + - + - + + + + +

Degradasyon Testleri (w/v)
1 | Adenin (% 0.5) - - - - - - - - - - - - - - - - - N N N
2 | Kazein (% 1) - - - - - - - - - - - - - - - - - N N N
3 | Hipoksantin (% 0.4) - - - - - - - - - - - B - - - - - - _
4 | Nisasta (% 1) + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
5 |Jelatin (% 0.5) - - - - - - - - - - - - - - - - - N N N
6 | Guanin (% 0.05) - - - - - - - - - - - - - - - N N N
7 |Tween40 (% 1) + + + + + + + + - - - - + + + + + - - -
8 |Tween80 (% 1) - - + + + - + + - - - - + - + - - - - -
9 | Ksantin(% 0.4) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 |Ksilan (% 0.4) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Cizelge 4.32.Baz1 Micromonospora izolatlarinin hidroliz ve tolerans testleri. izolatlar ve tip ttirleri; 1. S1510; 2. S2508B; 3. DS3003; 4. S3502; 5. S3301; 6.
S1802;7. S3807; 8. DS3002; 9. S2901; 10. S2903; 11. S2904; 12. S4605;13. S3802; 14. S2909;15. S2509; 16. S2518; 17. S4602; 18. S2911; 19.
S4404; 20. S4606

Biyokimyasal Testler

Aeskulin hidrolizi

Arbutin hidrolizi

Allantoin hidrolizi - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Nitrat rediiksiyonu - - - - - - - -

Ure hidrolizi - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Cizelge 4.32 (devam). Baz1 Micromonospora izolatlarinin hidroliz ve tolerans testleri. [zolatlar ve tip tiirleri; . 1. S1510; 2. S2508B; 3. DS3003; 4. S3502; 5.
S3301; 6. S1802;7. S3807; 8. DS3002; 9. S2901; 10. S2903; 11. S2904; 12. S4605;13. S3802; 14. S2909;15. S2509; 16. S2518; 17.
S4602; 18. S2911; 19. S4404; 20. S4606

NaCl (% wiv) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
1 |0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
2 |1 + + + + + + + + - - - - + + + + + - + +
3 |2 + + + + + + + + - - - - + + + - + + - -
4 |3 - - + + + - + + - - - - - - + - - - - -
5 |4 - - + + + - + + - - - - - - - - - - - -
10 |9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
11 |10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Cizelge 4.33.Baz1 Micromonospora izolatlar1 ve tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, bazi maddeleri degrade edebilme kabiliyetleri.
[zolatlar ve tip tiirleri;1. DS3010; 2. DS3012; 3. S3815; 4. S4401; 5. S3806; 6. DS3005; 7. S4402; 8. S2510; 9. S1602; 10. S251611. S2905 12.
DS3001; 13. DS3186; 14. S4803; 15.M.auratinigra DSM 44815"; 16. M.aurantiaca DSM 43813"; 17.M.chokoriensis DSM 45160"; 18.
M.chaiyaphumensis KCTC 19332"; 19. M.coxensis DSM 45161";20.M.citrea DSM 43903"

% 1 wlv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

Temel Karbon Kaynaklar
1 Adonitol - - - - - - - - - - - - - - - - _ + N N
2 L-arabinoz + + + + + + + + + + + + - + + + + + + +
3 D-arabinoz - + + + + + + + + + + + + - + + - - - +
4 D-sellobioz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
5 D-fruktoz + + + + + + + + + + + + - + + + + + + +
6 D-sorbitol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
7 D-galaktoz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
8 D-mannoz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
9 D-Mannitol + + + + + + + + + + + + + + + + + + - +
10 | Dekstrin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
11 | Dekstran - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
12 | Inulin - - - - - + - - + - - B - ¥ - - - - _ _
13 | L-sorboz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
14 | L-ramnoz - - - - - |+ - - + - - - - |+ - - + |+ - -
15 | Laktoz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
16 | L-glutamat - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
17 | Maltoz + + + + + + + + + + + + - + + + + + + +
18 | mezo-inositol - - - - - - - - - - - - - - - - - + N N
19 | Siiksinik asit (% 0.1 w/v) + - + + + + + + + + + - - - + + + + + +
20 | Siikroz (Sakkaroz) + + + + + + + + + + + + - + + + + + + +
21 | Kasilitol - - - - - - - + - - + - + - - - - - - -
22 | Ksiloz + + + + + + + + + + + + - + + + + + + +
23 | D-riboz - + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

165



Cizelge 4.33 (devam).Bazi Micromonospora izolatlari ve tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, baz1 maddeleri degrade edebilme
kabiliyetleri. Izolatlar ve tip tiirleri;1. DS3010; 2. DS3012; 3. S3815; 4. S4401; 5. S3806; 6. DS3005; 7. S4402; 8. S2510; 9. S1602;
10. S2516:11. S2905; 12. DS3001; 13. DS3186; 14. S4803; 15.M.auratinigra DSM 44815"; 16. M.aurantiaca DSM 43813";
17.M.chokoriensis DSM 45160"; 18. M.chaiyaphumensis KCTC 193327; 19. M.coxensis DSM 45161";20.M.citrea DSM 43903"

% 0,1 wiv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

Temel Azot Kaynaklari
1 | Alfa-iso-16sin + + + + + + + + + + + + + - + - + - + +
2 | D-fenilalanin + + + + + + + + + + + + + - + + + + + +
3 |Glisin + + + + + + + + + + + + + - + + + + + +
4 | L-alanin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
5 |L-arginin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
6 | L-asparajin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
7 | L-sistein + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
8 | L-histidin - + - - - - + + - - - + - - - - - - - -
9 | L-hidroksiprolin - + + + - + + + - - - + + - - - - - - -
10 | L-metionin + + + + + + + + + + + + + + - + - + + +
11 | L-fenilalanin + + + + + + + + + + + + + - + - + - + +
12 |L-prolin + + + + + + + + + + + + + - + + + + + +
13 |L-serin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
14 | L-treonin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
15 |L-valin + + + + + + + + + + + + - - + + + + + +
16 |L-tyrosin + + + + + + + + + + + + + - + + + + + +

Degradasyon Testleri (w/v)
1 | Adenin (% 0.5) - - - - - - - - - - - - - - - - - N N N
2 | Kazein (% 1) - - - - - - - - - - - - - - + B + N N N
3 | Hipoksantin (% 0.4) - - - - - - - - - - - - - - - - _
4 | Nisasta (% 1) + + + + + + + + + + + + + + - + - + + +
5 |Jelatin (% 0.5) - - - - - - - - - - - - - - - - - N N N
6 | Guanin (% 0.05) - - - - - - - - - - - - - - R N
7 | Tween 40 (% 1) - + - + + + + + + + + + - - - + - + + +
8 | Tween 80 (% 1) + + - - + - + + + + + + - - - - - - + +
9 | Ksantin(% 0.4) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 |Ksilan (% 0.4) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Cizelge 4.34.Baz1 Micromonospora izolatlar1 ve tip tilirlerinin hidroliz ve tolerans testleri. [zolatlar ve tip tiirleri;1. DS3010; 2. DS3012; 3. S3815; 4. S4401, 5.

S3806; 6. DS3005; 7. S4402; 8. S2510; 9. S1602; 10. S2516;11.
16. M.aurantiaca DSM 43813"; 17.M.chokoriensis DSM
451617:20.M.citrea DSM 43903"

S2905; 12. DS3001; 13. DS3186; 14. S4803; 15.M.auratinigra DSM 44815";
45160"; 18. M.chaiyaphumensis KCTC 19332"; 19.

M.coxensis DSM

Biyokimyasal Testler

Aeskulin hidrolizi

Arbutin hidrolizi
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Cizelge 4.34 (devam). Bazi Micromonospora izolatlar: ve tip tiirlerinin hidroliz ve tolerans testleri. izolatlar ve tip tiirleri;1. DS3010; 2. DS3012; 3. S3815; 4.
S4401; 5. S3806; 6. DS3005; 7. S4402; 8. S2510; 9. S1602; 10. S2516;11. S2905; 12. DS3001; 13. DS3186; 14. S4803;
15.M.auratinigra DSM 44815"; 16. M.aurantiaca DSM 43813"; 17.M.chokoriensis DSM 45160"; 18. M.chaiyaphumensis KCTC
193327; 19. M.coxensis DSM 45161";20.M.citrea DSM 43903"

2 3 4 5 6 7 8

NaCl (% w/v) 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
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Cizelge 4.35.Baz1 Micromonospora tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, bazt maddeleri degrade edebilme kabiliyetleri. Izolatlar ve tip

tiirleri; 1.M.coerulea DSM 43143"; 2.M. eburnea NRRL B 24761"; 3.M. echinospora DSM 43816"; 4.M. echinofusca DSM 43913";
5.M.equina DSM 45644"; 6.M. haikouensis DSM 45626"; 7. M.humi DSM 4564778. M. halotolerans DSM 45598" : 9. M. halopyhtica DSM
43171"; 10.M. inositola DSM 43819"; 11. M. krabiensis DSM 453447; 12. M. lupini DSM 44874"; 13. M. matsumotoense DSM 44100"; 14.M.
maritima DSM 45782"; 15.M. marina DSM 45555"; 16.M. mirobrigensis DSM 44830"; 17.M. narathiwatensis NRRL B 24763"; 18.M.
olivasterospora DSM 43868"; 19.M. purpureochromogenes DSM 43821"; 20.M. rosaria DSM 803"

% 1 wlv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 | 12 | 13 | 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20

Temel Karbon Kaynaklarn
1 Adonitol - - - - - - - - - - - - - B B - - _ N
2 L-arabinoz - + + + - + + + - + + + + + + - - + - +
3 D-arabinoz - - - + - - + - - + - + - - - - + - +
4 D-sellobioz - + + + + + + - + + + + + + - + + + +
5 D-fruktoz - + + + - + + + - + + + + - + - + + + +
6 D-sorbitol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
7 D-galaktoz - - + + - + + + - + + + + + + - - + - +
8 D-mannoz - |+ - + - - - + - - + + + + - - - + - +
9 D-Mannitol - - + + - + + + - + + - + + + - - + - +
10 | Dekstrin - - + + + + + + + + + + + + + - + + + +
11 | Dekstran - - - - - - - - - - - - - - - B - - N N
12 | Inulin + - - - - - - - - - - - - _ _ _ _ ¥ - T
13 | L-sorboz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
14 | L-ramnoz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
15 | Laktoz - + - + - - - + - - + + + - - - - + - +
16 | L-glutamat - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
17 | Maltoz - - - + - - - + - - + + + + - - - + - +
18 | mezo-inositol - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ _
19 | Siiksinik asit (% 0.1 w/v) - - - + - - - + - - + - + - - - - - - -
20 | Siikroz (Sakkaroz) - + + + + + + + - + + + + + - - - + - +
21 | Ksilitol - - - - - - - - - - - - - - - ¥ _ I
22 | Ksiloz - + + + + + + + - + + + + + + - + + + +
23 | D-riboz - - - - - - - - - - - + - - - - - - - -
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Cizelge 4.35 (devam).Baz1 Micromonospora tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, baz1 maddeleri degrade edebilme kabiliyetleri.

izolatlar ve tip tiirleri; 1.M. coerulea DSM 43143"; 2.M. eburnea NRRL-B 24761"; 3.M. echinospora DSM 43816"; 4.M. echinofusca
DSM 43913"; 5.M. equina DSM 45644": 6.M. haikouensis DSM 45626"; 7. M. humi DSM 45647'8. M. halotolerans DSM 45598 :
9. M. halopyhtica DSM 43171"; 10.M. inositola DSM 43819"; 11. M. krabiensis DSM 453447: 12. M. lupini DSM 44874"; 13. M.
matsumotoense DSM 44100"; 14.M. maritima DSM 45782"; 15.M. marina DSM 45555"; 16.M. mirobrigensis DSM 44830"; 17.M.
narathiwatensis NRRL B 24763": 18.M. olivasterospora DSM 43868"; 19.M. purpureochromogenes DSM 43821": 20.M. rosaria

DSM 803"

% 0,1 wiv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Temel Azot Kaynaklari
1 Alfa-iso-16sin - - - + - - + - - + + + + - - + +
2 D-fenilalanin - - - - - - + R R T + + _ ; i .
3 Glisin + + + + + + + - + + + + + - + + +
4 L-alanin + + + + + + + - + + + + + + + + +
5 L-arginin + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
6 L-asparajin + + + + + + + - + + + + + + + + - +
7 L-sistein + + - - + - - + - - + + + - - - + + +
8 L-histidin - - + - - - - R + - - n - ;
9 L-hidroksiprolin - - - - - - R R T . ; -
10 | L-metionin + + + + + + + - - + + - - + + + + + + +
11 | L- fenilalanin + - - - - - + - - + + + - - + - +
12 | L-prolin + + + + + + + - + + + + + + + +
13 | L-serin + + + + + + + + - + + + + + + + + + + +
14 | L-treonin + - - - + - - + - - + + + + + + -
15 | L-valin - - + + + + + + - + - + + + + - N
16 | L-tyrosin + - - + - - + - - + + + - + +

Degradasyon Testleri (w/v)
1 | Adenin (% 0.5) - - - - - - - - R
2 Kazein (% 1) - - - - - - - - R R
3 Hipoksantin (% 0.4) - - - R
4 Nisasta (% 1) + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
5 | Jelatin (% 0.5) - - - - - - - - - B
6 Guanin (% 0.05) - - - - - - -
7 Tween 40 (% 1) + + + + + + + - + + + + + + +
8 Tween 80 (% 1) + + - + - + + T n
9 Ksantin(% 0.4) - - - - - - - - - B -
10 |Ksilan (% 0.4) - - - - - - - - - -
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Cizelge 4.36.Bazi Micromonospora tip tiirlerinin hidroliz ve tolerans testleri. izolatlar ve tip tiirleri; 1.M.coerulea DSM 43143"; 2.M.eburnea NRRL-B
24761"; 3.M.echinospora DSM 43816"; 4.M.echinofusca DSM 43913"; 5.M.equina DSM 45644"; 6.M.haikouensis DSM 45626"; 7. M.humi
DSM 4564778. M.halotolerans DSM 45598": 9. M.halopyhtica DSM 43171"; 10.M.inositola DSM 43819"; 11. M.krabiensis DSM 45344"; 12,
M.lupini DSM 44874"; 13. M.matsumotoense DSM 44100"; 14.M.maritima DSM 45782": 15.M.marina DSM 45555"; 16.M.mirobrigensis
DSM 44830"; 17.M.narathiwatensis NRRL-B 24763"; 18.M.olivasterospora DSM 43868"; 19.M.purpureochromogenes DSM 438217;
20.M.rosaria DSM 803"

Biyokimyasal Testler
Aeskulin hidrolizi
Arbutin hidrolizi
Allantoin hidrolizi - - - - - - - - - - R
Nitrat rediiksiyonu - + - - - - - - + - R - - + B + T i "
Ure hidrolizi - - - - - - - B - _ _
pH toleransi
11. |4

12. |5

13. |6

14. | 6.5

15. |7

6. |75

7. |8

8. |85

9. |9

11. |10

12, |11

Sicakhik

19. |4°C - - - - - - - - - - -
20. | 10°C - - - - - - - - - R R
21. | 20°C
22. |28 °C +
23.|37°C R
24, |40 °C -
25. |45 °C - - - -
26. | 50 °C - - - - - - - - - - R
27. | 55°C - - - - - - - - - - R
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Cizelge 4.36 (devam).Bazi Micromonospora tip tiirlerinin hidroliz ve tolerans testleri. izolatlar ve tip tiirleri; 1.M.coerulea DSM 43143"; 2.M.eburnea

NRRL-B 24761"; 3.M.echinospora DSM 43816"; 4.M.echinofusca DSM 43913"; 5.M.equina DSM 45644"; 6.M.haikouensis DSM
45626"; 7. M.humi DSM 45647";8. M.halotolerans DSM 45598" ; 9. M.halopyhtica DSM 43171"; 10.M.inositola DSM 43819"; 11.
M.krabiensis DSM 45344"; 12. M.lupini DSM 44874"; 13. M.matsumotoense DSM 44100"; 14.M.maritima DSM 45782";
15.M.marina DSM 45555"; 16.M.mirobrigensis DSM 44830": 17.M.narathiwatensis NRRL B 24763"; 18.M.olivasterospora DSM
43868"; 19.M.purpureochromogenes DSM 43821"; 20.M.rosaria DSM 803"

NaCl (% wiv) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
1 |0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
2 |1 - + + + + - + - - + + + + + + + + + + +
3 |2 - + + + + - + - - + + - + + + + + - + -
4 |3 - + + + - - + - - - - - - + + - + - + -
10 |9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
11 |10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

(+; pozitif, -; negatif)
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Cizelge 4.37.Baz1 Micromonospora, Plantactinospora ve Streptomycestip tiirlerinintemel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, baz1 maddeleri degrade
edebilme kabiliyetleri. Izolatlar ve tip tiirleri; 1. M.rhizosphaerae DSM 454317:2. M.rifamycinica DSM 44983";3. M.saelicesensis DSM
448717; 4. M.siamensis NRRL-B 24762":5. M.tulbaghiae DSM 45489"; 6.M.yangpuensis DSM 45577"; 7. M.wenchangensis DSM 45709"; 8.
M.zamorensis DSM 45600"; 9.M. fulviviridis DSM 43906"; 10. M. pattaloongensis NRRL-B 24764"; 11.M. viridifaciens DSM 43909"; 12.M.
echinaurantiaca DSM 43904 '; 13.M. carbonacea DSM 43815"; 14.P.endophytica DSM 45387"; 15.P.mayteni DSM 45238"; 16.P.siamensis
DSM 45559"; 17.S.hoynatensis S1412"; 18.S.klenkii S2704"; 19.S.specialis DSM 41924™; 20.S. hainanensis DSM 41900"

% 1 wiv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20

Temel Karbon Kaynaklarn
1 Adonitol - - - - - - - - - - - - - - - - - ¥ T T
2 L-arabinoz - - + - - - + + + + - + - - - + + - - -
3 D-arabinoz - - + - - - + - + - - + - - - + + - + +
4 D-sellobioz - - + - - - + + + + - + - - - + + - - +
5 D-fruktoz + - + - + - + + + + - + - - - + + - - -
6 D-sorbitol - - - - + - + - + - - + - - - - - - + N
7 D-galaktoz + + + - - - + - + - - + + - - + + - - -
8 D-mannoz - + - - - + + + + - + - - - + + - - -
9 D-mannitol - - - - + - + - + - - + - - - + + + - -
10 | Dekstrin - - + + + - + + + + + + + + - + + - + +
11 | Dekstran - - - - - - - - - - - - - + - - R R
12 | Inulin - - + - - - - - - - - - - - _ i _ - - -
13 | L-sorboz - - - - - - + - + - - - - - - - - - - -
14 | L-ramnoz - - - - + - - - - - - - - - - + + - - -
15 | Laktoz - - + - - - + - + - - + - - - + + - + -
16 |L-glutamat + - - - + - + - + - - - - - - - + - - -
17 | Maltoz - + + + - - + + + + - + - - - + + - - -
18 | mezo-inositol - - - - + - - - - - - - - - B _ - - T N
19 | Siiksinik asit (% 0.1 w/v) - - + - + - - + - + - - - - - + - - N N
20 | Siikroz (Sakkaroz) - - + - - - + + - + - - - + + + + -
21 | Kasilitol + - - - - - + - + - - - - - - - - - + N
22 | Ksiloz + - + - - - + + + + - + - - - + + - - -
23 | D-riboz - - + - + - + - + - - + - - - + + - + -

173



Cizelge 4.37 (devam).Baz1 Micromonospora, Plantactinospora ve Streptomyces tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, baz1 maddeleri
degrade edebilme kabiliyetleri. izolatlar ve tip tiirleri; 1. M. rhizosphaerae DSM 454317: 2. M. rifamycinica DSM 44983"; 3. M.
saelicesensis DSM 44871"; 4. M. siamensis NRRL-B 24762"; 5. M. tulbaghiae DSM 45489"; 6.M. yangpuensis DSM 455777; 7. M.
wenchangensis DSM 45709"; 8. M. zamorensis DSM 45600"; 9.M. fulviviridis DSM 43906"; 10. M. pattaloongensis NRRL-B
24764"; 11.M. viridifaciens DSM 43909"; 12.M. echinaurantiaca DSM 43904 ': 13.M. carbonacea DSM 43815"; 14.P. endophytica
DSM 45387"; 15. P. mayteni DSM 45238"; 16.P. siamensis DSM 45559"; 17.S.hoynatensis S1412"; 18.S.klenkii S2704"; 19.S.
specialis DSM 41924"; 20.S. hainanensis DSM 41900"

% 0,1 wiv 1 2 3 4 5 6 7 8
Temel Azot Kaynaklari
Alfa-iso-16sin +
D-fenilalanin +
Glisin
L-alanin +
L-arginin
L-asparajin
L-sistein - -
L-histidin
L-hidroksiprolin
L-metionin

L- fenilalanin
L-prolin

L-serin
L-treonin - -
L-valin - -
L-tyrosin - -
Degradasyon Testleri (w/v)
Adenin (% 0.5) - - -
Kazein (% 1) - - -
Hipoksantin (% 0.4) - -
Nisasta (% 1) - + + +
Jelatin (% 0.5) -
Guanin (% 0.05) - -
Tween 40 (% 1) + - +
Tween 80 (% 1) + -
Ksantin (% 0.4) - - -
0 | Ksilan (% 0.4) - - -
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Cizelge 4.38.Baz1 Micromonospora, Plantactinospora ve Streptomycestip tiirlerininhidroliz ve tolerans testleri. izolatlar ve tip tiirleri; 1. M.rhizosphaerae

DSM 454317:2. M.rifamycinica DSM 44983"; 3. M.saelicesensis DSM 44871"; 4. M.siamensis NRRL B 24762 :5. M.tulbaghiae DSM
45489':6.M.yangpuensis DSM 45577"; 7. M.wenchangensis DSM 45709"; 8. M. zamorensis DSM 45600"; 9.M. fulviviridis DSM 43906 10.
M. pattaloongensis NRRL-B 24764"; 11.M. viridifaciens DSM 43909"; 12.M. echinaurantiaca DSM 43904"; 13.M. carbonacea DSM
43815"; 14.P.endophytica DSM 45387"; 15. P.mayteni DSM 45238"; 16.P.siamensis DSM 45559"; 17.S.hoynatensis S1412"; 18.S.klenkii
S2704": 19.S.specialis DSM 41924 ": 20.S. hainanensis DSM 419007

Biyokimyasal Testler 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Aeskulin hidrolizi - - + + - + + + + + + + + + + + + + +

+|+|o©

Arbutin hidrolizi - - + + - + - + + + + + + + + + + + +

Allantoin hidrolizi - - - - - - + - - - -

+
'
+
'
+
'

Nitrat rediiksiyonu +

g |w N

Ure hidrolizi - - - - - - - - - - B - - _ _ _ _ i

pH tolerans:
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35.
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36.

55°C - - - - - - - - - - -




Cizelge 4.38 (devam).Bazi Micromonospora, Plantactinospora ve Streptomycestip tiirlerininhidroliz ve tolerans testleri. izolatlar ve tip tiirleri; 1.

M.rhizosphaerae DSM 45431"; 2. M.rifamycinica DSM 44983": 3. M.saelicesensis DSM 44871"; 4. M.siamensis NRRL-B
24762";5. M.tulbaghiae DSM 45489";6.M.yangpuensis DSM 45577": 7. M. wenchangensis DSM 45709"; 8. M. zamorensis DSM
45600"; 9.M. fulviviridis DSM 43906"; 10. M. pattaloongensis NRRL-B 24764"; 11.M. viridifaciens DSM 43909"; 12.M.
echinaurantiaca DSM 43904 '; 13.M. carbonacea DSM 43815"; 14.P.endophytica DSM 45387"; 15. P.mayteni DSM 45238:
16.P.siTamensis DSM 45559"; 17.S.hoynatensis S1412"; 18.S.klenkii S2704"; 19.S.specialis DSM 41924": 20.S. hainanensis DSM
41900

NaCl (% w/v) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 |0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
2 |1 + + + + + - + + + + + + - - - + + - + +
3 |2 + + - - + - + + + + - + - - - - + - + +
4 |3 - + - - + - + + + - - - - - - - + - - +
5 |4 - - - - + - - - + - - - - - - - + - - +
6 |5 - - - - - - - - + - - - - - - - - - - +
7 |6 - - - - - - - - + - - - - - - - - - - +
8 |7 - - - - - - - - + - - - - - - - - - - +
9 |8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +
10 |9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +
11 10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +

(+; pozitif, -; negatif)
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Cizelge 4.39.Baz1 Streptomyces,Actinomadura ve Nonomuraea izolatlar1 ve tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, bazi maddeleri
degrade edebilme kabiliyetleri. izolatlar ve tip tiirleri; 1. S. mayteni KCTC 19383"; 2.S. avicenniae 41943 3.S. sedi41942" ;4.53812; 5.S.
samsunensis M1463": 6, S. malaysiensis DSM 41697'7. S4702; 8. S. marinusDSM 41968" " : 9. S. abikoensis 40831" :10. S. xishensis DSM
420227 11. S. ferratilisDSM 41836" ; 12. S. abyssalis DSM 420247 13. S2422; 14. A. sputi DSM 45233 T . 15. S3604; 16. S2301; 17.
N.coxensis DSM45129"; 18. N.candida DSM 45086"; 19N. turkmeniaca DSM 43926"; 20.N.rosea DSM45177"

% 1 wlv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 | 12 | 13 | 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 | 20

Temel Karbon Kaynaklar:
1 Adonitol + + + + - + + + - - - + - - + + + + T T
2 L-arabinoz + - + + + + + - - - - + - - - - + - T _
3 D-arabinoz - + - - - - - - - - - - - - - - - - N
4 D-sellobioz - + + + + + + - + - + + + + + + + + + +
5 D-fruktoz + + + + + + + + + - + + - - + + + + - +
6 | D-sorbitol - + - - - - + + - - - - - + - + n - ¥ ¥
7 D-galaktoz + + + + + + + + + - + + - - - + - + +
8 D-mannoz - + + + + + - + - + + - - - - + - - | -
9 D-Mannitol + - - + + + + - - - + + + - + B + T R T
10 | Dekstrin + + + + + + + + + - + + + + - - + - + -
11 | Dekstran - - - - - - - - - - - - - B B - + + N
12 |inulin - - - - - - + |+ - - - + - - ¥ | + - ¥ | + | +
13 | L-sorboz - - - - - - - - + - - - - - - - - - - +
14 | L-ramnoz + + - + + + + - + - - + + + + + + + - +
15 | Laktoz + + - + + + + - + - + + - + - - + - - -
16 | L-glutamat - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
17 | Maltoz + + + + + + + - + - + + - - - - + - + -
18 | mezo-inositol + - - + + + + - + - + + - - - - + + + +
19 | Siiksinik asit (% 0.1 w/v) + - - + + + + - + - - + - + - + - - -
20 | Siikroz (Sakkaroz) - + + - - - - + - - - - + - T T - ¥ _ T
21 | Ksilitol - - - - - - - - - - - - - - B B - - N N
22 | Ksiloz + + - + + + + + + - + + - - + + + + - +
23 | D-riboz - - - + + + - + - - + - - + -
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Cizelge 4.39 (devam).Baz1 Streptomyces, Actinomadura ve Nonomuraea izolatlar1 ve tip tiirlerinin temel karbon ve azot kaynaklarindaki gelisimi, bazi
maddeleri degrade edebilme kabiliyetleri. izolatlar ve tip tiirleri; 1. S. mayteni KCTC 19383"; 2.S. avicenniae 41943" 3.S. sedi41942"
:4.53812; 5.S. samsunensis M1463"; 6, S. malaysiensis DSM 4169777. S4702; 8. S. marinusDSM 41968" T ; 9. S. abikoensis 40831"
:10. S. xishensis DSM 42022"; 11. S. ferratilisDSM 41836 ; 12. S. abyssalis DSM 42024713, S2422; 14. A. sputi DSM 452337 ; 15,
S3604; 16. S2301; 17. N.coxensis DSM45129": 18. N.candida DSM 45086"; 19N. turkmeniaca DSM 43926"; 20.N.rosea

DSM451777

% 0,1 wiv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Temel Azot Kaynaklar:
1 | Alfa-iso-16sin - + - + + + - - + - + + - - + - + + + +
2 D-fenilalanin + - - + + + - - + - - - - - - - + + + n
3 |Glisin + - - + + + + - + - - + - - - - T - ¥ ¥
4 L-alanin + + + + + + + - + - + + - + + + + + + +
5 L-arginin + + + + + + + - + - + + + + + + + + + +
6 L-asparajin + + - + + + + - + - + + - - + + + + + +
7 L-sistein - - + + + + + - + - + + - - + + + + + +
8 L-histidin + - + + + + - - + - + + - - - - - + - +
9 L-hidroksiprolin - + - + + + - - + - + + - - - + + + n n
10 | L-metionin + + - + + + - - + - + + - - + + + + n n
11 | L- fenilalanin - - - - - - - - + - + - - - n n + ¥ ¥ n
12 | L-prolin + - + + + + - - + - + + - + + + + + +
13 | L-serin + + + + + + + - + - + - - + + + + + + +
14 | L-treonin + - - + + + + - + - + + - + + + + + +
15 | L-valin + + - + + + - - + - + + - - - + + + + +
16 | L-tyrosin + + + + + + - - + - + + - + + + T T T n

Degradasyon Testleri (w/v)
1 | Adenin (% 0.5) - + - + + + + - + - + - - - - - - + - -
2 Kazein (% 1) - + - - - - - - - - - - - - - - - - B
3 Hipoksantin (% 0.4) - + - - + - - - + - - -
4 Nisgasta (% 1) + - - + + + + + + + + + + + - - + - + -
5 Jelatin (% 0.5) - - - - - - - - - - - - - - - _
6 Guanin (% 0.05) - + - - - - - - - - - - - _
7 Tween 40 (% 1) + + + + + + + - + - - + + + - + - + + -
8 Tween 80 (% 1) + + + + - + - - + - - - - - - - - - -
9 Ksantin (% 0.4) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - B
10 | Ksilan (% 0.4) - - - - - - - - - - - - - - - - B - - _
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Cizelge 4.40.Baz1 Streptomyces, Actinomadura ve Nonomuraea izolatlar1 ve tip tiirlerinin hidroliz ve tolerans testleri.izolatlar ve tip tiirleri; 1. S. mayteni
KCTC 19383"; 2.S. avicenniae 41943" 3.S. sedi41942" :4.53812; 5.S. samsunensis M1463"; 6. S. malaysiensis DSM 41697'7. S4702; 8. S.
marinusDSM 41968"; 9. S. abikoensis 408317:10. S. xishensis DSM 420227: 11. S. ferratilisDSM 41836"; 12. S. abyssalis DSM 42024" 13.
S2422; 14. A. sputi DSM 452337 : 15. S3604; 16. S2301; 17. N.coxensis DSM45129T; 18. N.candida DSM 45086T; 19N. turkmeniaca DSM
43926"; 20.N.rosea DSM45177"

Biyokimyasal Testler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 18 19 | 20
1 | Aeskulin hidrolizi + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
2 | Arbutin hidrolizi + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
3 | Allantoin hidrolizi - - - - - + - - - - - - - - - - - + - -
4 | Nitrat rediiksiyonu - - + - + + + - - - - - + + + + + - - +
5. | Ure hidrolizi - - + - - - + + - + - - - + - - + - - -

pH toleransi
22.15 - - - + + + - - + - + - - - - - - - - -
23.16 + - - + + + - - + - + - + + - - - + - +
24.16.5 + + + + + + - - + - + - + + + + + + - +
25. |7 + + + + + + + - + - + - + + + + + + - +
6. |75 + + + + + + + - + - + + + + + + + + - +
7. 18 + + + + + + + + + - + + + + + + + + + +
8. |85 + + + + + + + + + - + + + + + + + + + +
9. 19 + + + + + + + - + - + + + + + + + + + +
11. (10 + + + + + + + + + - + + + + + + + + + +
12,111 + - - + - + + - + - - + + + + + + + - -

Sicakhk
37.14°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
38. | 10°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
39. [20°C - + - - - - - - - - - - - - - - - - -
40. |28 °C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
41. 37 °C - + + + + + - - + - + - + + + + + + + -
42. 140 °C - - - + - - + - + - + + + - + + + -
43. 145 °C - - - - - - - - + - - - - - - - + + - -
44,150 °C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
45, |55°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Cizelge 4.40 (devam).Baz1 Streptomyces, Actinomadura ve Nonomuraea izolatlar1 ve tip tiirlerinin hidroliz ve tolerans testleri. Izolatlar ve tip tiirleri; 1. S.
mayteni KCTC 19383"; 2.S. avicenniae 41943" 3.S. sedi41942" :4. S3812; 5.S. samsunensis M1463"; 6, S. malaysiensis DSM
4169777. S4702; 8. S. marinusDSM 41968" " ; 9. S. abikoensis 40831" ;10. S. xishensis DSM 420227: 11. S. ferratilisDSM 41836 ;
12. S. abyssalis DSM 420247 13. S2422; 14. A. sputi DSM 45233 T : 15. S3604; 16. S2301; 17. N.coxensis DSM45129T; 18.
N.candida DSM 45086"; 19.N. turkmeniaca DSM 43926"; 20.N.rosea DSM45177"

NaCl (% w/v) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
1 |0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
2 |1 + - + + + + + + + - + + + + + + + + - +
3 |2 + - + + + + + + + - + + + + - + + + - +
4 |3 - - + + + - + + + - + + + + - + + + - +
5 |4 - - + + + - - - + - + + - + - - - - - -
6 |5 - - + + + - - - + - - + - - - - - - - -
7 |6 - - - + - - - - - - - - - - - - - - - -
8 |7 - - - + - - - - - - - - - - - - - - - -
10 |9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
11 |10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

(+; pozitif, -; negatif)
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4.1.11 Antimikrobiyal aktivite

16S rRNA gen dizi analizine gore yeni tlir olma olasilig1 olan test izolatlar1, basta
gram pozitif (+) bakteriler ve gram negatif (-) bakteriler, maya ve filamentli fungus
olmak {izere 26 patojen organizmanin gelismelerini inhibe etme kabiliyetlerine gore
incelendi (Williams ve dig., 1983). Olgiilen zon caplari Cizelge 4.41°de verildi. Bazi
petrilerde dlgiilen zon caplar1 Sekil 4.43°de verildi.

(b) Aspergillus parasiticus NRRL-465 (d) Lysteria monocytogenes-klinik izolat
Sekil 4.43.Antimikrobiyal aktivite testi. (a) Bacillus subtilis NRRL-B 209; (b)

Aspergillus parasiticus NRRL-465; (c) Aspergillus niger; (d) Lysteria
monocytogenes-klinik izolat.
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Cizelge 4.41.Antimikrobiyal aktivite sonuglarma gore 6lgiilen zon ¢aplart (mm). 1.Bacillus cereus NRRL-B 3711; 2.Bacillus licheniformis NRRL-B 1001,
3.Bacillus pumilis NRRL-BD 142; 4.Bacillus subtilis NRRL-B 209;5.Bacillus subtilis NRS 744; 6. Bacillus subtilis Kuan 16D Il 75;7.Listeria
monocytogenes-medikal izolat; 8.Micrococcus luteus NRRL-B 1013;9. Staphyococcus aureus NRRL B-767; 10. Staphyococcus aureus ATCC
29213;11.Staphyococcus aureus ATCC 25923; 12.Staphyococcus aureus ATCC 33862;13. Aspergillus niger-izolat. (1-12 Gram pozitif; 13.

Fungus)
izolatlar Patojen Bakteriler
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1. Streptomyces hoynatensis S1412" 18mm - - - 32mm | 16mm | 20mm - 36mm - - - -
Streptomyces klenkii S2704" 36mm - - - 30mm | 40mm | 32mm - 84mm - - 68mm -
Streptomyces sp. S4702 60mm - - 40mm | 60mm | 50mm | 58mm | 38mm | 76mm | 28mm - 76mm -
Streptomyces sp. S3812 - 22mm - 19mm - - - - 18mm - - - -

Micromonospora sp. S2508B - - - - - - - - - - - - _

Micromonospora sp. S2901 - - - - - - - - - - - - _

2
3
4.
5.  Micromonospora sp. S1510 - - - - - - - - - - - - _
6
7
8

Micromonospora sp. S2903 - - - - - - - - - - - - _

9. Micromonospora sp. S2904 - - - - - - - - - - - - _

10. Micromonospora sp. S2909 - - - - - - - - - - - - _

11. Micromonospora sp. S2509 - - - - - - - - - - - - _

12. Micromonospora sp. S2518 - - - - - - - - - - - - _

13. Micromonospora sp. S2911 - - - - - - 20mm - 44mm - - - 26mm

14. Micromonospora sp. DS3186 - - - - - - - - - - - - _

15. Micromonospora sp. DS3003 - - - - - - - - - - - - _

16. Micromonospora sp. S4605 - 11mm - 12mm - - - - - - - - -
17. Micromonospora sp. S4803 - - - - - - - - - - - - _
18. Micromonospora sp. S2510 - 12mm - - - - 20mm - Imm - - - -
19. Micromonospora sp. S3802 - - - - - - - - - - - - _
20. Micromonospora sp. S3815 - 14mm - 20mm - - - - - - - - -
21. Micromonospora sp. DS3010 - 13mm - 17mm - - - - - - 16mm - -
22. Actinomadura sp. S2422 - - - 13mm - - - - - - - - -
23. Nonomuraea sp. S3604 - - - 21mm - - - - 17mm - - - -
24. Nonomuraea sp. S2301 - - - 14mm - - - - - - - - -

25. Saccharomonospora sp. DS3030 - - - - - - - - R R - - -
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Cizelge 4.41 (devam). Antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore olgiilen zon ¢aplari (mm). 14.Aspergillus flavus NRRL-1957;15.Aspergillus parasiticus
NRRL 465;16. Candida albicans ATCC 10231;17.Candida utilis NRRL-V-900;18.Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853;
19.Pseudomonas aeroginosa NRRL-B 2679;20.Pseudomonas vulgaris NRRL-B 123;21.Enterobacter aerogenes NRRL B-
427;22 .Enterobacter aerogenes NRRL B-3567;23.Escherichia coli ATCC 25922;24.Escherichia coli MC-4100;25.Citrobacter
freundi NRRL-B 2643;26.Providencia stuarti. (14-17 fungus; 18-26 Gram negatif )

Patojen Bakteriler
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

izolatlar

1. Streptomyces hoynatensis S1412" - 22mm - - - - - - - - - - 14mm

Streptomyces klenkii S2704" - 32mm - - - - - - 74mm - - - 24mm

Streptomyces sp. S4702 - 54mm - - 50mm | 32mm - 40mm | 78mm | 56 mm - - 60mm

Streptomyces sp. S3812 - - - 19mm - 20mm - 16mm - - - 22mm -

Micromonospora sp. S2508B - - - - - - - - - - - - _

Micromonospora sp. S2901 - - - - - - - - - - - - _

2
3
4.
5. Micromonospora sp. S1510 - - - - - - - - - - - - _
6
7
8

Micromonospora sp. S2903 - - - - - - - - - - - - _

9. Micromonospora sp. S2904 - - - - - - - - - - - - _

10. Micromonospora sp. S2909 - - - - - - - - - - - - B

11. Micromonospora sp. S2509 - - - - - - - - - - - - B

12. Micromonospora sp. S2518 - - - - - - - - - - - - B

13. Micromonospora sp. S2911 - 20mm - - - - - - 20mm - - - 12mm
14. Micromonospora sp. DS3186 - - - - - - - - - - - - -
15. Micromonospora sp. DS3003 - - - 16mm - - - - - - - - -
16. Micromonospora sp. S4605 - - - - - - - - - - - - -
17. Micromonospora sp. S4803 - - - 17mm - 15mm - - - - - - -
18. Micromonospora sp. S2510 - - - - - 13mm - 12mm - - - - -
19. Micromonospora sp. S3802 - - - - - 12mm - 11mm - - - - -
20. Micromonospora sp. S3815 - - - 17mm - 12mm - 14mm - - - - -
21. Micromonospora sp. DS3010 - - - 23mm - - - 18mm - - - 18mm -
22. Actinomadura sp. S2422 - - - - - 9mm - 13mm - - - - -
23. Nonomuraea sp. S3604 - - - 16mm - 16mm - 20mm - - - - -
24. Nonomuraea sp. S2301 - - - - - - - 16mm - - - - -

25. Saccharomonospora sp. DS3030 - - - - - - - - R - - - -
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4.1.12 Kiiltiirel ve morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi

4.1.12.1 izolatlarin farkh besiyerlerindeki biiyiime ve gelisimleri

Izolasyon agarlarindan saflastirilan ve kiiltiire aliman bazi izolatlarim on farkli
besiyerlerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri incelenmek iizere en yakin akraba
tip tiirleriyle birlikte biiylime ve gelismeleri saglandi. On farkli besiyerinde
izolatlarn gelisimi, spor rengi, substrat miselyum ve ¢Oziiniir pigment rengi
ozellikleri  belirlendi  (Cizelge 4.42-4.46). Izolatlardan bazilarmin  farkh
besiyerlerindeki gelisim morfolojileri Sekil 4.44-4.48°de verildi.
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Cizelge 4.42.Bazi test izolatlarmin ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1,Streptomyces hoynatensis $14127; 2,
S2704"; 3, S. specialis GWA41-1564"; 4,S. hainanensis YIM 47672 5,S. avicenniae MCCC 1A01535"; 6,S. sediYIM 65188"; 7,S. mayteni YIM

60475';8,53812 (+++; Gelisimi ¢ok iyi, ++; Geligimi orta diizeyde, +, Geligimi zayif)

Yeast extract-Malt Oatmeal agar Inorganic salt starch agar Glycerol asparagine agar Pepton-yeast extract iron
extract agar (ISP 2) (ISP 3) (ISP 4) (ISP 5) agar(ISP 6)

Gelisimi +++ + +++ + +

1 Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Agik turuncu sari Agik turuncu sart Agik sar1 Agik turuncu sar1
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ + +

9 Spor rengi Yok Beyaz Beyaz Yok Yok
Substrat miselyum rengi Acik sar1 Yok Agik sar1 Acik sar1 Acik sar1
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ + +++ ++ ++

3 Spor rengi Beyaz Beyaz Yesilimsi kahverengi Yok Yok
Substrat miselyum rengi Siyah Beyaz Koyu yesilimsi kahverengi | Koyu yesilimsi kahverengi | Koyu kirmizi
Coziiniir pigment rengi Siyah Yok Koyu yesilimsi kahverengi | Koyu yesilimsi kahverengi | Ag¢ik yesilimsi kahverengi
Gelisimi ++ +++ ++ + +

4 Spor rengi Pembe-beyaz Agik pembe Pembe-beyaz Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu sar1 Koyu turuncu-sari Agik kirmizi kahverengi Agik sar1 Agik sar1
Coziiniir pigment rengi Turuncu-sari Turuncu-sari Acik turuncu-sari Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ ++ ++

5 Spor rengi Koyu turuncu-kirmizi Sari-kahverengi Yesil Yesil Yesil
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu-kirmizi Sari-kahverengi Gri Gri Agcik sar1
Coziiniir pigment rengi Koyu kahverengi Yok Yok Yok Yesil
Gelisimi +++ + ++ + +++

6 Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Acik sart Agik sari Agik sar1 Agcik sart Agik sart
Coziiniir pigment rengi Acik sari Yok Yok Yok Yok
Gelisimi ++ ++ + ++ ++

7 Spor rengi Beyaz Beyaz Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Kahverengimsi turuncu Agcik turuncu-sart Agik sar1 Agik sar1
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Geligimi +++ +++ ++ ++ +++

8 Spor rengi White Gri-Beyaz Gri Yok Yok
Substrat miselyum rengi Turuncu sar1 Koyu yesilimsi kahverengi Agik sar1 Agik sari Agik sari
Coziiniir pigment rengi Yok Agcik yesilimsi kahverengi Yok Yok Yok
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Cizelge 4.42 (devam).Bazi test izolatlarinin ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1,Streptomyces hoynatensis
S1412": 2, S2704"; 3, S. specialis GW41-1564"; 4,S. hainanensis YIM 47672"; 5,S. avicenniae MCCC 1A01535"; 6,S. sediYIM

65188"; 7,S. mayteni YIM 60475":8,53812 (+++; Gelisimi ¢cok iyi, ++; Gelisimi orta diizeyde, +, Geligimi zayif)

Tyrosine agar(ISP 7)

Modified Bennett’s agar

Czapek’s agar

Nutrient agar

TSA agar
Gelisimi + +++ ++ + +
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Kahverengimsi turuncu Agik turuncu sari Agik turuncu sari Agik turuncu sart Agik turuncu sari
Coziiniir pigment rengi Agik turuncu Yok Yok Yok Yok
Gelisimi + ++ + ++ +
Spor rengi Beyaz Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik sari Agik sari Agik sari Agik sari Agik sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi + +++ + ++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Beyazimsi gri Acik turuncu sari
Substrat miselyum rengi Agcik yesilimsi kahverengi | Siyah Koyu yesil kahverengi Koyu yesil kahverengi Acik yesilimsi kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Siyah Yok Acik yesilimsi kahverengi | Acik yesilimsi kahverengi
Gelisimi ++ ++ ++ +
Spor rengi Gri Yok Pembe-gri Beyaz Geligmedi
Substrat miselyum rengi Agik turuncu Turuncu-sari Turuncu-sari Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Koyu turuncu Koyu turuncu sari Acik kahverengi Yok
Gelisimi ++ ++ + ++ ++
Spor rengi Beyaz Yok Beyaz Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu sari Agik sari Agik sar1 Agik sari Agik sari
Cozliniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi + +++ + n -
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik sar1 turuncu Acik sar1 Agik sar1 Agik sar1 Acik sar1
Coziiniir pigment rengi Acik sar1 turuncu Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ ++ ++
Spor rengi Yok Yok Yok Beyaz Yok
Substrat miselyum rengi Agik sarimsi kahverengi Agik sar1 Agik turuncu-sari Agik sar1 Turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ ++ +++
Spor rengi Beyaz Yok Gelismedi Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik sar1 Agik sari 3 Agik sar1 Agik sar1
Coziliniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
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Gelisimi ¢ok iyi, ++; Gelisimi orta diizeyde, +, Gelisimi zayif)

Cizelge 4.43.Baz test izolatlarinin ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1,Streptomyces samsunensis M1463";
2,S. malaysiensisDSM 14697"; 3, S4702; 4,S. marinus DSM 41968" ; 5, S2422; 6, Actinomadura sputi DSM 45233"; 7, S3604; 8, S2301 (+++;

Yeast extract-Malt extract

Oatmeal agar

Inorganic salt starch agar

Glycerol asparagine agar

Pepton-yeast extract iron

agar(ISP 2) (ISP 3) (ISP 4) (ISP 5) agar(ISP 6)
Gelisimi +++ +++ +++ ++ +++
Spor rengi Beyaz Grimsi beyaz Grimsi beyaz Beyaz Yok
Substrat miselyum rengi Turuncu sar1 Yesilimsi kahverengi Agik kahverengi Agik sari Turuncu sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yesilimsi kahverengi Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Spor rengi Grimsi beyaz Grimsi beyaz Grimsi beyaz Yok Yok
Substrat miselyum rengi Yesilimsi siyah Koyu yesilimsi kahverengi | Agik kahverengi Agcik sar1 Turuncu sar1
Coziiniir pigment rengi Yok Agik yesil kahverengi Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ ++
Spor rengi Beyaz Beyaz Beyaz Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik sar1 Acik yesilimsi kahverengi | Agik yesilimsi kahverengi | Agik sar1 Turuncu sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ ++ +++ +++ ++
Spor rengi Acik sart Acgik yesilimsi kahverengi | Agik turuncu-sari Agik sar1 Agcik sart
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu-sari Agik turuncu-sari Agik sar1 Agik sari Agik sar1
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ ++ ++ +++
Spor rengi Yok Yok Beyaz Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu-sari Acik yesilimsi kahverengi | Agik sar1 Agik sar1 Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Yok Acik yesilimsi kahverengi | Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ ++ +++
Spor rengi Beyaz Yok Beyaz Yok Yok
Substrat miselyum rengi Acik sar1 Acik yesilimsi kahverengi | Agik sart Acik sar1 Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Yok Acik yesilimsi kahverengi | Yok Yok Yok
Geligimi +++ +++ +++ +++ ++
Spor rengi Agik turuncu Acik yesilimsi kahverengi | Agik turuncu-sari Yok Agik pembe
Substrat miselyum rengi Kahverengimsi turuncu Acik yesilimsi kahverengi | Agik yesilimsi kahverengi | Agik turuncu Kahverengimsi turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Geligimi +++ +++ ++ ++ ++
Spor rengi Yok Beyaz Beyaz Beyaz Yok
Substrat miselyum rengi Kirmizimsi turumcu Kirmizimsi kahverengi Kirmizimsi turuncu Kirmizimst turuncu Agik kirmizi-kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
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S3604; 8, S2301 (+++; Gelisimi ¢ok iyi, ++; Gelisimi orta diizeyde, +, Geligimi zayif)

Cizelge 4.43 (devam).Bazi test izolatlarinin ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1,Streptomyces samsunensis
M1463"; 2,S. malaysiensisDSM 14697"; 3, S4702; 4,S. marinus DSM 41968 ; 5, S2422; 6, Actinomadura sputi DSM 45233: 7,

Tyrosine agar

Modified Bennett’s agar

Czapek’s agar

Nutrient agar

(ISP7) TSA
Geligimi +++ +++ ++ ++ +++
Spor rengi Beyaz Beyaz Gri Yoki Beyaz
Substrat miselyum rengi Kahverengimsi turuncu Acik sar1 Acik sarimsi kahverengi Acik sar1 Turuncu sar1
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ ++ +++ +++
Spor rengi Beyaz Yok Gri Yok Yok
Substrat miselyum rengi Kahverengimsi turuncu Agcik kahverengi Sarimsi kahverengi Agik sari Agik sar1
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ ++ +++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Beyaz Yok
Substrat miselyum rengi Koyu kahverengi Acik sar1 Acik sar1 Agcik sari Agik turuncu- sar1
Coziiniir pigment rengi Kahverengimsi turuncu Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ + +++ +++
Spor rengi Acik kahverengi Acgik sari Beyaz Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu kahverengi Koyu turuncu-sari Beyaz Agik turuncu-sari Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Acik kahverengi Acik turuncu-sari Yok Yok Yok
Gelisimi +++ ++ +++ +++ +++
Spor rengi Beyaz Yok Yok Beyaz Yok
Substrat miselyum rengi Koyu kahverengi Agik sari Agcik sart Agcik sart Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Kahverengimsi turuncu Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Beyaz Yok
Substrat miselyum rengi Koyu kahverengi Agik sar1 Agik sari Agcik sar1 Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Kahverengimsi turuncu Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ ++ ++ ++
Spor rengi Acgik sarimsi pembe Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Acik kahverengi Agik turuncu Agcik kahverengi Acik kahverengi Kahverengimsi turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi ++ ++ + ++ +++
Spor rengi Beyaz-acik penbe Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Kirmizimsi turuncu Agik kirmizi Agik kirmizi Agik kirmizi-turuncu Agik kirmizi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok

188




Cizelge 4.44.Baz1 test izolatlarinin ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1, S1510; 2, S2508B; 3, S2509; 4,
S2518; 5, S2901;6, S2903; 7, S2904; 8, S4605 (+++; Gelisimi ¢ok iyi, ++; Gelisimi orta diizeyde, +, Gelisimi zayif)

Yeast extract-Malt extract

Oatmeal agar

Inorganic salt starch agar

Glycerol asparagine agar

Pepton-yeast extract iron

agar(ISP 2) (ISP 3) (ISP 4) (ISP 5) agar(ISP 6)
Geligimi +++ ++ + + +
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Turuncu Agik turuncu Agik turuncu-sari Agik turuncu-sart Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ ++ + + +
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Acik turuncu-sari Agik turuncu-sar1 Agik turuncu-sar1 Acik turuncu-sari Koyu turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ + ++
Spor rengi Yok Yok Gelismedi Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Koyu kahverengi 3 Agik sar1 Agik sari
Coziiniir pigment rengi Yok Kahverengimsi turuncu Yok Yok
Gelisimi +++ +++ + ++
Spor rengi Yok Yok Gelismedi Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Koyu kahverengi 3 Agik turuncu Agcik turuncu-sart
Coziiniir pigment rengi Yok Acik kahverengi Yok Yok
Gelisimi +++ +++ + ++
Spor rengi Yok Yok Gelismedi Yok Yok
Substrat miselyum rengi Canli kirmizims1 turuncu Koyu turuncu s Agik turuncu-sari Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ + ++
Spor rengi Yok Yok Gelismedi Yok Yok
Substrat miselyum rengi Canli kirmizimsi turuncu Koyu yesilimsi kahverengi 3 Agik turuncu Agcik turuncu-sart
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ + ++
Spor rengi Yok Yok Gelismedi Yok Yok
Substrat miselyum rengi Kirmizimsi turuncu Koyu turuncu 3 Agik turuncu-sari Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi ++ ++ +++ +++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu Agcik yesilimsi kahverengi | Agik turuncu Agik turuncu Agik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
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Cizelge 4.44 (devam). Baz test suglarinin ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1, S1510; 2, S2508B; 3,52509;

4, S2518; 5, S2901; 6, S2903; 7, S2904, 8, S4605 (+++; Gelisimi ¢ok iyi, ++; Gelisimi orta diizeyde, +, Gelisimi zay1f)

Tyrosine agar

Modified Bennett’s agar

Czapek’s agar

Nutrient agar

(ISP 7) TSA
Gelisimi + ++ + + ++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Agik turuncu Agik turuncu-sart Agik turuncu Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Acik kirmizimsi turuncu Yok Yok Yok Yok
Gelisimi + ++ + + ++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu-sari Agik turuncu-sari Koyu turuncu-sari Agik sar1 Ag1k turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi + +++ + ++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Agik turuncu Agik turuncu-sari Agik sari Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Koyu turuncu Yok Yok Yok Yok
Gelisimi + + +++ + +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu Agik turuncu Agik turuncu Aqik sar1 Koyu turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi ++ ++ ++ +
Spor rengi Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu-sari Agik turuncu Agik turuncu-sari Agik turuncu-sari Gelismedi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi ++ ++ ++ +
Spor rengi Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Agik turuncu Agik turuncu-sari Agik turuncu-sari Gelismedi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ ++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu Koyu turuncu Agik turuncu-sari Agik sar1 Gelismedi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu kirmizimsi turuncu Koyu turuncu Agik turuncu Agik turuncu Agik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
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Cizelge 4.45.Bazi test izolatlarinin ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1, S3802; 2, S3815; 3, S4803; 4,52911,

5, $2510; 6, DS3003; 7, DS3010; 8,M. eburnea DSM 448147 (+++; Gelisimi ¢ok iyi, ++; Gelisimi orta diizeyde, +, Gelisimi zayif)

Yeast extract-Malt extract

Oatmeal agar

Inorganic salt starch agar

Glycerol asparagine agar

Pepton-yeast extract iron

agar(ISP 2) (ISP 3) (ISP 4) (ISP 5) agar(ISP 6)
Gelisimi +++ +++ +++ +++ ++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Canli kirmizimsi turuncu Kirmizims: siyah Agcik yesilimsi kahverengi Kahverengimsi siyah Agik turuncu
Coziinlir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ ++ ++
Spor rengi Yok Yok Yok Gelismedi Yok
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Koyu kahverengi Agik turuncu ¥ Agik turuncu
Coziinilir pigment rengi Yok Agik kahverengi Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ ++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu Yesilimsi siyah Koyu kirmizimsi gri Koyu kirmizimsi tutuncu Agik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi ++ +++ +++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Gelismedi
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Koyu kirmizimsi turuncu Agik turuncu Agik turuncu-sari clismed
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
Geligimi +++ +
Spor rengi . . . . Yok . . Yok
Substrat miselyum rengi Geligmedi Geligmedi Koyu turuncu Geligmedi Koyu turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +
Spor rengi Yok Yok . . . . Yok
Substrat miselyum rengi Acik kahverengi Koyu kahverengi Geligmedi Geligmedi Agcik kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ ++
Spor rengi Yok Yok . . . . Yok
Substrat miselyum rengi Agik kahverengi Kahverengimsi siyah Geligmedi Geligmedi Turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++
Spor rengi Yok Yok . . . . Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu-sart Agik yesilimsi kahverengi Gelismedi Geligmedi Agik turuncu-sari
Coziiniir pigment rengi Yok Acik yesilimsi kahverengi Yok
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zayi1f)

Cizelge 4.45 (devam). Bazi test suslarinin ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1, S3802; 2, S3815; 3, S4803; 4,
$2911: 5, S2510; 6, DS3003; 7, DS3010; 8,M. eburneaDSM 448147 (+++; Gelisimi ¢ok iyi, ++; Gelisimi orta diizeyde, +, Gelisimi

Tyrosine agar

(ISP 7) Modified Bennett’s agar Czapek’s agar Nutrient agar TSA
Gelisimi +++ +++ +++ + +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu yesil kahverengi Koyu kirmizimsi turuncu | Agik turuncu Agik turuncu Agik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Geligimi ++ + +++ ++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu kirmizi turuncu Agik turuncu Koyu kirmizimsi turuncu | Agik turuncu Ag¢ik turuncu
Coziinilir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Agik turuncu-sari Koyu kahverengi Agik turuncu Kirmizimsi siyah Agik kirmizimsi turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ ++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Gelismedi
Substrat miselyum rengi Agik turuncu Agik turuncu Acik turuncu-sari Agik turuncu 3
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
Geligimi + + ++
Spor rengi Yok Yok Yok . . . .
Substrat miselyum rengi Koyu kirmizi turuncu Koyu yesil kahverengi Koyu kirmizimsi turuncu Geligmedi Geligmedi
Coziiniir pigment rengi Acik kirmizi turuncu Yok Yok
Gelisimi + + ++
Spor rengi . . Yok . . Yok Yok
Substrat miselyum rengi Geligmedi Acik kahverengi Geligmedi Agik kahverengi Turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok
Geligimi ++ +++
Spor rengi . . . . . . Yok Yok
Sﬁbstrat?niselyum rengi Geligmedi Gelismedi Geligmedi Koyu turuncu Koyu turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok
Geligimi + +++ +
Spor rengi . . Yok Yok . . Yok
Sﬂbstrat%iselyum rengi Geligmedi Agik sar1 Agik sari Geligmedi Agik sar1
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok
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Cizelge 4.46.Baz1 test izolatlarimn ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik ozellikleri: 1,M.chokoriensis DSM 45160;
2,M.equina DSM 45644"; 3,M.citrea DSM 43903"; 4, M.saelicesensis DSM 44869" ; 5,M.olivasteropora ATCC 21819" (+++; Gelisimi ¢ok iyi,
++; Gelisimi orta diizeyde, +, Gelisimi zayif)

Yeast extract-Malt extract Oatmeal agar Inorganic salt starch agar | Glycerol asparagine agar | Pepton-yeast extract iron
agar(ISP2) (ISP3) (ISP4) (ISP5) agar(ISP6)
Gelisimi +++ +++ +
Spor rengi Yok Yok . . . . Yok
Substrat miselyum rengi Siyah Turuncu Geligmedi Geligmedi Sari
Coziiniir pigment rengi Siyahims1 mavi Gri Yok
e +++
Gelisimi ++-l: Yok -; y
Spor rengi Yo . . . . 0
Substrat miselyum rengi Turuncu ﬁ‘@lk kirmuzims1 Geligmedi Geligmedi Ag¢ik turuncu
PR : ahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ + ++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Siyah Koyu kahverengi Siyahimsi yesil Koyu turuncu Kahverengimsi turuncu
Coziiniir pigment rengi Yesilimsi siyah Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +
Spor rengi Yok Yok Yok Gelismedi Gelismedi
Substrat miselyum rengi Koyu turuncu Koyu grimsi kahverengi Kahverengimsi turuncu clismed clismed
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok
Gelisimi + +++ +++ +
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Gelismedi
Substrat miselyum rengi Koyu grimsi kirmizi Yesilimsi siyah Yesilimsi siyah Agik grimsi kahverengi s
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
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(+++; Gelisimi ¢ok iyi, ++; Gelisimi orta diizeyde, +, Gelisimi zayif)

Cizelge 4.46 (devam). Baz test izolatlarinin ve en yakin tip tiirlerinin on farkli besiyerindeki kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri: 1,M.chokoriensis DSM
45160"; 2,M.equina DSM 45644"; 3,M.citrea DSM 43903"; 4, M.saelicesensis DSM 44869 ; 5,M.olivasteropora ATCC 21819"

Tyrosine agar

Modified Bennett’s agar

Czapek’s agar

Niitrient agar

TSA

(ISP7)
Gelisimi ++ +++ ++ ++
Spor rengi Gelismedi Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi 3 Siyah Kahverengi Acik kahverengi Agik kahverengi
Coziiniir pigment rengi Yok Mavi Yok Yok
Gelisimi + ++
Spor rengi . . Yok . . . . Yok
Sﬁbstratgr]niselyum rengi Geligmedi Krem Gelismedi Gelismedi Turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok
Gelisimi +++ + ++ ++ +++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Siyahims1 yesil Acik kahverengi Kahverengimsi turuncu Kahverengimsi siyah Koyu turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Acik turuncu-sari
Gelisimi + +++ + ++
Spor rengi Gelismedi Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi g Kahverengimsi turuncu Kahverengimsi turuncu Kahverengimsi turuncu Koyu turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi + +++ +++ +++ ++
Spor rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat miselyum rengi Koyu grimsi kirmizi Yesilimsi siyah Yesilimsi siyah Kirmizimst siyah Agik turuncu
Coziiniir pigment rengi Yok Yok Yok Yok Yok
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S.hoynatensis S1412" Bennett’s agar  S.hoynatensis S1412"ISP 2 agar S.hoynatensis $1412" Czapek’s agar

S. specialisDSM 41924 Bennett’s agar S. specialisDSM 41924TISP 2 agar  S. specialisDSM 41924 Czapek’s agar
Sekil 4.44 Streptomyces hoynatensis S1412"ve en yakin tip tiiriiS. specialisDSM 41924 inon farkli besiyerindeki morfolojik goriintiisii
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S.hoynatensis S1412" ISP3 agar S.hoynatensis S1412" ISP4 agar S.hoynatensis S1412" ISP5 agar

‘f:e. a : 4

S. specialisDSM 419247 ISP3 agar S. specialisDSM 419247 I1SP4 agar S. specialisDSM 419247 ISP5 agar

Sekil 4.44 (devam).Streptomyces hoynatensis S1412" ve en yakn tip tiirii S. specialisDSM 41924 "in on farkl1 besiyerindeki morfolojik goriintiisii
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S.hoynatensis S14127 ISP 6 agar ~ S.hoynatensis S1412" ISP 7 agar ~ S.hoynatensis S1412" Niitrient agar ~ S.hoynatensis S1412" TSA agar

S. specialisDSM 41924" ISP 6 agar S. specialisDSM 419247 ISP 7 agar S. specialisDSM 41924 Niitrient agarS. specialisDSM 41924 TSA agar
Sekil 4.44 (devam).Streptomyces hoynatensis S1412" ve en yakn tip tiirii S. specialisDSM 41924"in on farkl1 besiyerindeki morfolojik gériintiisii
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S.hoynatensis S14127 ISP6 agar ~ S.hoynatensis S1412 ISP7 agar ~ S.hoynatensis S1412" Niitrient agar

S. specialisDSM 419247 ISP6 agar S. specialisDSM 41924" ISP7 agar S. specialisDSM 41924" Niitrient agar S. specialisDSM 41924" TSA agar

Sekil 4.44 (devam).Streptomyces hoynatensis S1412" ve en yakn tip tiirii S. specialisDSM 41924 in on farkl1 besiyerindeki morfolojik goriintiisii
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S4702 Bennett’s agar

S4702 ISP3 agar

S4702 Czapek’s agar ~ S4702 Niitrient agar S4702 ISP 2 agar S4702 TSA agar

S4702 ISP4 agar S4702 I1SP5 agar S4702 I1SP6 agar S4702 ISP7 agar

Sekil 4.45.Streptomyces sp. S4702 izolatinin on farkli besiyerindeki morfolojik goriintiisii
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S1510 ISP 2 agar

S1510 Bennett’s agar S1510 Czapek’s agar S1510 Niitrient agar S1510 TSA agar

S1510 ISP3 agarS1510 ISP4 agar  S1510 ISP5 agar S1510 ISP6 agar S1510 ISP7 agar

Sekil 4.46.Micromonospora sp. S1510 izolatinin on farkli besiyerindeki morfolojik goriintiisii
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S2508B ISP 2 agar S2508B Bennett’s agar S2508B Czapek’s agar S2508B Niitrient agar S2508B TSA agar

S2508B ISP3 agar S2508B I1SP4 agar S52508B ISP5 agar S2508BISP7 agar

Sekil 4.47.Micromonospora sp. S2508B izolatinin dokuz farkli besiyerindeki morfolojik goriintiisii
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S2301 ISP 2 agar ~ S2301 Bennett’s agar ~ S2301 Czapekt’s agar S2301 Niitrient agar S2301 TSA agar

S2301 ISP3 agar S2301 I1SP4 agar S2301 ISP5 agar S2301 I1SP6 agar S2301 ISP7 agar

Sekil 4.48.Nonomuraea sp. S2301 izolatinin dokuz farkli besiyerindeki morfolojik goriintiisii
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4.1.12.2 Taramah elektron mikroskobisi (SEM) ile spor morfolojisi

16S rRNA gen dizi analizine gore yeni tiir olma potansiyeli daha fazla olan test

izolatlarinin aerial miselyum morfolojileri taramali elektron mikroskobu ile

belirlendi (Sekil 4.49-4.51).

18kU <12, a@8 " LMm

Actinomadura sp. S2422 Nonomuraea sp. S3604

Sekil 4.49.Bazi izolatlarin spor morfolojilerinin belirlendigi SEM goriintiileri
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1aku » B85 ST GUFEF

GUFEF

18U Epaseas Trm GUFEF

Streptomycesklenkii S2704"

i B & Skl S Qe 4 1SkU  x18. 886 Trm

Streptomyces sp. S3812 Saccharomonosporaamisosensis DS3030" Micromonospora sp. S2901

Sekil 4.50.Bazi izolatlarin spor morfolojilerinin belirlendigi SEM goriintiileri
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K15 Ao, T D,

GUFEF

Sekil 4.51.Baz1 izolatlarin spor morfolojilerinin belirlendigi SEM goriintiileri
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4.2. Tartisma

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile denizlere 6zgii aktinomisetlerin ¢ok farkli deniz
ekosistemlerinde genis bir dagilim gosterdigi kesfedilmistir (Lam, 2006). Hem kiiltiir
edilebilir hem de kiiltiirii edilemeyen bakteriler ile ilgili yapilan ¢alismalar, deniz dip
sedimentinden mercan kayaliklarina, omurgasizlardan bitkilere kadar okyanuslarin
her yerinde denizlere 6zgii aktinomisetlerin bulunabilecegini gostermistir. Deniz
aktinomisetleri olan Dietzia maris, Rhodococcus erytropolis ve Kocuria erythromyxa
Hokkaido’nun 1225 m derinliginden alinan sedimentlerden izole edilmistir (Inagaki
ve dig., 2003).

Gelisim i¢in deniz suyuna ihtiya¢ duyan Salinospora (Mincer ve dig., 2002;
Jensen ve dig., 2004; Maldonado ve dig., 2005) ve Marimomyces (Jensen ve dig.,
2004) cinsleri denizel habitatlardan izole edilmistir. Gelisimi i¢in tuza gereksinim
duyan Aeromicrobium marinum (Bruns ve dig., 2003) denizel habitatlardan izole
edilen Actinobacteria iiyeleri arasindadir. Son zamanlarda tanimlanan, % 10’luk tuzu
tolere edebildigi halde gelisimi igin tuza ihtiyag duymayan Salinibacterium yine
denizel habitatlardan izole edilmis bir cinstir (Han ve dig., 2003).

Actinobacteria iiyeleri olan Aureobacterium testaceum ve Dietzia maris
diinyanin en derin okyanus cukuru olan Mariana’dan (Biiylik Okyanus’ta,
GuamAdasi’nin giiney batisinda, Japonya ve Endonezya arasinda) ilk kez JAMSTEC
grubu tarafindan izole edilmistir (Takami ve dig., 1997).

Yeni Actinobacteria iiyeleri olan Rhopaloeides odorabile, Pseudoceratina
clavata ve Candidaspongia flabellate Avusturalya’nin Biiyiikk Mercan Kayaliklar
(Great Barrier Reef) siingerlerinden, Aplysina aerophoba ve Theonella swinhoei
tiirleri ise Akdeniz stingerlerinden izole edilmistir (Kim ve dig., 2005; Burja ve Hill,
2001; Hentschel ve dig., 2002; Webster ve dig., 2001).

Maldonado ve dig. 2009°da yaptig1 bir ¢alismada Kolifornia (290-317 m) ve
Meksika korfezlerinin (271-302 m) farkli derinliklerden elde ettigi sedimentlerden on
yedi farkli segici izolasyon besiyeri kullanarak toplam 300 aktinomiset iiyesi izolat
izole etmislerdir. 16S rRNA gen dizi analizleri sonucunda bu izolatlarin
Actinomadura, Dietzia, Gordonia, Micromonospora, Nonomuraea, Rhodococcus,
Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Salinispora, Streptomyces, Solwaraspora

ve Verrucosispora cinslerinin {iyesi oldugunu belirlemislerdir. Onceki yapilan
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calismalar deniz sedimentlerinde Micromonospora, Streptomyces ve Rhodococcus
cinsi iyelerinin izolasyonu ile siirlandirilmistir. Bu c¢alisma deniz habitatlarinin
sadece bu li¢ Actinobacteria cinsleriyle sinirli olmadiginin bir kanit1 olmustur.

Bu calismada Karadeniz dip sedimentinin Actinobacteria biyogesitliliginin
belirlenmesi amacglanmis ve izolasyon icin secgici besiyerleri olarak bazal’s mineral
salts, M3, nigasta-kazein, non-sporulating, SM1, SM2, SM3 ve rafinoz-histidin agar
olmak {izere toplam sekiz besiyeri kullanilmigtir. SM3 besiyerinin saf sulu, deniz
sulu ve deniz tuzlu olmak iizere ii¢ farkli kombinasyonu kullanilmistir. Genel olarak
deniz suyunun % 3,5 tuz icerdigi (35g/1,000 ml; Instant Ocean, USA) kabul
edildiginden bu calismada deniz tuzlu besiyerlerinin tuz igerigi % 3,5 olarak
hazirlanmistir (Maldonado ve dig., 2009). Besiyerlerinde kullanilan antibiyotikler ve
konsantrasyonlari1 Cizelge 3.3’te belirtilmistir.

Bu calisma i¢in Karadeniz’in dort farkli derinliginden (Ordu ili Melet
irmaginin denize dokiildigi acikliktan baslanarak 12 m, 45 m ve 80 m derinlikten;
Samsun ilinde Mert irmaginin denize dokiildiigii agikliktan baslanarak 42 m
derinlikten) alinan sediment 6rnekleri aseptik sartlarda laboratuvara getirildi, segici
izolasyon besiyerlerine diliisyon plak yontemiyle, ekimleri herbir diliisyon icin tiger
plak olacak sekilde gergeklestirildi, petriler 28 °C’de 30 giin inkiibasyona birakildi.

Izolasyon petrilerinde gelisen kolonilerin tamami yeniden bazal ortamlara
transfer edilerek saflastirildi, numaralandirildi ve % 25’lik gliserol ¢ozeltisi igerisine
stoklandi. Stoklanan 133 izolattan 40’1 aktiflesmedigi icin aktiflesen 93 izolat test
organizmasi olarak bu tez kapsaminda ¢aligildi.

Stoklanan 93 izolattan 81’1 Ordu ilinden (23 tanesi 12 m derinlikten, 41 tanesi
45 m derinlikten ve 17 tanesi de 80 m derinlikten) ve geriye kalan 12 izolat ise
Samsun ilinden alinan sedimentlerden elde edildi. Ordu ilinden alinan sedimentler
izole edilen koloni sayis1 bakimindan karsilastirdigimizda 80 m derinlikte daha az
koloni elde edildigi goriilmektedir. Bu durum Karadeniz’in 100 m derinlikten
itibaren anoksijenik ozellik gostermesi dolayisi ile 80 m’de nisbeten daha diisiik
diizeyde oksijen varligina baglanabilir. Ordu ile Samsun ili karsilastirildiginda Ordu
ilinde 45 m derinlikten 41 organizma, Samsun ili 42 m derinliginden ise 12 tane
organizma izole edilmistir. Bu farkliligin nedenleri arasinda Samsun ilinde
balik¢ilikta dip trol ile avlanmaya izin verilirken Ordu ilinde buna izin verilmemesi

gosterilebilir. Ayrica Mert irmaginin sehirsel ve sanayi atiklariyla yogun bir sekilde
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kirletilmesi de neden olarak gdsterilebilir. Ayrica bunlarin yaninda akim, 151k siddeti,
besin igerigi gibi farkliliklarda etken olarak verilebilir.

Stoklanan 93 izolatin 54 tanesi SM3 agardan, 13 tanesi nisasta-kazein agardan,
9 tanesi non-sporulating agardan, 7 tanesi bazal’s mineral salts agardan, 6 tanesi
SM1 agardan, 3 tanesi rafinoz-histidin agardan ve 1 tanesi M3 agardan izole
edilmistir. SM3 agardan izole edilen 54 izolatin 32 tanesi saf su ile hazirlanmisg
besiyerinden, 15 tanesi deniz tuzu ilave edilmis besiyerinden ve 7 taneside deniz
suyu ile hazirlanmig besiyerinden izole edildi. Deniz dip sedimenti ¢alismalarinda
SM3 agarin sayisal olarak ¢ok verimli olmasina ragmen SM2 segici besiyerinde
gelisen organizma belirlenememistir.

16S rRNA geni, islevsel olarak stabil, yiiksek oranda korunmus ve horizontal
gen transferinden uzak oldugu icin taksonomik calismalar icin etkili bir molekiiler
isaretleyici olarak kullanilmaktadir. Arke ve bakterilerde gozlemlenen 16S rRNA
gen sekansi varyasyonu, prokaryotlarin siniflandirilmast igin omurga olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle, 16S rRNA geninin filogenetik analizi cesitli
taksonomik diizeylerde bakteriyel izolatlarin siniflandirilmasina yardimci olmasi
acisindan uygun bir yontem olarak kabul edilmektedir (Ramasamy ve dig., 2014).

[zolasyon sonucunda stoklanan 93 izolatin genomik DNA izolasyonu,
Guanidin thiosiyanat DNA izolasyon metodu ve DNA izolasyon Kiti (Norgen, USA
ve CANADA) ile, 16S rRNA gen bolgesi PZR amplifikasyonlari ise 1525r ve 27f
evrensel primerleri ile yapildi. 16S rRNA gen bolgesi sekans analizleri ise ¢akisan
(ortiisen) bolgelere sahip alti primer ile G. Kore’de Macrogen firmasinda
gerceklestirildi. 16S rRNA gen dizi analiz sonuglarina gore 93 izolat 10 farkh
aktinobakteriyal cins igerisinde dagilim gostermistir. Bunlardan 34 izolat
Micromonospora, 28 izolat Streptomyces, 6 izolat Saccharomonospora, 5 izolat
Verrucosispora, 5 izolat Nocardia, 5 izolat Nonomuraea, 4 izolat Actinomadura, 3
izolat Actinopolymorpha, 2 izolat Plantactinospora ve 1 izolat da Microbispora cinsi
tiyesidir.

Prokaryotik tlir tantmina gore, bir izolatin yeni bir tlir olmasi i¢in % 3 ve lizeri
16S rRNA gen bolgesi niikleotit farkliligina sahip olmasi ya da % 70’in altinda
DNA-DNA homoloji degeri vermesi, bunu belirli derecede fenotipik farkliliklar ile
desteklemesi gerekmektedir (Vandamme ve dig., 1996; Coenye ve dig., 2005).
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Micromonospora cinsi iiyesi otuz dort izolattan 21 tanesinin SM3, 6 tanesi
SM1, 5 tanesi nigasta-kazein, 1 tanesi non-sporulating ve 1 tanesi de rafinoz-histidin
agardan izole edildi. Kiiltiirii yapilan Micromonospora cinsi iiyelerinin % 62’sinin
SM3 secici besiyerinden izole edilmis olmas1 o6zellikle tathh ve tuzlu su
sedimentlerinden, literatiirlerde Onerilen diger segici besiyerleri ile birlikte
Micromonospora cinsi iiyelerinin izolasyonunda segici besiyeri olarak kullanilabilir.

Micromonospora cinsinin {iyeleri yaygin olarak notral ve alkalin topraklardan
izole edilmistir (Jensen, 1930; 1932). Ancak Micromonospora cinsinin deniz ve tath
su habitatlar1 gibi akuatik ekosistemlerde baskin oldugu goriilmektedir.
Streptomycetes ve nocardioformlarin yaninda Micromonospora cinsi lyeleri
Ingiltere’de Blelham Tarn’in dip sedimentinde baskin actinomycetes olarak
belirlenmistir (Willoughby, 1969). Bu baskinlik Ingiltere’nin diger gollerindeki daha
derin dip sedimentlerindeki ¢calismalarla da gosterilmistir (Johnston ve Cross, 1976).

Micromonospora cinsine ait toplam otuz dort izolatin Micromonospora tip
tiirlerinin dahil edilmedigi 16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizleri sonuglarina
gore 6°s1 cok tiyeli (2-4 izolat) 18’1 de tek tiyeli olmak iizere toplam 24 hatta ayrildig
goriilmektedir (Sekil 4.6). Bunlardan kendi aralarinda % 100 16S rRNA gen bolgesi
niikleotit dizi benzerligi olan S3807, DS3002, S1802 ve S3301 izolatlari,
Micromonospora tulbaghiae TVU1' tip tiirine % 100 16S rRNA gen bdlgesi
niikleotit  benzerligi  gosterdiginden ~ Micromonospora  tulbaghiae  olarak
tanimlanmaistir.

16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizisine dayali filogenetik analizlere gbre en
yakin akrabasindan en yiiksek niikleotit farkliligina (1375°te 24 nt farklilik) sahip
olan S1510 izolat, M. equina Y22' tip tiiriine % 98,25, M. spongicola S3-1" tip
tirtine % 98,01 (1455’te 29 nt farklilik) ve M. eburnea LK2-10T’ya da % 97,86
niikleotit benzerligi (1451°de 31 nt farkliligl) gostermektedir(Cizelge 4.7-4.8).
Micromonospora sp. S1510 izolati tim hiicre hidrolizatinda arabinoz, galaktoz,
glikoz, ksiloz ve mannoz igermektedir. Izolatin baskin menakinonu % 57 oraninda
MK-10(Hg)’dir (Sekil 4.40) ve polar lipit profili difosfatidilgliserol (DPG),
fosfatidilinozitol (PI), fosfatidilmetinetanolamin (PME), fosfatidiletanolamin (PE),
fosfatidilinozitol mannozit (PIM) ve bir glikolipit (GL) olarak belirlenmistir (Cizelge
4.33). izolatin majér yag asitleri ise is0-Cis., i1S0-C1e:0 Ve anteiso-Cysy dir (Cizelge
4.26-4.28).Micromonospora sp. S1510 izolatinin filogenetik dendogramdaki en
yakin akraba Micromonospora tip tiirii olan M. equina DSM 45644 ile farkli karbon
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ve azot kaynaklarmi kullanma gibi bir ¢ok fenotipik farkliliklar1 bulunmaktadir
(Cizelge 4.31-4.40). Micromonospora sp. S1510 izolati1 16S rRNA gen bolgesi
temelli filogenetik analizlere gore olusturulan filogenetik dendogramda
Plantactinospora cinsi iiyeleriyle bir arada kiimelenmistir (Sekil 4.7-4.9). izolatin ve
ilgili tip tiirlerinin gyrB ve rpoB gen bdlgesi dizi analizleri yapildiktan sonra en
yakin  filogenetik komsulart  belirlenerek DNA-DNA  hibridizasyonlarinin
tamamlanmas1 ve yeni bir tiir olarak literatiire kazandirilmasi planlanmaktadir.

Ribozomal RNA genleri, tiniversal ve fonksiyonel olarak yiiksek derecede
korunmus yapiya sahip oldugu i¢in filogenetik caligmalarda en iyi sonug¢ veren hedef
yapilardandir (Woose, 1987). Modern mikrobiyal taksonomide filogenetik iligkileri
belirlemede en ¢ok tercih edilen 16S ve 23S rRNA gen dizilerinin diginda tiir i¢i siki
iliskileri ¢oziimleme de Ad Hoc komite tarafindan Onerilen diger protein kodlayan
gen bolgelerinin de (en az ii¢ ya da dort gen bolgesininde (rpoB, recA, rpoDve gyrB)
analizlerinin yapilmasi1 gerekmektedir (Coenye ve LiPuma, 2002; Stackebrandt ve
dig., 2002; McTargat ve dig., 2010).

Koch ve dig. (1996b) tarafindan yapilan 16S rRNA gen dizi analizleri
gostermistir ki Micromonospora suslari “‘filogenetik olarak birbirine ¢ok yakin’’ bir
cinstir ve yaymlanmig isimleriyle tiirlerin taksonomik statiileri dogrulanmis olmasina
ragmen asil problem suslarin bazilarinin alt tiir olarak kabul edilmesindedir ve bu
problemi ¢6zmek i¢in ¢ok sayida DNA-DNA hibridizasyon (DDH) deneylerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Kasai ve dig. (2000), Micromonospora suslar1 arasindaki
intragenerik iliskiyi degerlendirmek amaci ile 15 tanimlanmis Micromonospora
tiirlinlin ve dort alt tiirtin gyrB gen dizi analizlerini gerceklestirmislerdir. Bu ¢alisma
da gyrB genine gore olusan filogenetik gruplar 16S rRNA genine gore oldukca
farklilasmistir.  Cok sayida DNA-DNA hibridizasyon (DDH) deneyinin
gerceklestirilmesi, cins icindeki 16S rRNA genlerine nazaran QyrB tabanh
filogenetik analizlerin, filogeninin daha dogru bir sekilde ifadesini saglamakta
oldugunu gostermistir. Bu c¢alisma suslarin  yeniden smiflandirilmasiyla
sonuglanmistir. On bes tanimlanmis tiir ve dort alt tiir revize edilerek on dorde
indirilmistir (Kasai ve dig., 2000).

Micromonospora izolatlar1 arasindan 16S rRNA gen dizi analizine gore en
yakin filogenetik akrabasi ile en fazla niikleotit farki bulunan (8-20 nt), yeni bir
takson olma olasilig1 yiiksek olan 13 izolatin yaklasik 1150 bg’lik gyrB ve 750 bg’lik
rpoB gen bolgesi PZR amplifikasyonlart gergeklestirilerek niikleotit dizileri
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Genbank’a depozit edildi. NCBI/Genbank gibi veritabanlarinda gyrB ve rpoB gen
bolgesi niikleotit dizileri bulunmayan akraba tip tiirlerinin de gyrB ve rpoB gen
bolgesi niikleotit dizi analizleri gergeklestirilerek genbank’a (NCBI=National Center
for Biotechnology Information, US) depozit islemleri gergeklestirilmistir.

16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi temelli filogenetik analize gére S2508B
izolati M. eburnea LK2-10" tip tiiriine % 98,83 (1351°de 17 nt farklilik) M.
spongicola S3-1" tip tiiriine % 98,76 (1455°de 18 nt) ve Plantactinospora mayteni
YIM 61359T’ye % 98,46 (1427°de 22 nt) niikleotit benzerligi gostermektedir. Ancak
S2508B izolat1 filogenetik dendogramda 16S rRNA gen bdlgesi bakimindan en
yiiksek benzerlige sahip oldugu ilk iki siradaki M. eburnea ve M. spongicola ile
konumlanmak yerine giliniimiizde sadece ti¢ tiirii bulunan Plantactinospora cinsinin
tiyeleriyle kiime olusturmaktadir (Sekil 4.25).

Benzer sekilde, izolat S2508B’nin gyrB gen bolgesi M. eburnea LK2-10" ve P.
endophytica YIM 68255 ningyrB gen bolgeleri ile karsilastirildiginda S2508Bve M.
eburnea LK2-10" arasinda % 89,80 nt benzerligi (1078°’de 110 nt farklilik),
S2508Bve P. endophytica YIM 68255 arasinda % 88,75 nt benzerligi (1120°de 126
nt farklilik) sahip oldugu halde, yani gyrB gen bdlgesi niikleotit farkliligi daha
yiiksek olmasina ragmen (Cizelge 4.22)Plantactinospora cinsi iiyeleriyle bir arada
kiimelenmistir (Sekil 4.26). rpoBgen bolgesi analizleri sonucunda ise bu izolatin,
karsilastirilan 646 nt’lik bolgede P. mayteni YIM 61359 tip tiiriine 35 niikleotit
farklilik (% 94,58 nt benzerligi), 646 nt’lik bdlgede P. endophytica YIM 68255 tip
tirtine 35 niikleotit farklilik (% 94,58 nt benzerligi) gostermistir. rpoB gen bolgesi
dizi analizi verilerine gore c¢izilen filogenetik dendogramda da izolat
Plantactinospora cinsi tiyeleriyle bir arada kiimelenmistir (Sekil 4.27).

Micromonospora sp. S2508B izolat: tiim hiicre hidrolizatinda arabinoz, glikoz,
galaktoz, mannoz ve ksiloz sekerlerini bulundurmaktadir. izolatmin baskin
menakinonu % 60 oraninda MK-10(Hg)’dir ve polar lipit profili difosfatidilgliserol
(DPG), fosfatidilgliserol (PG), fosfatidilinositol (PI) ve fosfatidilinozitol mannozit
(PIM) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.34). zolatin major yag asitleri Cy7:9, 150-Cis:0,
i50-C16,0 Ve anteiso-Cis:o dir (Cizelge 4.26- 4.28).

Ordu-Meret irmag agiklarinda 45 m derinlikten alinan sedimentten izole edilen
S2911 izolat1 M. saelicesensis Lupac 09" ile % 98,84 (1463’de 17 nt farklilk), M.
purpureochromogenes DSM 438217 ile % 98,64 (1468de 20 nt farklilk) 16S rRNA

gen bolgesi dizi benzerligi gdstermistir. Izolatin gyrB gen bolgesi analizlerine gore
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en yiiksek niikleotit benzerligini sirasi ile M. purpureochromogenes DSM 43821" (%
98,58 nt benzerligi; 1129°da 16 nt farklilik), M. coxensis (1047°de 52 nt farklilik) ve
M. siamensis TT2-4" (% 95,10 nt benzerligi; 1082°de 53 nt farklilik) ile gosterdigi,
buna ragmen 16S rRNA bolgesine gore en yiikksek benzerlik gosterdigi M.
saelicesensis Lupac 09™a ise 1088 niikleotit uzunlugundaki gyrB gen bolgeside 81
nt farklihig gosterdigi belirlenmistir(Cizelge 4.22). Bu izolatin rpoBgen bolgesi
analizleri sonucunda ise, karsilastirilan 631 nt’lik bolgede M. inositola ATCC
217737 tip tiirtine 16 niikleotit farklilik (% 94,45 nt benzerligi), 631 nt’lik bolgede M.
purpureochromogenes DSM 438217 tip tiiriine 26 niikleotit farklihk (% 93,82 nt
benzerligi) gostermistir(Cizelge 4.22-4.23; Sekil 4.25-4.27).

16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizlerine gére Micromonospora sp.
DS3010 izolat1 M. saelicesensis Lupac 09" tip tiiriine % 99,45 16S rRNA gen bolgesi
niikleotit dizi benzerligi (1460 nt’de 8 nt farklilik) ve M. chokoriensis 2-19/6tip
tirtine % 99,38 16S rRNA nt dizi benzerligi (1459 nt’de 9 nt farklilk )gosterdigi
belirlenmistir. gyrB gen bdolgesi analizine gore DS3010 izolati en yliksek benzerligi
M. saelicesensis Lupac 09" (% 95,93; 1080 nt’de 44 nt farklihk) ve M. zamorensis
CR38" ile (% 95,9; 1111 nt’de 45 nt farklilik) gdstermistir. rpoB gen bolgesi analiz
sonucuna gore ise bu izolatin, karsilastirilan 644 nt’lik rpoB gen bolgesi niikleotit
dizisinde M. chokoriensis 2-19/6" tip tiiriine 37 niikleotit farklilik (% 94,25 nt
benzerligi), 641 nt’lik bolgede M. lupini lupac 14N" tip tiiriine 38 niikleotit farklilik
(% 94,07 nt benzerligi) ve 634 nt’lik bolgede M. saelicesensis Lupac 09 tip tiiriine
41 niikleotit farklilik (% 93,53 nt benzerligi) gostermistir (Cizelge 4.22-4.23; Sekil
4.25-4.27).

Sekil 4.7°de 16S rRNA gen bolgesi filogenetik analizlerinde ayni dalda
kiimelenen Micromonospora izolatlar1 S2509 ve S2518, karsilastirilan 1500 nt’lik
16S rRNA gen bolgesinde birbirlerine % 98,60 benzerlik (21 nt farklilik)
gostermistir (Cizelge 4.6). Micromonospora sp. S2509 izolat1 en yakin akrabasi olan
M. chokoriensis 2-19/6"¢ 1469 nt’lik bolgede 14 niikleotit farklilik (% 99,05)
gdstermis, ikinci en yakin akrabasi olan M. marina JSM-1""ya 1437 nt’lik bolgede
14 niikleotitlik farklilik (% 99,04) gostermistir (Cizelge 4.7). gyrB gen bolgesi
analizleri sonucunda ise bu izolatin, karsilastirilan 997 nt’lik gyrB gen bolgesinde M.
chokoriensis 2-19/6" ile 35 niikleotit (% 96,49), M. lupini lupac 14N" ile 1056 nt’lik
bolgede 41 niikleotit farkliliga (% 96,12) sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.22).

rpoBgen bolgesi analizleri sonucunda ise bu izolatn M. chokoriensis 2-19/6"¢ %
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94,32 (634 nt’de 36 nt) ve M. lupini lupac 14N"ye % 94,12 (629 nt’de 37 nt)
niikleotit benzerligi gdstermistir.

Ordu-Melet irmag1 4 mil a¢ig1 45 m derinlikten alinan sediment 6rneginden
izole edilen S2518 16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizisine gore olusturulan
filogenetik dendogramda S2509 ile ayr1 bir subclade olusturmasina ragmen M.
chokoriensis 2-19/6" tip tiiriine % 98,91 (1462 nt’de 16 nt farklilik), M. lupini lupac
14NT" tip tiirtine ise % 98,89 (1437 nt’de 16 nt farklilik) benzerlik gostermistir
(Cizelge 4.7). gyrB gen bolgesi niikleotit dizi analizleri sonucunda ise 16S rRNA gen
bolgesinden farkli olarak S2518 izolati en yiiksek benzerligi sirast ile M.
saelicesensis Lupac 09" ve M. lupini lupac 14N"ye gdstermistir. M. saelicesensis
Lupac 09" ile % 97,32 (1083 nt’de 29 nt farkhlik) ve M. lupini lupac 14N ile %
96,77 (1053 nt’de 34 nt farklilik) niikleotit benzerligine sahiptir (Cizelge 4.22).
rpoBgen bélgesi analizine gore ise en yiiksek benzerlik M. zamorensis CR38" (%
98,42; 634 nt’de 10 nt farklilik) ve M. saelicesensis Lupac 09" (% 97,95; 634 nt’de
13 nt farklilik) ile gostermistir (Cizelge 4.22-4.23; Sekil 4.25-4.27).

16S rRNA gen dizi analizine gore ayni kiimede yer alan ve % 100 nt benzerligi
gosteren S2903 ve S2904 izolatlar1 M. coxensis 2-30-b/28", M. halophytica DSM
431717 ve M. maritima D 10-9-5" ile sirast ile % 98,97, 98,83 ve 98,83 benzerlik ve
15, 17 ve 17 nt farklilik gostermistir. S2903 ve S2904 izolatlarindan 16S rRNA gen
bolgesi niikleotit dizisi bakimindan 5 nt farkliliga sahip S2901 izolatinin filogenetik
akraba tiirleri M. marina JSM1-1", M. krabiensis MA-2" ve M. maritima D 10-9-5"
olup sirasi ile % 98,61, 98,61 ve 98,52 niikleotit benzerligine, 1462 nt’de 20, 20 ve
21 nt farkliligina sahiptir. 16S rRNA gen bolgesine dayali filogenetik dendogramda
bu ii¢ izolata ayr1 bir koldan baglanarak komsu olan ve 1482 nt’lik bolgede 13
niikleotit farklilik gosteren S4605 izolati ise en yiiksek benzerligi M. coxensis 2-30-
b/28" M. purpureochromogenesDSM 438217 ve M. aurantiaca ATCC 27029'
gosterirken sirasi ile bu tiirlere % 98,97, 98,84 ve 98,84 niikleotit benzerligine ve
1462 nt’de 15, 17 ve 17 nt farklili§ina sahiptir (Cizelge 4.6).

gyrB gen bolgesi analizleri 16S rRNA analizlerinde oldugu gibi S2901 ve
S2904 izolat1 arasinda % 99,73 (1112 nt’de 3nt farklilik) oraninda yiiksek benzerlik
ortaya cikarken ayni sekilde S2901 ve S4605 izolatlarinin 1112 nt’lik gyrB gen
bolgesinin 73 niikleotit farklilik gdstermesi bu iki izolatin Micromonospora cinsi
igerisinde farkli iki taksonu temsil ettiklerini desteklemektedir. S2901 izolatinin

tanimlanmus tiirler ile gyrB gen bolgesi analizleri ise M. purpureochromogenes DSM
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438217 veM. coxensis 2-30-b/28" ile iliskili oldugu, sirasi ile 1112 nt’lik bolgede 58
ve 60 nt farklilik gosterdigi (% 94,78 ve 94,27 nt benzerligi), buna ragmen S4605
izolatinin sirast ile % 96,18 ve 94,76 niikleotit benzerligi ve 1047 nt’lik bolgede 40
ve 1127 nt’de 59 nt farklilig1 ile M. coxensis 2-30-b/28" ve M. purpureochromogenes
DSM 43821 Tile iliskili oldugu belirlenmistir.

rpoB gen bolgesi analizlerinde ise S2901 ve S2904 izolat1 birbirine % 100, bu
izolatlar S4605 izolatina ise 647 nt’lik bolgede 33 niikleotit farklilik géstermektedir.
Micromonospora sp. S2901-S2904 izolatlar1 karsilastirilan 631 nt’lik bolgede M.
inositola ATCC 21773 ya 15 niikleotit farklilik (% 97,62 nt benzerligi), 631 nt’lik
bslgede M. purpureochromogenes DSM 438217 tip tiiriine 22 niikleotit farklilik (%
96,51 nt benzerligi) gostermistir (Cizelge 4.22-4.23; Sekil 4.25-4.27).

Micromonospora sp. S4803 ve Micromonospora sp. S3802 izolatlar1 16S
rRNA gen dizi analizine gore c¢izilen filogenetik dendogramda bir arada
kiimelenmistir (Cizelge 4.25). 16S rRNA gen dizi analizine goére bu iki izolat %
99,26 nt benzerligi (1483 nt’de 11 nt farklilik) gostermistir. 16S rRNA gen dizi
analizine gore Micromonospora sp. S4803 izolati en yakin akrabasi olan M.
siamensis TT2-4" ile 1417 nt’'lik bolgede 12 niikleotit farkliik (% 99,15 nt
benzerligi) ve M. coxensis 2-30-b/28" tip tiiriine 1460 nt’lik bolgede 13 niikleotit
farklilik (% 99,15 nt benzerligi) gostermistir. S3802 izolat1 ise en yakin filogenetik
akrabasi olan M. coxensis 2-30-b/28" tip tiiriine 1460 nt’lik bolgede 11 niikleotit
farkhilhk (% 99,25 nt benzerligi) ve M. siamensis TT2-4" tip tiiriine 1417 nt’lik
bolgede 12 niikleotit farklilik (% 99,15 nt benzerligi) gostermistir (Cizelge 4.7).
S4803 izolatinin gyrB gen bdlgesi analizleri sonucunda ise karsilastirilan 871 nt’lik
bolgede M. coxensis 2-30-b/28" ile 39 niikleotit farkliliga (% 95,52 nt benzerligi), M.
inositola ATCC 217737 ile 920 nt’lik bolgede 46 niikleotit farkliliga (% 95,00 nt
benzerligi) sahip oldugu goriilmiistir (Cizelge 4.22). Diger bir izolat
Micromonospora sp. S3802’nin gyrB gen bdlgesi analizinde ise karsilagtirilan 1127
nt’lik blgede M. purpureochromogenes DSM 438217 ile 17 niikleotit farkhiliga (%
98,49 nt benzerligi), M. siamensis TT2-4" ile 1080 nt’lik bolgede 57 niikleotit
farkliliga (% 94,72 nt benzerligi) sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.22). rpoB gen
bolgesine gore ise S4803, karsilastirilan 631 nt’lik bolgede M. inositola ATCC
21773"ya 17 niikleotit farklihk (% 97,31 nt benzerligi), 631 nt’lik bolgede M.
purpureochromogenes DSM 43821™°e 23 niikleotit farklilik (% 96,35 nt benzerligi)

gostermistir. Micromonospora sp. S4803 izolatinin en yakin akraba tip tiirleriyle
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DNA-DNA hibridizasyon deneyleri yapilmustir. izolatin M. siamensis DSM 450977
ile DNA-DNA hibridizasyon degeri ortalama % 14,5, ikinci en yakin akrabasi M.
coxensis 2-30-b/28" ile ise % 55,45°lik bir deger elde edilmistir (Cizelge 4.21). Diger
bir izolat Micromonospora sp. S3802’nin rpoB gen bodlgesi analizleri sonucunda ise
karsilastirilan 631 nt’lik bolgede M. inositola ATCC 21773 ya 20 niikleotit farklilik
(% 96,83 nt benzerligi), 631 nt’lik blgede M. purpureochromogenes DSM 43821"e
24 niikleotit farklilik (% 96,20 nt benzerligi) gdstermistir. Iki izolatin daha detayl
caligmalarla yeni bir tiir olarak literatiire kazandirilmasi amaglanmaktadir (Cizelge
4.22-4.23; Sekil 4.25-4.27).

16S rRNA gen dizi analizine gore DS3186 izolati M. olivasterospora DSM
43868 tip tiiriine % 98,97 benzerlik (1452 nt’de 15 nt farklilik) ve M. equina Y22"
tip tiiriine % 98,84 benzerlik (1375 nt’de 16 nt farklilik) gdstermistir. Izolatin gyrB
gen bolgesi analizleri ise karsilastirlan 1091 nt’lik bdlgede M. eburnea LK2-10" ile
35 niikleotit farklilik (% 96,88 nt benzerligi) ve M. equina Y227 tip tiirii ile 1124
nt’lik bolgede 52 niikleotit farklilik (% 95,37 nt benzerligi) gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.22; Sekil 4.26). izolat rpoB gen golgesi dizi analizi verilerine gore
karsilastirilan 646 nt’lik boélgede M. marina JSM1-17 tip tiiriine 15 niikleotit farklilik
(% 97,68 nt benzerligi), 646 nt’lik bolgede M. chaiyaphumensis MC5-1" tip tiiriine
22 niikleotit farklilik (% 97,06 nt benzerligi) gostermistir (Cizelge 4.23; Sekil 4.27).

Micromonospora sp. DS3003 izolati M. eburnea LK2-10""ya % 99,03 16S
rRNA gen bolgesi (1449 nt’de 14 nt farklilik) ve M. narathiwatensis BGT-1"e %
98,97 16S rRNA gen bolgesi dizi benzerligi (1454 nt’de 15 nt farklilik) gostermistir
(Cizelge 4.8). Izolatin gyrB gen bélgesi filogenetik analizinde ise karsilastirilan 1044
nt’lik bolgede M. coxensis 2-30-b/28" ile 64 niikleotit farklilik (% 93,87 nt
benzerligi) ve M. eburnea LK2-10" ile 1088 nt’lik bolgede 69 niikleotit farklilik (%
93,66 nt benzerlik) belirlenmistir (Cizelge 4.22; Sekil 4.26). Izolat rpoB gen golgesi
niikleotid dizisi filogenetik analizinde ise karsilastirilan 630 nt’lik bolgede M. citrea
DSM 43903T’ya 33 niikleotit farklilik (% 94,76 nt benzerligi) ve 646 nt’lik bolgede
M. haikouensis 232617"’e 40 niikleotit farklilik (% 93,81 nt benzerligi) gostererek
gerek 16S rRNA ve gerekse gyrB gen bolgesi filogenetik analizleriyle uyum
gostermemistir (Cizelge 4.23; Sekil 4.27).

16S rRNA gen dizi analizine gére Micromonospora sp. S2510 izolat1 M. citrea
DSM 43903 tip tiiriine % 99,45 benzerlik, 1457 nt’lik bdlgede 8 niikleotit farklilik
ve M. eburnea LK2-10" tip tiirine % 99,38 benzerlik ve 1451 nt’lik bolgede 9
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niikleotit farklilik gdstermistir (Cizelge 4.8). gyrB gen bolgesi filogenetik analizleri
sonucunda ise Karsilastirilan 1068 nt’lik bolgede M. auratinigra TT1-117 ile 43
niikleotit farklilik (% 95,97 nt benzerligi) ve ikinci en yakin akrabasi olan M.
coxensis 2-30-b/28™¢ 1047 nt’lik bolgede 48 niikleotit farkliik (% 95,42 nt
benzerligi) gostermistir (Cizelge 4.22; Sekil 4.26). izolat rpoB gen golgesi dizi
analizi verilerine gore karsilastirilan 628 nt’lik bolgede M. coxensis 2-30-b/28"¢ 24
niikleotit farklilik (% 96,18 nt benzerligi), 640 nt’lik bdlgede M. haikouensis
232617"e 30 niikleotit farklilik (% 95,31 nt benzerligi) gostermistir (Cizelge 4.23;
Sekil 4.27).

Micromonospora cinsi tiyesi S4401, S3806, DS3005 ve DS3012 izolatlar1 16S
rRNA gen bolgesi filogenetik analiz sonuglarina en yakin akraba tiirii olan M.
saelicesensis Lupac 09" ile sirasiyla % 99,52 (7/1463), % 99,59 (6/1463), % 99,93
(1/1455), % 99,93 (1/1455) gen dizi benzerligi gostermektedir (Cizelge 4.7-Cizelge
4.8). En yakin filogenetik akrabalarindan 7 ve 6 nt farkliliga sahip S4401 ve S3806
izolatlarinin taksonomik pozisyonlar1 gyrB ve rpoB gen bdlgeleri nt dizi analizleri
gerceklestirildikten sonra belirlenecektir.

Micromonospora cinsi iiyesi S4602 izolati en yakin filogenetik akraba tiirii
olan M. chokoriensis 2-19/6"¢ % 99,59 (6/1456) 16S rRNA gen dizi benzerligi
gosterirken S3815 izolati en yakin filogenetik akraba tiirii olan M. coxensis 2-30-
b/i287e % 99,25 (11/1460) 16S rRNA gen dizi benzerligi gostermektedir.
Micromonospora cinsi iiyesi S4606 ve S4404 izolatlar1 en yakin filogenetik akraba
tiirii olan M. jinlongensis NEAU-GRX11 ¢ sirastyla % 99,52 (7/1457), % 99,59
(6/1457) 16S rRNA gen dizi benzerligi gostermektedir (Cizelge 4.7-Cizelge 4.8).

Micromonospora cinsi iiyesi S2516 ve S1602 izolatlart M. rifamycinica
AM105" tip tiiriine sirasiyla % 99,25 (11/1461), % 99,38 (9/1454) 16S rRNA gen
dizi benzerligi gostermektedir. S2516 ve S1602 izolatlart yeni bir Micromonospora
tiirli olma kapasitesine sahip oldugu halde -20 °C gliserol stogundan tekrar kiiltiirii
yapilamadigindan deneysel caligmalar devam ettirilememistir.

Filogenetik dendogramda ayni kiimede yer alan S3502, DS3002, S3301, S1802
ve S3807 izolatlart M. tulbaghiae TVU1 tip tiirii ile en yiiksek 16S rRNA gen
bolgesi niikleotit benzerligine sahip olup bunlardan S3502 % 99,42 (8/1381) ve diger
dort izolat ise % 100 16S rRNA gen dizi benzerligi gostermektedir.

% 98,64 16S rRNA gen bolgesi niikleotit benzerligi (1476 nt’de 20 nt farklilik)
ile S2911 izolatina komsu olan Micromonospora sp. S2909 izolati, M. coeruleaDSM
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431437 tip tiiriine % 99,18 (1458 nt’de 12 nt farklilik), M. kangleipakensis MBRL
347 tip tiiriine % 98,94 nt benzerligi (1420 nt’de 15 nt farkhilik) gostermektedir.

16S rRNA gen bolgesine gore olusturulan filogenetik dendograma gore S4402
izolatt M. lupini lupac 14N" tip tiirine % 99,65 (5/1429), DS3001 izolati M.
aurantiaca ATCC 27029 tip tirine % 100 (0/1455) ve S2905 izolati M.
halotolerans CR18" tip tiiriine % 99,65 (5/1430) en yiiksek 16S rRNA gen dizi
benzerligi gostermektedir (Cizelge 4.7- 4.8).

Karadeniz dip sedimentinin aktinobakteriyal biyogesitliliginde
Micromonospora cinsinden sonra en biiyiik ikinci grubunu 28 izolat ile Streptomyces
tiyeleri olusturmaktadir. 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi temelli filogenetik
analizlere gore 28 Streptomyces izolatindan 4’ti (SD308, S2801, S2802 ve S3801) en
yakin filogenetik akraba tip tiirlerine % 100 16S rRNA gen boélgesi nt benzerligi
gosterirken 12°si (S1601, S3101, S3501, OD307, OD337, S4601, S1108, S11083,
S1109, S1301, S1803 ve S1701) 3 veya daha az sayida nt farkliligina sahiptir. Bu 16
Streptomyces izolatinin en yakin filogenetik akrabasina yiiksek 16S rRNA gen
bolgesi niikleotit benzerligi gostermelerinden dolayr % 100 tanimlanmis olarak
sayilabilir. S1601, S3101 ve S3501 izolatlar1 S. sporoclivatus NBRC 100767" (%
99.80-99.93), SD308 izolat1 S. samsunensis M1463" (% 100), OD307 ve OD337
izolatlar1 S. albus NRRL B-2365" (% 99.93), S1108, S1103, S1109 ve S1301
izolatlar1 S. carpaticus NBRC 15390 (% 99.79-99.86), S1803 izolat1 S. collinus
NBRC 12759" (% 99.93), S1701 izolat S. thermocarboxydus DSM 44293" (%
99.93), S2801 S. somaliensis NBRC 12916" (% 100) ve S2802 ve S3801 S.
albidoflavus DSM 40455" (% 100) olarak isimlendirilmistir.

Streptomyces sp. S1412" izolatmin 16S rRNA gen bélgesi niikleotit dizi
analizine gore en yakin filogenetik akrabasi S. specialis GW41-1564" ile 1471 nt’lik
bolgede 46 niikleotitlik bir farkliiga (% 96,80 nt benzerligi) sahip oldugu
berlirlenmistir. 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi farkliligt % 3 den daha fazla
oldugu icin Streptomyces cinsi icerisinde yeni bir Streptomyces tiirii oldugu
kesinlesmis, kemotaksonomik ve fenotipik verilerle de bu desteklenmistir. S1412
izolat1 Streptomyces hoynatensis olarak isimlendirilmis ve IJSEM (International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology)’de literatiire kazandirilmigtir
(Veyisoglu ve Sahin, 2014).

Diger bir Streptomyces iiyesi olan izolat S2704, filogenetik olarak en yakin
akrabasi olan S. specialis GWA41-1564"¢ % 97,08 (1472’de 43 nt farkhlik), S.
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hainanensis YIM 476727¢% 96,50 (1456 nt’de 51 nt farklilik) benzerligi
gostermistir. 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi benzerligi % 98’den daha diisiik
oldugundan (Meier-Kolthoff ve dig., 2013)Streptomyces cinsi {iyesi yeni bir tiir olma
kriterleri saglamis ve kemotaksonomik ve fenotipik verilerle de bu desteklenmistir.
Streptomyces sp. S2704 izolatinin tiim hiicre hidrolizatinda glikoz, mannoz ve riboz
sekerleri bulundugu tespit edilmistir. izolatin molibdofosforik asitle spreylenmis
polar lipit profili  difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidiletanolamin  (PE),
fosfatidilinositol ~ (PI), fosfatidilmetiletanolamin ~ (PME), fosfolipit  (PL),
glikofosfolipit (GPL) ve iki bilinmeyen glycolipitten (GL) olugsmaktadir (Sekil 4.36).
Streptomyces sp. S2704 izolatinin baskin menakinonu MK-9(Hg) ve MK-10(Hg)
tipindedir ve major yag asitleri anteiso-Ciz., iS0-Cig:0 Ve anteiso-Cis.o’dir (Cizelge
4.29). S2704 izolat1 45 °C gelisim gosterirken en yakin akraba tip tiirii olan S.
specialis GW41-1564" gelisememektedir. S2704 izolat1 arbutini hidroliz edemezken
en yakin tip tiirii edebilmektedir. S2704 izolat1 karbon kaynagi olarak sinirl sayida
karbon kaynagini kullanirken (adonitol, D-mannitol, siikroz) en yakin tip tiirii cok
sayida karbon kaynagini kullanmaktadir (Cizelge 4.38). Izolat Streptomyces klenkii
ad1 ile yaymlanmak iizere islem agamasindadir.

Streptomyces sp. S4702 izolat1 16S rRNA gen dizi analizine gore filogenetik
akrabast olan S. ginglanensis 172205" e % 97,58 (1470 nt’de 32 nt farklihik), S.
marinus DSM 41970™a % 97,53 (1459 nt’de 36 nt farklilik) nt benzerligi
gostermistir. S4702 izolat1 ile S. ginglanensis ve S. marinus tip tiirleri arasinda
gerceklestirilen DNA-DNA homoloji deneylerinde S. ginglanensis 172205" tip
tiiriine % 16,6, S. marinus DSM 41970 tip tiiriine ise % 20,9’luk bir homoloji degeri
goriilmistlir. Yeni tiir oldugu kesinlesen S4702 izolati tiim hiicre hidrolizatinda
glikoz ve riboz sekerlerini icermektedir ve baskin menakinonu MK-9(Hsg)’dir. Major
yag asitleri anteiso-Ciso, iS0-Cy59 Ve  iS0-Cigo’dir.  Polar lipit  profili
fosfatidiletanolamin (PE), difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidilinositol (PI) ve
fosfatidilinozitolmannozit (PIM) olarak belirlenmistir. Streptomyces sp. S4702 izolati
L-arabinoz, D-sellobioz, D-mannoz, D-mannitol, L-ramnoz, laktoz, maltoz, mezo-
inositol, siiksinik asit ve ksiloz karbon kaynaklarini kullanabilirken S. marinus DSM
419707 tip tiirii kullanamamakta, azot kaynagi olan glisin, L-alanin, L-arjinin, L-
asparajin, L-sistein, L-serin, L-threonini S4702 izolatt kullanirken yine S.
marinusDSM 41970" kullanamamaktadir. Streptomyces sp. S4702 izolatinin nitrat

rediiksiyonu pozitiftir, adenin ve Tween 40’1 degrede edebilirken S. marinus DSM
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41970"da nitrat rediiksiyonu negatiftir, adenin ve Tween 40’1 degrede
edemez(Cizelge 4.39-4.40). Tiim karakteristik 6zellikleri tamamlanan izolatin kiiltiir
koleksiyon merkezlerinde depozit numaralar1 alindiktan sonra isimlendirilip
literatiire kazandirilacaktir.

Streptomyces sp. S3812 izolatt 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin
filogenetik akrabasi olan S. samsunensis M1463"e¢ 1441 nt’lik bolgede 22
niikleotitlik farklilik (% 98,47) gostermistir (Cizelge 4.10; Sekil 4.11). Streptomyces
sp. S3812 izolati S. samsunensis M1463" ile % 89,3 gibi ¢ok yiiksek oranda bir
homoloji degeri vermis oldugundan S3812 izolat1 S. samsunensis olarak
tanmimlanmustir. izolatin tiim hiicre hidrolizatinda glikoz ve riboz sekerlerini igerdigi
belirlenmistir. Major yag asitleri i50-Cis9 Ve anteiso-Ciso, Cigo’dir. Baskin
menakinonu MK-9(Hg)’dir. Izolatin polar lipit profili difosfatidilgliserol (DPG),
fosfatidiletanolamin ~ (PE), fosfatidilinositol ~ (PI), fosfatidilgliserol  (PG),
fosfatidilmetiletanolamin (PME), fosfolipit (PL) ve glikolipitten (GL) olugsmaktadir
(Cizelge 4.30). Bu kemotaksonomik 6zellikleri S. samsunensis M1463" ile 6zdestir.

Streptomyces cinsi liyesi S2201, S4403 ve S4703 izolatlar1 en yiiksek 16S
rRNA gen bdlgesi niikleotit benzerligini % 99,31- 99,79 olarak S. aculeolatus NBRC
14824 tip tiiriine (7-10 nt farklilik) gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.10). Bu
izolatlar ile ilgili fenotipik ve kemotaksonomik karakteristikler filogenetik akraba tip
tiirleriyle DNA-DNA homoloji deneyleri sonucuna gore gerceklestirilecektir.

Streptomyces sp. S2517 ve S3703, 16S rRNA gen dizi analizine gore en yiiksek
niikleotit benzerligini S. aldersoniae NRRL 18513T’ya sirastyla % 99,37, % 99,30
(9-10 nt farklilik) olarak gostermektedir (Cizelge 4.4). S2406 izolat1 ise 16S rRNA
gen dizi analizine gore en yiiksek benzerligini S. bingchenggensis BCW-1tip tiiriine
% 99,32 (1474 nt’de 10 nt farklilik) olarak gostermistir. izolatlarin taksonomik
statiileri ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA homoloji deneylerinden sonra belirlenecektir.

16S rRNA gen dizi analizine gore S1804 izolati S. djakartensis NBRC 15409"
tip tiiriine 1435 nt’lik bolgede 10 nt farklilik (% 99,30 nt benzerligi) gostermis,
S1101 izolat: ise 16S rRNA gen dizi analizine gore S. xiamenensis MCCC 1A01550"
tip tiirtine 1472 nt’lik bolgede 7 niikleotit farklilik (% 99,52 nt benzerligi)
gostermistir (Cizelge 4.4).

Saccharomonospora sp. DS3030 izolat1 16S rRNA gen dizi analizine gore en
yakin filogenetik akrabasi olan S. marina XMU15" ile 1475 nt’lik bdlgede 6 nt (%
99,56 nt benzerligi) ve S. xinjiangensis XJ-54" tip tiiriine ise 1467 nt’lik bolgede 46
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nt farklilik (% 96,86 nt benzerligi) gdstermistir. S. marina XMU15" tip tiirii ile
DNA-DNA hibridizasyonu yapilmis ve % 56 DNA-DNA homoloji degeri elde
edilerek yeni tiir oldugu kesinlesmistir. Saccharomonospora sp. DS3030 izolati tiim
hiicre hidrolizatinda arabinoz ve galaktoz igcermektedir. Polar lipit profili
difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilinositol (PI) ve
fosfatidilinositol mannozitten (PIM) olusmaktadir. Baskin menakinonu MK-9(H4) ve
major yag asitleri is0-Cig:0, 1S0-C16:0 2-OH ve Cy6:1€is9’dur. Fenotipik analizlerle en
yakin akraba tip tiriinden olduk¢a farklilasan izolat Saccharomonospora
amisosensis ismiyle International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology dergisinde yayimlanarak literatiire kazandirilmistir (Veyisoglu ve dig.,
2013).

Saccharomonospora cinsi tiyesi olan S1102 izolati 16S rRNA gen dizi
analizine gore S. xinjiangensis XJ-54" tip tiiriine % 99,66 nt benzerligi (1471 nt’de 5
nt farklilik), S.azurea NA-128"ya % 98,71 nt benzerligi (1471 nt’de 19 nt farklilik),
S.cyanea NA-134"ya % 98,50 nt benzerligi (1471 nt’de 22 nt farkhilik) ve S. glauca
K62"ya % 97,62 nt benzerligi (1471 nt’de 35 nt farklilik) gosterdigi tespit edilmistir.
Bu izolatin ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA homoloji deneyleri yapilarak taksonomik
statiisii belirlenecektir.

Saccharomonospora cinsi iiyesi olan S1106 izolati 16S rRNA gen dizi
analizine gore S. xinjiangensis XJ-54"¢ % 99,12 (1471 nt’de 13 nt farkhlik),
S.azurea NA-128"ya % 98.18 (1481 nt’de 27 nt farklilik), S. cyanea NA-134"ya %
97,97 (1481 nt’de 30nt farklilik) ve S.glauca K62™ya % 97,10 nt benzerligi (1481
nt’de 43 nt farklilik) gosterdigi tespit edilmistir. Saccharomonospora cinsi tiyesi olan
S1402 izolat1 16S rRNA gen dizi analizine gore S. xinjiangensis XJ-54"¢ % 99,32
(1472 nt'de 10 nt farkhilik), S.azurea NA-128"’ya % 98,51 (1472 nt’de 22 nt
farklilik), S.cyanea NA-134"ya % 98,17 (1472 nt’de 27nt farklilik) ve S.glauca
K62T’ya % 97,28 nt benzerligi (1472 nt’de 40 nt farklilik) gosterdigi tespit edilmistir.
[zolatlarn ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA homoloji deneylerinin yapilip yeni tiir olup
olmadig1 belirlenecektir.

Saccharomonospora cinsi iiyesi olan DS3029 izolat1 en yiiksek 16S rRNA gen
bolgesi niikleotit benzerligini S. amisosensis DS3030" tip tiiriine % 99,80 (3/1477),
S$2705 izolatmm ise S. viridis DSM 43017 tip tiiriine % 100 benzerlik gosterdigi

tespit edilmistir.
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Verrucosispora cinsi iiyesi 5 izolattan tigli S2427, OD175 ve S1812 izolatlari
16S rRNA gen dizi analizine gore V. gifhornensis DSM 44337 tip tiiriine 2-3 nt’lik,
S3810 izolat1 ise V. fiedleri MG-37"¢ aym sekilde 3 nt’lik, S2506 izolati ise
filogenetik olarak en yakin akrabasi olan V. andamanensis SP03-05" tip tiiriine 4 nt
farklilik gostermistir.

16S rRNA gen dizi analizine goére Nocardia sp. S1503, Nocardia sp. S1507,
Nocardia sp. S1508 ve Nocardia sp. S1509 izolatlar: N. rhamnosiphila 202GMO" tip
tiirline 1-8 nt’lik farklilik gostermektedir. DS3007 izolat1 ise filogenetik olarak en
yakin akrabasi N. higoensis NBRC 100133™¢ 9 nt (% 99,39 nt benzerligi),
N.shimofusensis IFM 103117 12 nt (% 99,18), N. farcinica ATCC 3318™a 14 nt
(% 99.04) ve N. kroppenstedtii N1286"ye 15 nt (% 98,98) farklilik gdstermektedir.

16S rRNA gen dizi analizine gére Nonomuraea sp. S2301 izolatinin en yakin
filogenetik akrabasi olan N. candida HMC10" tip tiiriine 1401 nt’lik bolgede 20 nt
(% 98,57 nt benzerlik) ve N. salmonea DSM 43678 tip tiiriine 1449 nt’lik bdlgede
23 nt farkliligr (% 98,41 nt benzerligi) gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.16;
Sekil 4.17). Nonomuraea sp. S2301 izolati ve N. candida DSM 45086 tip tiiriiniin
gelisim i¢in tuza gereksinim duymadigi, ancak % 3’lik tuzu tolere edebildigi
belirlenmistir. S2301 izolat1 37 °C’ye kadar sicakligi tolere edebilirken N. candida
DSM 45086 tip tiirii 45°C’ye kadar sicakligi tolere edebilmektedir. S2301 izolati
karbon kaynagi olan D-sorbitolii kullanirken N. candida DSM 45086 tip tiirii
kullanamamaktadir. N. candida DSM 45086" tip tiirii karbon kaynagi olan D-
mannitol, dekstran ve mezo-inozitolii kullanirken Nonomuraea sp. S2301 izolati
kullanamamakta, alfa-iso-16sin, D-fenilalanin, L-histidin ve adenin azot kaynakllarini
N. candida DSM 45086' tip tiirii kullanirken Nonomuraea sp. S2301 izolati
kullanamamaktadir. $2301 izolati nitrati rediikte ederken N. candida DSM 45086"
edememekte, N. candida DSM 45086 allantoini hidroliz ederken Nonomuraea sp.
S2301 edememektedir (Cizelge 4.39-4.40). En yakin filogenetik akrabasindan bir
cok fenotipik karakteristigi ile farklilasan Nonomuraea sp. S2301 izolatinin DNA-
DNA homolojisi sonunda tiir statiisii belirlenerek literatiire kazandirilacaktir.

Nonomuraea sp. S2402 izolat1 en yakin tip tiirii olan N. harbiensis NEAU-
yn31" ile arasinda % 99,66°lik (5/1467) bir 16S rRNA gen bdlgesi dizi benzerligi
gostermistir. Ayni cinsin tiyesi olan Nonomuraea sp. S3604 en yakin tip tiirii olan N.
moscovyensis FMNO3" tip tiiriine % 100’liik (0/1468) bir 16S rRNA gen bolgesi dizi

benzerligi gostermis, fenotipik ve kemotaksonomik olarak da bu benzerlik
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desteklendiginden N. moscovyensis olarak tanimlanmustir. N. kuesteri GW 14-1925"
tip tlirtine % 100 16S rRNA gen bolgesi niikleotit benzerlig gosteren Nonomuraea
sp. S3404 izolatt N. kuesteri olarak tanmimlanirken, S2405 izolat1 en yakin tip tiirti
olan N. coxensis DSM 45129"¢ % 99,58 nt benzerligi (1434 nt’ de 6 nt farklilik)
gostermistir (Cizelge 4.16; Sekil 4.17).

Actinomadura sp. S2422 izolatinin 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin
filogenetik akrabasi olan A. sputi IMMIB L-889" tip tiirtine 1464 nt’lik bolgede 63
niikleotit farkliligi (% 96,57 nt benzerligi) gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.17;
Sekil 4.18). 63 nt farkliligi diger Actinomadura cinsi iiyelerinden farkli bir tiir
oldugunu gostermesine ragmen 16S rRNA gen bolgesinin ikinci kez sekansi
yapilarak bu durumun teyit edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. S2422 izolatinin tiim
hiicre hidrolizatinda glikoz ve riboz sekerleri igerdigi tespit edilmistir. Major yag
asitleri Ci6:0,C15.109¢, 10-methyl-Cg.¢ olarak belirlenmistir (Cizelge 4.30). Baskin
menakinonlart MK-9(Hg), MK-9(Hg) ve MK-9(H,) tipindedir (Sekil 4.39). izolata ait
molibdofosforik asit ile spreylenmis polar lipit profili difosfatidilgliserol (DPG),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositol mannozitten (PIM) bir fosfolipit (PL) ve bir
fosfoglikolipitten (PG) olusmaktadir (Sekil 4.35). izolatin ve en yakin tip tiirii olan
A. sputi DSM 45233 nin karsilagtirmal fenotipik karakterizasyonlar1 Cizelge
4.39’da verilmistir.

% 99.49 16S rRNA gen bolgesi niikleotit benzerligine (1367 nt de 7 nt
farklihik) sahip iki izolattan S1401 izolat1 A. mexicana A290" tip tiirine % 99,48
niikleotit benzerligi (7/1341 nt) gostermis, S1407 izolat1 ise ayn tip tiiriine % 99,44
niikleotit benzerligi (8/1421 nt) ile filogenetik akraba olmustur. S3702 izolat1 16S
rRNA gen dizi analizine goreA. meyerae A288" tip tiiriine % 99,58 (1437 nt de 6 nt
farklilik) niikleotit benzerligi gostermistir.

Karadeniz sedimentinden izole edilen diger bir aktinobakteri cinsi
Actinopolymorpha cinsidir. Bu cinse ait ii¢ izolat, S2503, S3704 ve DS1018, 16S
rRNA gen dizi analizine gore en yakin filogenetik akrabalar1 olan A. cephalotaxi 106-
2230" tip tiiriine 2-7 nt’lik farklilik (% 99,51-99,86 nt benzerlik) gostermektedir.

16S rRNA gen dizi analizine gore Plantactinospora sp. S2414 ve
Plantactinospora sp. S3408 izolatlarinin en yakin filogenetik akrabalari olan P.
endophytica YIM 68225" tip tiiriine 7 nt’lik farkhlik (% 99,51) gosterdigi tespit

edilmistir.
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Tek izolat sus ile temsil edilen Microbispora cinsi iiyesi S2404, 16S rRNA gen
bolgesi niikleotit dizi analizine gore 1466 nt’lik bolgede 8 niikleotitlik farklilik (%
99,45 nt benzerligi) gosterdigi M. hainanensis 211020" ile filogenetik akraba
olmustur.

16S rRNA gen dizi analizi verilerine gore tanimlanmis tip tiirlerinden belli
oranda niikleotit farklilig1 gosteren ve yeni tiir olma olasilig1 bulunan izolatlar ile bu
izolatlarin filogenetik akraba tiirlerinin kiiltiirel ve morfolojik 06zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla ISP 2, 3, 4, 5, 6 ve 7, modifiye Bennett’s, Czapek’s, Niitrient
ve Triptik Soy Agar yiizeyine inokiilasyonu gergeklestirildi (Cizelge 4.42-4.46; Sekil
4.44-4.48). Test organizmalarinin 28°C’de 14 giin inkiibasyonundan sonra gelisimi,
spor rengi, substrat miselyum ve ¢Oziinebilir pigment rengi, Inter-Society Colour
Council National Bureau of Standarts (ISCC-NBS) Colour Name Charts (United
States Department of Coerce, Gaithersberg, Maryland, U.S.A, 1985) katologundaki
renklere gore belirlendi. Izolatlarin ISP 6 ve ISP 7 agarda melanin pigmenti
tiretmedikleri gézlemlendi.

16S rRNA gen dizi analizi verilerine gore yeni tiir olma olasilig1 bulunan
izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri, Gram (+), Gram (-) bakteriler ile maya ve
kiiflerden olusan patojenlere kars1 belirlenmistir. Streptomyces cinsi iiyesi izolatlarin
cogu patojene karsi antimikrobiyal aktivite gosterirken, son yillarda yeni bir ¢ok
antibiyotigin elde edildigi ve yeni antibiyotikler i¢in dogal kaynak kabul edilen olan
Micromonospora cinsi iiyesi izolatlarin ¢ogunun antimikrobiyal aktivitesi
belirlenememistir (Cizelge 4.41; Sekil 4.43).

Tiim izolatlarin 3-amino-5-hidroksibenzoik asittAHBA) gen bolgesinin varligi,
ilgili primerler ile PZR amplifikasyonlar1 gergeklestirilerek belirlendi. Elde edilen
PZR firiinlerine ait jel goriintiilerine gore, farkli cins iiyesi izolatlarin bazilarinin
AHBA gen kiimesini igerdigi tespit edildi. Micromonospora cinsine ait olan 10
izolatin (S1802, S2901, S2903, S2904, S2508B, S2510, S2518, S3815, S4402 ve
S4803),Streptomyces cinsine ait 4 izolatin (S2201, S2704, S2801 ve SD308),
Microbispora sp. S2404 izolatimin, Verrucosispora sp. S1812 izolatinin,
Actinopolymorpha sp. DS1018 izolatinin ve Nonomuraea sp. S2301 izolatinin
AHBA gen bolgesi icerdigi tespit edildi (Cizelge 4.24; Sekil 4.29).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Izolatlarin taksonomik kompozisyonlar1 genomik, kemotaksonomik ve fenotipik
verilerin birlikte degerlendirildigi polifazik yaklagim ile belirlenmektedir (Petrosyan
ve dig., 2003; Lee ve dig., 2005). Polifazik taksonomi olarak nitelendirilen bu ticli
yaklasim ile mikroorganizmalarin tiir seviyelerinde tanimlanmasi dogru ve net olarak
yapilabilmektedir (Coenye ve dig., 2005). Polifazik taksonomik yaklagimlara gore,
16S rRNA gen bdlgesi filogenetik analizleri sonuglarina bagli olarak cins diizeyinde
tanimlanan suslar, % 0-3 arasinda bir 16S rRNA gen bolgesi niikleotit farkliliginda
DNA-DNA hibridizasyon deneyleri ile tiir diizeyinde tanimlanmakta ve fenotipik ve
kemotaksonomik 6zelliklerin karakterizasyonu ile de tiir tanim1 tamamlanmaktadir.

Bu tez calismasinda Karadeniz’in farkli derinliklerinden alinan sediment
orneklerinden bazal mineral salts, M3, nisasta-kazein, non-sporulating, SM1, SM2,
SM3 ve rafinoz-histidin agar besiyerleri kullanilarak farkli aktinomiset iiyelerinin
izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen 133 izolat saflastirilip stoklandi. Ancak 40
izolat yeniden aktiflestirilemedigi i¢in 93 izolat tez ¢aligmasinda kullanildi. 16S
rRNA gen dizi analizlerinin sonuglarina gére, Micromonospora cinsi iiyesi 34 izolat,
Streptomyces cinsi tiiyesi 28 izolat, Saccharomonospora cinsi iiyesi 6 izolat,
Verrucosispora cinsi iiyesi 5 izolat, Nocardia cinsi iiyesi 5 izolat, Nonomuraea cinsi
tiyesi 5 izolat, Actinomadura cinsi iiyesi 4 izolat, Actinopolymorpha cinsi tiyesi 3
izolat, Plantactinospora cinsi iiyesi 2 izolat ve Microbispora cinsi tiyesi 1 izolat elde
edildi.

5.1. Sonuglar

Yapilan ¢aligmalar sonucunda 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin filogenetik
akrabasi olan Streptomyces specialis GWA41-1564" ile 1471 nt’lik bdlgede 46
niikleotitlik farklihga (% 96,80 nt benzerligi) sahip olan Streptomyces sp. S$14127
izolatinin tiim genomik, kemotaksonomik ve fenotipik analizleri tamamlanmis ve

Streptomyces hoynatensis olarak isimlendirilmis ve International Journal of

225



Systematic and Evolutionary Microbiology dergisinde yayimlanarak literatiire
kazandirilmstir.

16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin filogenetik akrabasi olan S.marina
XMU15" ile 1475 nt’lik bolgede 6 niikleotit farkliliga (% 99,56 nt benzerligi) sahip
olan DS3030 izolatinin, S.marina XMU15" ile % 56 DNA-DNA homoloji degeri
elde edilerek yeni tiir oldugu kesinlesmistir. zolatin tiim genomik, kemotaksonomik
ve fenotipik analizleri tamamlanmis ve Saccharomonospora amisosensisolarak
isimlendirilmis ve International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology ‘de yayimlanarak literatiire kazandirilmustir.

Streptomyces sp. S2704 izolat1 en yakin akrabasi olan S. specialis GWA41-
1564" ile 1478 nt’lik bolgede 43 niikleotitlik farklilik (% 97,08 nt benzerligi)
gistermis, izolatin tiim genomik, kemotaksonomik ve fenotipik analizleri
tamamlanmis ve Streptomyces klenkiiolarak isimlendirilmis ve International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology’de yayinlanma
asamasindadir.

Micromonospora cinsi liyesi 34 izolattan 6 tane(S2911, DS3010, S4401,
S3806, DS3005 ve DS3012) izolat 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin
filogenetik akrabalari olan M. saelicesensis Lupac 09" ile 1-17 nt farklilik gosterdigi
tespit edilmistir. Bu izolatlardan 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin
filogenetik akrabasindan niikleotit farkliligi en fazla olan S2911 (17 nt) ve DS3010
(8 nt) izolatlarinin gyrB ve rpoB gen boélgesi dizi analizleri yapilmistir. S2911
izolatimin QyrB gen bdlgesine gore en yakin filogenetik akrabalari olan M.
purpureochromogenes DSM 43821" ve M. coxensis. 2-30-b/28tiirlerinden sirast ile
16 ve 52 nt farkhihigi, rpoB gen bélgesinin ise M. inositola ATCC 217737 ve M.
purpureochromogenes DSM 43821"¢ sirast ile 16 ve 26 nt farklilik gosterdigi
belirlenmistir. DS3010 izolatinin gyrB gen bolgesine gore en yakin filogenetik
akrabalar1 olan M. saelicesensis Lupac 09" ve M. zamorensis CR38 "tiirlerinden sirasi
ile 44 ve 45 nt farkliligi, rpoB gen bolgesinin ise M. chokoriensis 2-19/67 ve M.
lupini Lupac 09"ye sirasi ile 37 ve 38 nt farklilk gosterdigi belirlenmistir. Bu iki
izolatin ilgili tip tlirleriyle DNA-DNA homolojisi sonunda tiir statiisii belirlenerek
literatiire kazandirilmasi hedeflenmektedir.

Micromonospora cinsi iiyesi olan S2518, S2509 ve S4602 izolatlarinin 16S
rRNA gen dizi analizine gore en yakin filogenetik akrabalari olan M. chokoriensis 2-
19/6"¢ 6-16 nt farkhilik gdsterdigi tespit edilmistir. 165 rRNA gen dizi analizine
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gdre M. chokoriensis 2-19/6" tip tiiriine S2509 izolat1 14 nt ve S2518 izolat: 16 nt
farklilik gostermistir. Bu iki izolatin gyrB ve rpoB gen bolgesi dizi analizleri
yapilmistir. S2509 izolatinin gyrB gen bolgesine gore en yakin filogenetik akrabalari
olan M. chokoriensis 2-19/6" ve M. lupini lupac 14N tiirlerinden sirasi ile 35 ve 41
nt farkliligl, rpoB gen bolgesinin ise M. chokoriensis 2-19/6" ve M. lupini lupac
14N"ye siras1 ile 34 ve 37 nt farkhihik gosterdigi belirlenmistir.S2518 izolatinin gyrB
gen bolgesine gore en yakin filogenetik akrabalari olan M. saelicesensis Lupac 09've
M. lupini lupac 14N tiirlerinden sirasi ile 29 ve 34 nt farkliligi, rpoB gen bélgesinin
ise M. zamorensis CR38've M. saelicesensis Lupac 09™¢ sirasi ile 10 ve 13 nt
farklilik gosterdigi belirlenmistir.Bu iki izolatin ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA
homolojisi sonunda  tiir statiisii =~ belirlenerek literatiire = kazandirilmasi
hedeflenmektedir.

16S rRNA gen dizi analizine gére S2903, S2904, S4605, S3802 ve S3815
izolatlar1 en yakin filogenetik akrabalari olan M. coxensis 2-30-b/28 tip tiiriinden
11-15 nt’lik farklilik gostermis, izolatlardan S2903 veS3815 hari¢ digerlerinin gyrB
ve rpoB gen bolgesi dizi analizleri yapilmistir. S2904 izolatinin gyrB gen bdlgesine
gore en yakin filogenetik akrabalar1 olan M. purpureochromogenes DSM 438217 ve
M. coxensis 2-30-b/28tiirlerinden sirasi ile 61 ve 59 nt farkliligi, rpoB gen bolgesinin
ise M. inositola ATCC 21773" ve M. purpureochromogenes DSM 43821 "¢ sirasi ile
15 ve 22 nt farklilik gosterdigi belirlenmistir.S4605 izolatinin gyrB gen bdlgesine
gore en yakin filogenetik akrabalart olan M. coxensis 2-30-b/28 ve M.
purpureochromogenes DSM 43821 tiirlerinden sirasi ile 40 ve 59 nt farklilig1, rpoB
gen bolgesinin ise M. citrea DSM 43903 ve M. haikouensis232617 ¢ sirasi ile 16
ve 21 nt farklilik gosterdigi belirlenmistir.S3802 izolatinin gyrB gen bdlgesine gore
en yakin filogenetik akrabalar1 olan M. purpureochromogenes DSM 438217 ve M.
siamensisTT2-4" tiirlerinden siras1 ile 17 ve 50 nt farkliligi, rpoB gen bolgesinin ise
M. inositola ATCC 21773" ve M. purpureochromogenes DSM 43821 "¢ sirasi ile 20
ve 24 nt farklilik gosterdigi belirlenmistir.Bu ii¢ izolatin ilgili tip tiirleriyle DNA-
DNA homolojisi sonunda tiir statiisii belirlenerek literatiire kazandirilmasi
hedeflenmektedir.

Micromonospora cinsi iiyesi olan S2508B ve DS3003 izolatlar1 16S rRNA gen
dizi analizine gore en yakin filogenetik akrabalari olan M. eburnea LK2-10" tip
tirtine 14-17 nt’lik farklilik gostermistir. Bu iki izolatin gyrB ve rpoB gen bdlgesi

dizi analizleri yapilmistir. S2508B izolatinin gyrB gen bdlgesine gdre en yakin

227



filogenetik akrabalar1 olan M. eburnea LK2-10" ve P. endophytica YIM 68255"
tiirlerinden sirasi ile 110 ve 126 nt farkliligi, rpoB gen boélgesinin ise P.mayteni YIM
61359 ve P. endophytica YIM 68255 ya sirasi ile 35 ve 35 nt farklilik gosterdigi
belirlenmistir. DS3003 izolatinin gyrB gen bolgesine gore en yakin filogenetik
akrabalar1 olan M. coxensis 2-30-b/28"ve M. eburnea LK2-10" tiirlerinden sirasi ile
64 ve 69 nt farkhiligi, rpoB gen bolgesinin ise M. citrea DSM 43903" ve M.
haikouensis 232617 e sirast ile 33 ve 40 nt farklilik gosterdigi belirlenmistir.Bu iki
izolatin ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA homolojisi sonunda tiir statiisii belirlenerek
literatiire kazandirilmasi hedeflenmektedir.

Micromonospora cinsi iiyesi olan S2901, S4803, DS3186 ve S2510 izolatlar
sirasiyla 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin filogenetik akrabalari olan M.
marina JSM1-17, M. siamensis TT2-4", M.olivasterospora DSM 43868 ve M. citrea
DSM 43903 tip tiiriine 8-20 nt’lik farklilik gdstermektedir. izolatlarin gyrB ve rpoB
gen bolgesi dizi analizleri yapilmistir.S2901 izolatinin gyrB gen bolgesine gore en
yakin filogenetik akrabalari olan M. purpureochromogenes DSM 438217 ve M.
coxensis 2-30-b/28" tiirlerinden siras1 ile 58 ve 60 nt farkliligi, rpoB gen bdlgesinin
ise M. inositolaATCC 21773" ve M. purpureochromogenes DSM 43821 "¢ sirast ile
15 ve 22 nt farklilik gosterdigi belirlenmistir. S4803 izolatinin gyrB gen bolgesine
gore en yakin filogenetik akrabalari olan M. coxensis 2-30-b/287 ve M.
inositolaATCC 217737 tiirlerinden siras1 ile 39 ve 46 nt farklihg, rpoB gen
bolgesinin ise M. inositolaATCC 217737 ve M. purpureochromogenes DSM
43821"¢ sirasi ile 17 ve 23 nt farkhihk gosterdigi belirlenmistir.izolatin M. siamensis
DSM 450977 ile DNA-DNA hibridizasyon degeri ortalama % 14.5, ikinci en yakin
akrabas1 M. coxensis 2-30-b/287 ile ise % 55,45’lik bir deger elde edilmistir. DS3186
izolatinin gyrB genboélgesine gore en yakin filogenetik akrabalari olan M. eburnea
LK2-10T ve M. equina Y22" tiirlerinden sras ile 35 ve 52 nt farkliligi, rpoB gen
bélgesinin ise M. marina JSM1-1" ve M. chaiyaphumensis MC5-1""¢ siras1 ile 15 ve
22 nt farklhilik gosterdigi belirlenmistir.S2510 izolatinin gyrB genbdlgesine gore en
yakin filogenetik akrabalari olan M. auratinigra TT1-117 ve M. coxensis 2-30-b/28"
tiirlerinden sirasi ile 43 ve 48 nt farkliligi, rpoB gen bolgesinin ise M. coxensis 2-30-
b/28" ve M. haikouensis 232617"¢ siras1 ile 24 ve 30 nt farklihk gosterdigi
belirlenmistir.Bu dort izolatin ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA homolojisi sonunda tiir

statlisi belirlenerek literatiire kazandirilmasi hedeflenmektedir.
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Micromonospora sp. S1510 izolat1 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin
filogenetik akrabast olan M. equina Y22 tip tirine 24 nt'lik farkhilik
gostermektedir. izolatin gyrB ve rpoB gen bolgesi dizi analizlerinin ve ilgili tip
tiirleriyle DNA-DNA homolojisisinin yapilip tiir statiisii belirlenerek literatiire
kazandirilmas1 hedeflenmektedir.

Micromonospora cinsi iiyesi olan S4606 ve S4404 izolatlar1 16S rRNA gen
dizi analizine gore en yakin filogenetik akrabalar1 olan M. jinlongensis NEAU-
GRX11"e 6-7 nt’lik farklilik gostermistir. S2516 ve S1602 izolatlar1 16S rRNA gen
dizi analizine gdre en yakin filogenetik akrabalar1 olan M. rifamycinica AM105" ya
9-11 nt farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

16S rRNA gen dizi analizine gore S3502, DS3002, S3301, S1802 ve S3807
izolatlar1 en yakin akrabalar1 olan M. tulbaghiae TVU1 tip tiiriine S3502 izolat: harig
diger izolatlar % 100 benzerlik gdstermistir. S3502 izolat1 M. tulbaghiae TVU1tip
tiirtine % 99,42 benzerlik gostermistir. Geriye kalan diger 4 Micromonospora izolati
en yakin filogenetik akraba tiirleri ile 5-12 nt farklilik géstermektedir.

Streptomyces sp. S4702 izolat1 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin
filogenetik akrabasi olan S. ginglanensis DSM 42035 tip tiirii ile 1470 nt’lik bolgede
32 niikleotitlik farklilik (% 97,58) gostermistir. Streptomyces sp. S4702 izolatt S.
ginglanensis DSM 42035" ile 16.6 homoloji degeri vermistir. ikinci en yakin
akrabasi olan S. marinus DSM 41970" ile de % 20,9 homoloji degeri vermistir.
Izolatin en az iki Kkiiltir koleksiyonuna depoziti gerceklestirildikten sonra
kemotaksonomik ve fenotipik testlerden eksiklerinin tamamlanarak literatiire
kazandirilmas1 amag¢lanmaktadir.

Streptomyces sp. S3812 izolatt 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin
filogenetik akrabasi olan S. samsunensisM1463"e¢ 1441 nt’lik bolgede 22
niikleotitlik farklilik (% 98,47) gostermistir. S3812 izolat1 S. samsunensisM1463 ile
% 89,3 homoloji degeri vermis ve S. samsunensis olarak tanimlanmuistir.

Streptomyces cinsi iiyesi 28 izolattan 4 tanesi olan S1103, S1108, S1109 ve
S1301 izolatlar1 filogenetik analizlere gore S. carpaticus NBRC 15390 tip tiirii ile
en yiikksek 16S rRNA gen bolgesi niikleotit benzerligini % 99,79-% 99,86 (2-3 nt’lik
farklilik) gostermistir. S2201, S4403, S4601 ve S4703 izolatlarmin en yiiksek 16S
rRNA gen bolgesi niikleotit benzerligini % 99,31-% 99,79 olarak S. aculeolatus
NBRC 14824 tip tiiriine (3-10 nt farklilik) gosterdigi tespit edilmistir. Geriye kalan
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diger 16 Streptomyces izolat1 en yakin filogenetik akraba tiirler ile 0-13 nt farklilik
gostermektedir.

Saccharomonospora cinsi iiyesi 5 izolattan 3 tanesi olan S1102, S1106 ve
S1402 izolatlar1 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin filogenetik akrabalari
olan S. xinjiangensis XJ-54" tip tiiriine 5-13 nt farklilik gdstermis, DS3029 izolat1 en
yitksek 16S TRNA gen bolgesi niikleotit benzerligini S. amisosensis DS3030" tip
tirtine % 99,80 (3/1477) olarak gostermistir. 16S rRNA gen dizi analizine goére
S$2705 izolatmin en yakin tip tiirii olan S. viridis DSM 43017°¢ % 100 benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir.

Verrucosispora cinsi iiyesi 5 izolattan {i¢ tanesi olan S2427, OD175 ve S1812
izolatlar1 16S rRNA gen dizi analizine gore V. gifhornensis DSM 44337 tip tiiriine
2-3 nt farklilik gostermektedir. S3810 izolat1 filogenetik olarak en yakin akrabasi
olan V. fiedleri MG-37 'tip tiiriine 3 nt farklilik, S2506 izolat: ise filogenetik olarak en
yakin akrabasi olan V. andamanensis SP03-05' tip tiirine 4 nt farklilik
gostermektedir.

Nocardia cinsi iiyesi 5 izolattan 4 tanesi olan S1503, S1507, S1508 ve S1509
izolatlar1 16S rRNA gen dizi analizine gére N. rhamnosiphila 202GMOT tip tiiriine
1-8 nt’lik farklilik gdstermektedir. DS3007 izolat1 ise filogenetik olarak en yakin
akrabast olan N. higoensis NBRC 100133" tip tirine 9 nt’lik farklilik
gostermektedir.

Nonomuraea cinsi tiyesi Nonomuraea sp. S2301 izolatinin 16S rRNA gen dizi
analizine gore en yakin filogenetik akrabasi olan N. candida HMC10' tip tiiriine
1401 nt’lik bolgede 20 niikleotit farkliligr (% 98,57 nt benzerligi) gosterdigi tespit
edilmistir. Izolatin 16S rRNA gen dizi analizine gore ¢izilen dendogramdaki
pozisyonu gbz 6niinde bulundurularak ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA homolojilerinin
yapilip yeni tiir oldugu kesinlestikten sonra kemotaksonomik ve fenotipik
analizlerinin tamamlanarak literatiire kazandirilmasi amaclanmaktadir. Diger 4
Nonomuraea cinsi iiyesi izolat en yakin filogenetik akraba tiirleri ile 0-6 nt’lik
farklilik gostermektedir.

Actinomadura sp. S2422 izolatinin 16S rRNA gen dizi analizine gére en yakin
filogenetik akrabasi olan A. sputi IMMIB L-889" tip tiiriine 1464 nt’lik bolgede 63
niikleotit farklilig1 (% 98,57 nt benzerligi) gosterdigi tespit edilmistir. 63 nt farklilig
diger Actinomadura cinsi iiyelerinden farkli bir tiir oldugunu gdstermesine ragmen

16S rRNA gen bolgesinin ikinci kez sekansi yapilarak bu durumun teyit edilmesine
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ihtiya¢ duyulmaktadir. 16S rRNA gen dizi analizi yenilendikten sonra ilgili kiiltiir
koleksiyonlarina depoziti yapilip literatiire kazandirilmas1 amaglanmaktadir. Diger 3
Actinomadura cinsi iiyesi izolat en yakin filogenetik akraba tiirleri ile 6-8 nt’lik
farklilik gostermektedir.

Actinopolymorpha cinsi tiyesi S2503, S3704 ve DS1018 izolatlar1 16S rRNA
gen dizi analizine gore en yakin filogenetik akrabalar1 olan A.cephalotaxi 106-2230"
tip tiirtiine 2-7 nt’lik farklilik gostermektedir.

Plantactinospora sp. S2414 ve S3408 izolatlarinin 16S rRNA gen dizi
analizine gore en yakin filogenetik akrabalari olan P. endophytica YIM 68225 tip
tiiriine 7 nt’lik farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Microbispora sp. S2404 izolatinin 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin
filogenetik akrabasi olan M. hainanensis 211020" tip tiiriine 1466 nt’lik bolgede 8
niikleotitlik farklilik (% 99,45 nt benzerligi) gosterdigi tespit edilmistir.

5.2. Oneriler

Micromonospora cinsine ait olan S1510, S2508B, S2901, S2903, S2904,
S2911, S2509, S2510, S2518, S3802, DS3003, DS3010, DS3186, S4605, S4803 ve
S2909 izolatlar1 16S rRNA gen bolgesi filogenetik analiz sonuglarina gore en yakin
filogenetik akrabasindan en fazla uzakligi bulunan izolatlardir. Bu izolatlardan
S1510, S2903 ve S2909 hari¢ diger 13’{iniin rpoB ve gyrB gen bolgesi dizi analizleri
gerceklestirilmistir. Gen bolgeleri dizi analizleri sonucunda en yakin tip tiirlerinden
oldukga farklilik gosterdikleri belirlenmistir. Tip tiirleriyle birlikte yag asiti analizleri
ve fenotipik analizleri de yapilan izolatlarin ilgili tip tilirleriyle DNA-DNA
homolojilerinin yapilip sonunda tiir statiisii belirlenerek literatiire kazandirilmasi
hedeflenmektedir.

Streptomyces sp. S4702 izolatt 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin
filogenetik akrabasi olan S. ginglanensis DSM 42035" tip tiiriine 32 niikleotitlik
farklihk gostermistir. Streptomyces sp. S4702 izolat1 S. ginglanensis DSM 42035ile
% 16,6 homoloji degeri verirken, ikinci en yakin akrabast olan S. marinus DSM
41970"ile % 20,9 homoloji degeri vermistir. Fenotipik ve kemotaksonomik
analizlerinden eksik olanlarin tamamlanip izolatin literatiire kazandirilmasi

amaglanmaktadir.
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Nonomuraea cinsi iiyesi Nonomuraea sp. S2301 izolat1 16S rRNA gen dizi
analizine gore en yakin filogenetik akrabasi olan N. candida HMC10" tip tiiriine 20
niikleotit farklilik gostermistir. izolatn 16S rRNA gen dizi analizine gore ¢izilen
dendogramdaki pozisyonu goz 6niinde bulundurularak ilgili tip tiirleriyle DNA-DNA
homolojilerinin yapilip yeni tiir oldugu kesinlestikten sonra kemotaksonomik ve
fenotipik analizlerinin de tamamlanarak literatiire kazandirilmasi: amaglanmaktadir.

Actinomadura sp. S2422 izolatinin 16S rRNA gen dizi analizine gére en yakin
filogenetik akrabasi olan A. sputi IMMIB L-889" tip tiiriine 63 niikleotitlik bir
farklilik gosterdigi tespit edilmistir. 63 nt farkliligi diger Actinomadura cinsi
tiyelerinden farkli bir tlir oldugunu goéstermesine ragmen 16S rRNA gen bolgesinin
ikinci kez sekansi yapilarak bu durumun teyit edilmesine ihtiyag duyulmaktadir. 16S
rRNA gen dizi analizi yenilendikten sonra eksik analizlerinin tamamlanip literatiire
kazandirilmas1 amaglanmaktadir.

3-amino-5-hidroksibenzoik asit (AHBA) gen bdolgesine sahip olan S2901,
S2903, S2904, S2518, S3815, S1802, S2508B, S4803, S4402, S2510, S2704, S2201,
SD308, S2801, S1812, S2301, DS1018 ve S2404 izolatlarinin hangi tipte bir
sekonder metabolit iiretebildikleri daha sonra yapilacak daha kapsamli taramalarla

ortaya konulmalidir.
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EKA

Basal’s Mineral Salts Agar (Duangmal ve dig., 2005)

Denizel aktinomisetlerin sedimentten izolasyonunda segici izolasyon besiyeri olarak

kullanilmustir.
Dektran 109
L-histidin 19
Potasyum nitrat 29
NaCl 359
Magnezyum siilfat heptahidrat 0.01g
Kalsiyum karbonat 0.02¢g
Demir stilfat heptahidrat 0.01g
Potasyum difosfat (K,HPO,) 29
Agar 15¢g
Saf su 1000 ml
pH: 7,2

Tiim ortam igerikleri 900 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. 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
isitilirken 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 disinda bazi istenmeyen
mikroorganizmalarin ve funguslarin izolasyon ortaminda iiremesini engellemek i¢in
besiyerine aseptik kosullarda steril Nistatin (50pg/ml) ve Rifampisin (5pg/ml)

antibiyotiklerinden uygun miktarlarda katildi.
M3 Agar (Rowbotham ve Cross, 1977)

Denizel aktinomisetlerin sedimentten izolasyonunda segici izolasyon besiyeri olarak

kullanilmastir.
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Monopotasyum fosfat 0,466 g
Disodyum fosfat 0,732g
Potasyum nitrat 0,01¢g
NaCl 0,299
Magnezyum siilfat heptahidrat 019
Kalsiyum karbonat 0,02 ¢
Demir siilfat heptahidrat 200 pug
Cinko siilfat heptahidrat 180 ug
Manganez siilfat heptahidrat 20 ug
Sodyum propionat 0,2¢g
Deniz tuzu 359
Agar 15¢g
Saf su 1000 ml
pH: 7,2

Tiim ortam igerikleri 900 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. 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. Karigim
isitilirken 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 once, aktinomisetler disinda bazi istenmeyen
mikroorganizmalarin ve funguslarin izolasyon ortaminda iiremesini engellemek igin
besiyerine aseptik kosullarda Pridham, T. G., steril Nistatin (50 pg/ml) ve
sikloheksimid (50 pg/ml) antibiyotiklerinden uygun miktarlarda katildi.

Nisasta-Kazein Agar (Kiister ve Williams, 1964)

Denizel aktinomisetlerin sedimentten izolasyonunda segici izolasyon besiyeri olarak

belirlenmistir.
Nisasta (Soluble Starch, BDH) 10g
Kazein (Casein) 0.3¢g
KNO; 2g
NaCl 29
MgSO4. 7H,0 0,059
CaCO; 0,02¢
FeSO,. 7H,0 0,01g
% 20’lik K,HPO, 10 ml
Agar (Difco) 12¢g
Saf su 1000 ml
pH 7,0-7,2

%20’1ik KoHPQOy4, nigasta ve agar hari¢ 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
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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
ayr1 olarak basgka bir sisede otoklavlanarak sterilizasyonu saglandi. Otoklav sonrasi
45-50°C’ye kadar su banyosunda sogutulan besiyerlerine aseptik kosullarda % 20°lik
K>;HPOgs’tan 10 ml /L olacak sekilde ilave edildi. Besiyeri petrilere dokiilmeden
once, aktinomisetler disinda bazi istenmeyen mikroorganizmalarin izolasyon
ortaminda tiremesini engellemek icin besiyerine aseptik kosullarda steril Nalidixic
acid (10 pg/ml) ve Nystatin (50 pg/ml ) antibiyotiklerinden uygun miktarlarda
katildi.

Non-sporulating Agar (Sanglier ve dig., 1992)

Denizel aktinomisetlerin sedimentten izolasyonunda segici izolasyon besiyeri olarak

kullanilmistir.
Kazaminoasit 209
Nisasta 20g
Yeast ekstrat 49
Deniz tuzu 359
Agar 15¢
Saf su 1000 ml
pH 7,2

Tiim ortam igerikleri 900 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. 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
isitilirken 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 disinda bazi istenmeyen
mikroorganizmalarin ve funguslarin izolasyon ortaminda iiremesini engellemek i¢in
besiyerine aseptik kosullarda steril Nistatin (50 pg/ml) ve Rifampisin (5pg/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 K;HPO,4 (200 ml, % 10 w/v) 10X Stevenson’s Medium
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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 karigtirilir (%1.5, w/v).

SM1: Stevenson’s agar medium (1x) + D-sorbitol (1%, w/v) + neomisin siilfat (4
pug/ml). (Tan ve dig., 2006)

SM2: Stevenson’s agar medium (1x) + D-melezitose (%1, w/v) + neomisin siilfat (4
pg/ml). (Tan ve dig., 2006)

SM3 Agar-Gauze’s Agar (Tan ve dig., 2006)

Denizel aktinomisetlerin sedimentten izolasyonunda segici izolasyon besiyeri olarak

kullanilmistir.
Glikoz 10g
Pepton 50
Tripton 39
Deniz tuzu 359
Agar 15¢
Saf su 1000 ml
pH: 7,2

Tiim ortam igerikleri 900 ml saf su igerisinde ¢6zildii. 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
isitilirken agar eklendi. Hazirlanan besiyeri 500 ml’lik otoklav siselerine 400 ml’ler
halinde konularak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilizasyonu sagland.
Besiyeri petrilere dokiilmeden Once, aktinomisetler disinda bazi istenmeyen
mikroorganizmalarin ve funguslarin izolasyon ortaminda iiremesini engellemek i¢in
besiyerine aseptik kosullarda steril Nystatin (50 pg/ml) ve Rifampicin (Spg/ml)

antibiyotiklerinden uygun miktarlarda katildi.

Rafinoz-Histidin Agar (Vickers ve dig., 1984)

Denizel aktinomisetlerin sedimentten izolasyonunda segici izolasyon besiyeri olarak

kullanilmistir.
Rafinoz 10g
L-histidin 1lg
Dipotasyum fosfat dibazik lg
Magnezyum siilfat heptahidrat 0549
Demir siilfat heptahidrat 0,01¢g
Agar 15¢
Saf su 1000 ml
pH 7,2
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Tiim ortam igerikleri 900 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. 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 Once, aktinomisetler diginda bazi istenmeyen
mikroorganizmalarin ve funguslarin izolasyon ortaminda iiremesini engellemek i¢in
besiyerine aseptik kosullarda steril Nystatin (50 pg/ml) ve Cycloheximide (50 pg/ml)
antibiyotiklerinden uygun miktarlarda katildi.
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EKB

Yeast Extract-Malt Extract Agar (ISP 2) (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Yeast Extract-Malt Extract Agar (ISP 2) ortami, organizmalarinstok kiiltiirlerinin
hazirlanmasinda kullanilmistir. Ayrica organizmalarin kiiltiirel ve morfolojik

karakterizasyon iginde bu besiyeri ortami1 kullanilmistir.

Glikoz 4q
Bacto-Yeast Extract (Difco) 49
Bacto-Malt Extract (Difco) 10g
Adgar 15 g
Saf su 1000 ml
pH 7,2

Agar hari¢ diger ortam igerikleri saf su igerisinde ¢oziildi. pH 0,1 M NaOH ve 0,1 M
HCl ile 7,3’¢ 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.

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

Oatmeal Agar (ISP 3) ortami, organizmalarin kiiltiirel

karakterizasyonu i¢in kullanilmistir.

ve morfolojik

Oatmeal 20¢g
Trace salt solution (Shirling ve Gottlieb,1966) 1ml
Agar 15¢
Saf su 1000 ml
pH 7,2

Oatmeal (Ticari organik iriin), 1000 ml saf su icerisinde 20 dakika kaynatilarak
¢ozildii ve siizge¢ vasitasiyla siiziildi. Oda sicakliginda sogumaya birakildiktan
sonra eksilen su miktar1 tamamlanarak pH, 0,1 M NaOH veya 0,1 M HCI ile
ayarland1 ve agar ilave edilerek kaynatildi. Hazirlanan besiyeri 500 ml’ lik siselerde
121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Otoklavdan sonra su banyosunda 45-50°C’ye
kadar sogutulan besiyerlerine aseptik kosullarda Trace Salt Solution’dan 1 ml /L

olacak sekilde ilave edildi ve besiyeri petrilere dokiildii.
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Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4 ) (Inorganic Salts-Starch Agar: Shirling ve
Gottlieb, 1966)

Inorganik tuz-nisasta agar (ISP4) ortami, organizmalarin bazilarinin  spor

morfolojilerinin belirlenmesinde ve kiiltiirel ve morfolojik karakterizasyonu igin

kullanilmistir.
Coziniir Nisasta (Soluble Starch, BDH) 10g
K,HPO, 1g
MgSOy. 7H,0 1g
NaCl lg
(NH,),S0, 29
CaCO; 39
Trace Salt Solution (Shirling ve Gotlieb, 1966) 1ml
Agar 15¢
Saf su 1000 ml
pH 7,2

Nisasta, Trace Salt Solution ve agar hari¢ diger ortam igerikleri 800 ml saf su
igerisinde ¢oziildii ve pH, 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI ile ayarlandi. Agar ilave
edilerek stirekli karigtirmak suretiyle kaynamaya birakildi. Nigasta, 200 ml saf su
icerisinde ayr1 olarak ¢oziildii ve sicak besiyerine eklendi. Otoklav siselerine dokiilen
kiiltiir ortami, 121 °C’de 15 dakika otoklav edilerek steril edildi. Otoklavdan sonra su
banyosunda 45-50 °C’ye kadar sogutulan besiyerine, aseptik kosullarda Trace Salt

Solution’dan 1 ml /L olacak sekilde ilave edildi ve besiyeri petrilere dokiildii.
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
K,HPO, 1lg
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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Pepton-Yeast Extract Iron Agar (ISP 6) (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Pepton-yeast extract iron agar (ISP 6) ortami, izolatlarin melanin pigmenti {iretme

yeteneklerini belirlemek i¢in kullanilmistir.

Pepton-Iron Agar 3640
Yeast extract 1lg
Saf su 1000 ml

Uygun oranlarda hazirlanan besiyeri karigimi 1sitilarak eritildi ve 500 m1’lik otoklav
siselerine 400 ml’ler halinde transfer edilerek 121°C’de 15 dk. otoklavlandi. Otoklav
sonras1 su banyosunda 45-50 °C’ye kadar sogutulan aseptik kosullarda Trace Salt

Solution’dan 1 ml /L olacak sekilde ilave edildi ve besiyeri petrilere dokiildii.

Tyrosine Agar (ISP 7) (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Pepton-yeast extract iron agar gibi tyrosine agar (ISP 7) ortami da, izolatlarin

melanin pigmenti iiretme yeteneklerini belirlemek i¢in kullanilmistir.

Gliserol 15¢
L-tyrosine (Difco) 059
L-asparagine (Difco) 1lg
K,HPO, 0549
MgS0O,. 7H,0 0549
NaCl 059
FeSQO,. 7H,0 0,01g
Trace salts solution 1ml
Agar 15¢g
Saf su 1000 ml
pH 7,2

Uygun oranlarda hazirlanan besiyeri karisimi 1sitilarak eritildi ve 500 ml' lik otoklav
siselerine 400 ml’ler halinde transfer edilerek 121 °C’de 15 dk. otoklavlandi. Otoklav
sonrasi su banyosunda 45-50 °C'ye kadar sogutulan besiyeri aseptik kosullarda

petrilere dokiildii.
Bennett’s Agar (Jones, 1949)

Bennett’s agar (MBA: Modified Bennett’s Agar) biiylime, degredasyon, kimyasal

inhibitorlere ve antibiyotiklere direng testinde bazal ortam olarak kullanilmistir.
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Gliserol 10g
Yeast extract (Lab M) lg
Lab-lemco (Merck) 08¢
Bacto-casitone (Difco) 29
Trace salts solution 1ml
Agar 15¢g
Saf su 1000 ml
pH 7,2-7,3

Agar hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml saf su igerisinde ¢oziildi. pH (0,1 M)
NaOH veya HCI ile ayarlandi ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi.
Otoklav siselerine dokiilerek 121 °C’de 15 dk otoklav edilen besiyeri, su banyosunda
45-50 °C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii. Degredasyon
testi maddeleri tindalizasyonla steril edildikten sonra steril besiyerine katildi ve
petrilere dokiildii. Antibiyotikler filtrasyon teknigi ile steril edildikten sonra steril
besiyerine katildi. Kimyasal inhibitor maddeleri ise, otoklav Oncesi siselere
dokiilmiis besiyerine Ol¢iilii miktarda katild1 ve besiyeri karisimi kimyasal inhibitor

madde ile birlikte steril edildi.

Nutrient Agar

Nutrient agarortami, organizmalarin kiiltiirel ve morfolojik karakterizasyonu igin

kullanilmistir. Ayrica antimikrobiyal aktivite testinde patojenleri aktiflestirmek igin

kullanilmistir.
Nutrient broth 48 ¢
Saf su 1000 ml
Agar 18¢g

Agar harig niitrient broth 1000 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. pH (0,1 M) NaOH veya
HCI ile ayarland1 ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi. Otoklav
siselerine dokiilerek 121 °C’de 15 dk otoklav edilen besiyeri, su banyosunda 45-50
°C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.

Triptik Soy Agar (TSA)

Triptik soy agarortami, organizmalarin kiiltiirel ve morfolojik karakterizasyonu i¢in

kullanilmistir.
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Triptik soy broth 309
Saf su 1000 ml
Agar 189

Agar harig niitrient broth 1000 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. pH (0,1 M) NaOH veya
HCI ile ayarland1 ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi. Otoklav
siselerine dokiilerek 121 °C’de 15 dk otoklav edilen besiyeri, su banyosunda 45-50
°C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.

Czapek’s Agar (Medium 130, DSMZ Katolog; Waksman, 1950)

Czapek’s agarortami, organizmalarin kiiltiirel ve morfolojik karakterizasyonu icin

kullanilmistir.
Siikroz 3049
FeSQO,. 7H,0 0,01g
KCI 0,549
K,HPO, 1g
MgSQ,. 7TH,0O 0,549
NaNQO; 39
Saf su 1000 ml
Agar 18¢g
pH: 7,2-7,3

Agar harig diger igerikler 1000 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. pH (0,1 M) NaOH veya
HCI ile ayarlandi ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi. Otoklav
siselerine dokiilerek 121 °C’de 15 dk otoklav edilen besiyeri, su banyosunda 45-50
°C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.

N-Z-Amine Agar (Medium 554, DSMZ Katolog)

Organizmalari aktiflestirmek i¢in kullanilmistir.

Glikoz 10¢g
Nisasta 209
Yeast extract 509
N-Z-Amine 5¢9
CaCO3 1g
Saf su 1000 ml
Agar 18¢
pH: 7,2

Agar hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml saf su igerisinde ¢ozildi. pH (0,1 M)
NaOH veya HCI ile ayarland1 ve karigima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi.
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Otoklav siselerine dokiilerek 121 °C’de 15 dk otoklav edilen besiyeri, su banyosunda
45-50 °C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.

GPHF Agar (Medium 553, DSMZ Katolog)

Organizmalar1 aktiflestirmek i¢in kullanilmistir.

Glikoz 10g
Peptone from Casein 59
Yeast extract (Oxoid) 5¢g
Beef extract (Oxoid) 5¢g
CaCl, x 2 H,0 0,749
Saf su 1000 ml
Agar 15¢g
pH: 7.2

Agar hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml saf su igerisinde ¢oziildi. pH (0,1 M)
NaOH veya HCI ile ayarlandi ve karigima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi.
Otoklav siselerine dokiilerek 121 °C’de 15 dk otoklav edilen besiyeri, su banyosunda
45-50 °C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda petrilere dokiildii.

Karbon Kaynag Kullanim Ortam (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Karbon kaynagi kulanim ortami (ISP 9), izolatlarin karbon kaynagi kullanim
testlerinde bazal ortam olarak kullanildi. Test, bazal ortamin hazirlanmasi ve karbon

kaynaklarimin hazirlanip sterilizasyonu seklinde birbirinden ayr1 iki islemle

gerceklesmistir.
(NH,),S0, 2,64 g
KH,PO, 2,38¢
K,HPO, 565¢
MgSO,. 7H,0 19
Pridham ve Gottlieb’s Trace Salts Solution 1mi
Saf su 1000 ml
Agar 15¢g
pH: 6,8-7,0

Agar ve Pridham ve Gottlieb’s Trace Salts Soliisyonu hari¢ diger ortam igerikleri
1000 ml saf su igerisinde ¢oziildi. pH (0,1 M) NaOH ve HCI ile ayarlandi ve
karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi. Otoklav siselerine dokiilerek
121°C°de 15 dk. otoklav edilen besiyeri, su banyosunda 45-50°C’ye kadar sogutuldu
ve sogutulan besiyerine, tindalizasyonla sterilizasyonu saglanmis her bir karbon

kaynagr ayr1 olacak sekilde ilave edildi. Daha sonra besiyerine 1 ml/L
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konsantrasyonunda Pridham ve Gottlieb’s Trace Salts Soliisyonundan ilave edildi ve

besiyeri aseptik olarak petrilere dokiildii.
Azot Kaynag Kullanim Ortamm ( Williams ve dig., 1983 )

Azot kaynagi kulanim ortami, izolatlarin azot kaynagi kullanim testlerinde bazal
ortam olarak kullanildi. Test, bazal ortamin hazirlanmasi ve azot kaynaklarinin

hazirlanip sterilizasyonu seklinde birbirinden ayri iki islemle gergeklesmistir.

Glikoz 10g
MgSQO,. 7H,0 059
NaCl 059
FeSO,. 7H,0 0,019
K;HPO, 1 g
Saf su 1000 ml
Agar 10g
pH: 7,4

Agar hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml saf su igerisinde ¢oziildi. pH (0,1 M)
NaOH ve HCI ile ayarland1 ve karigima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi.
Otoklav siselerine dokiilerek 121°C°de 15 dk. otoklav edilen besiyeri, su banyosunda
45-50°C’ye kadar sogutuldu ve sogutulan besiyerine tindalizasyonla sterilizasyonu
saglanmis her bir azot kaynagi ayr1 olacak sekilde aseptik olarak ilave edildi ve

aseptik olarak petrilere dokiildii.
Degredasyon Testi Ortamlari

Adenin (% 0,5, w/v), elastin (% 0,3, w/v), kazein (% 1,0, w/v), hipoksantin (% 0,4,
w/v), guanin (% 0,05, w/v), L-tirozin (% 0,5, w/v), ksantin (% 0,4, w/v), xylan (%
0,4, wiv) ve jelatin (% 0,4, w/v) degredasyonu igin bazal ortam olarak Bennett’s
Agar (Jones, 1949) kullanildi. Tindalizasyon ile steril edilen her bir madde, otoklavla
121 °C’de 15 dk. steril edilmis Bennett’s Agar ortamina aseptik olarak ilave edildi ve
besiyeri aseptik olarak petrilere dokiildii.

Tween80 (Polysorbate-80; %1, w/v) degredasyonu i¢in Nash ve Krent (1991)
pepton agar bazal ortami kullanildi. Tindalizasyon ile steril edilmis Tween 80
maddesi, otoklavla steril edilmis bazal ortama (Nash ve Krent, 1991) aseptik olarak

ilave edildi ve besiyeri aseptik olarak petrilere dokiildii.
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Tween-20, Tween-80 (Polysorbote-20, Polysorbote-80) degredasyonu (Nash ve
Krent, 1991)

Tween-20, Tween-80 degredasyonunda bazal ortam olarak kullanilmistir.

Pepton Agar
Pepton 10g
Yeast Extract 59
NaCl 5¢g
Glikoz lg
Saf su 1000 ml
Agar 15¢g
pH 7.5

Agar hari¢ diger ortam igerikleri 1000 ml saf su igerisinde ¢oziildi. pH (0,1 M)
NaOH ve HCI ile ayarlandi ve karisima agar ilave edilerek kaynamaya birakildi.
Otoklav siselerine dokiilerek 121 °C’de 15 dk. otoklavlanan besiyeri, su banyosunda
45-50 °C’ye kadar sogutuldu. Daha sonra tindalizasyonla sterilizasyonu saglanmis
Tween-20, Tween-80 (% 1, w/v), steril edilmis bazal ortama aseptik olarak ilave

edildi ve besiyeri aseptik olarak petrilere dokiildii.
% 0,5’ lik Nutrient Agar (Williams ve dig, 1983)

Antimikrobiyal aktivite testinde, test patojeni olarak kullanilan organizmalarin

gelismeleri i¢in kullanilan kiiltiir ortamidir.

Nutrient agar (Oxoid) 59
Saf su 1000 ml

Ortam igerikleri 1000 ml saf su igerisinde ¢0Ozildii ve olusan karisim, her bir
organizma i¢in erlenlere transfer edildikten sonra 121 °C’de 15 dk otoklav edilerek

steril edildi.
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Ringer Cozeltisi

Ringer cozeltisi izolasyon ¢alismasina baslamadan once tiip diliisyon yonteminde
toprak siispansiyonunun ve testlerin uygulama asamasindan Once spor

slispansiyonunun hazirlanmasi i¢in kullanilmistir.

Ringer ¢ozeltisi (Oxoid) 1 tablet
Saf su 500 ml

1 tane Ringer tableti 500 ml saf su igerisinde ¢oziildii ve izolasyon i¢in agz1 kapakl
veya pamukla kapali cam tiiplere uygun miktarlarda konularak 121 °C’de 15 dk.

otoklav edildi.
KzH PO4 Cﬁzeltisi

Bu ¢ozelti, nisasta-kazein agar (Kiister ve Williams, 1964) besiyeri hazirlanirken

kullanilmastir.
K,HPO, 209
Saf su 100 ml

Hazirlanan ¢ozelti 200 ml’lik agz1 kapakl siselere konuldu ve 121 °C’de 15 dk.
otoklav edilerek steril edildi. Otoklavdan sonra ¢ozelti 4°C’de saklandi. Besiyerleri

hazirlanirken bu ¢ozelti steril edilmis besiyeri karisimina aseptik olarak ilave edildi.
Kiiltiir Stoklamas I¢in Gliserol Cozeltisi (Wellingtion ve Williams, 1978)

Gliserol siispansiyonu, izolatlarm sporlarmm ve misellerinin uzun siire -20 °C’de

stok olarak saklanmasi i¢in hazirlanmistir.

Gliserol 25 ml
Saf su 75 ml

% 25’lik gliserol ¢ozeltisi yaklasik 1,5 ml miktarinda vidali kapagi olan kiiciik
tiiplere konularak 121 °C’de 15 dk. otoklav edilerek steril edildi.
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50 pg/ml Konsantrasyonunda Cycloheximide Stok Soliisyonu

Cycloheximide (50 pg/ml) funguslarin besiyeri igerisinde liremesini engellemek icin
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 c¢ozeltisi steril bir enjektdre cekildi 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 yapildu.
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 ayr1 olarak 100 ml saf su igerisinde 2 g nystatin
¢oziildii. Nistatin ¢ozeltisi, 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 ¢ekilerek steril edilmis besiyerine

katild1. Ardindan besiyerinin petrilere dokiim islemi yapilda.
5 ng/ml Konsantrasyonunda Rifampicin Stok Soliisyonu

Rifampicin (0,5 pg/ml), nisasta-kazein agar (Kiister ve Williams, 1964) izolasyon
ortammna 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 igerisinde 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 ¢ekilerek 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 ayri1 olarak 100 ml saf su igerisinde 0,4 @
cycloheximide ¢oOziildii. Nalidiksik asit ¢ozeltisi steril bir enjektore cekildi ve
onceden otoklav edilmis bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden gecirilerek
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 islemi yapildu.
4 ng/ml Konsantrasyonunda Neomycin Siilfat Stok Soliisyonu

Neomycin siilfat(4 pg/ml) istenmeyen mikroorganizmalarin besiyeri icerisinde
tiremesini engellemek i¢in katilmistir.

Oncelikle 100 ml’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 ¢
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 katild1. Ardindan besiyerinin petrilere dokiim islemi yapildu.
Trace Salt Solution (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Bu ¢ozelti, Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) ve Oatmeal Agar (ISP 3)

ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilmistir.

FeSQ,. 7H,0 0,19
MnCl,. 4H,0 0,19
ZnS0O,. 7TH,0 01g
Saf su 100 ml

Ortam igerikleri 100 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dk. otoklav

edilerek steril edildi. Otoklav sonrasi +4°C’de saklandi.
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Pridham ve Gottlieb’s Trace Salts Solution ( Shirling ve Gottlieb, 1966)

Bu ¢ozelti, karbon kaynagi kullanim testi ortamlarinin hazirlanmasinda

kullanilmustir.
CuS0,. 5H,0 0,649
FeSO,. 7H,0 011¢g
MnCl,. 4H,0 0,799
ZnS0O,. TH,0 0,15¢
Saf su 100 ml

Ortam icerikleri 100 ml saf su icerisinde ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dk. otoklav

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

Lugol’s fodine Ayiraci (Cowan ve Steel, 1974)

Nisasta degredasyon testinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

lodine 59
KI (Potassium iodine) 10¢
Saf su 1000 ml

Maddeler oncelikle 10 ml saf su icerisinde ¢oziildii. Daha sonra 100 ml’ye

tamamlandi. 1/5 oraninda sulandirilarak kullanildi.

0.5MEDTA, pH 8

EDTA (Merck) 186.19
ddH,O 1000 ml

800 ml ddH,O igerisine 186,1 g EDTA ve ~20 g NaOH pelleti ilave edilerek
manyetik karistiric1 tizerinde berraklasincaya kadar ¢6ziildii. Son hacim ddHO ile
1000 mI’ye tamamlandi. 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 (Merck) 1211 ¢g
ddH20 1000 ml

800 ml ddH2O igerisine 121,1 g tris ilave edildi ve manyetik karistirici {izerinde 50
°C sicaklik muamelesi ile berraklasincaya kadar c¢oziilerek oda sicakliginda

sogumaya birakildi. pH 8’de 1 M Tris elde etmek i¢in soliisyon igerisine 42 ml %
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38’lik HCI ilave edildi. Son hacim ddH,0O ile 1000 mlI’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

0.5 M EDTA, pH 8 (Merck) 2ml
1M Tris, pH 8 10 ml
ddH,0 1000 ml | Tampon

1000 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapildi. 100 mI’lik agz1 kapakli cam
siselere boliinerek 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda

sakland1

Lizozim (50 mg/ml)

Lizozim (Sigma) 500 mg
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 -20 °C’de kullanim zamanina kadar saklandi.

Proteinaz K (2 mg/ml)

Proteinaz K (AppliChem) 2mg

TE tamponu 10 ml

2 mg proteinaz K 10 ml TE tamponu igerisinde ¢oziildii. 1,5 ml’lik steril eppendorf

tiiplere 1’er ml boliinerek -18 °C’de kullanim zamanina kadar saklandi.

7,5 M Amonyum asetat

Amonyum asetat (AppliChem) 57,81¢g
ddH,0 100 ml

57,81 g amonyum asetat 100 ml’ lik agz1 kapakli cam siseye konularak iizerine
yaklasik 40 ml ddH,O ilave edildi. Son hacim ddH,O ile 100 ml’ye tamamlandi.
Manyetik karistiric1 lizerinde 50 °C sicaklik muamelesi ile berraklasincaya kadar

¢oziildi. Soliisyon 121 °C’de 15 dk otoklav edilerek +4 °C’de saklandi.
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% 10°’luk 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 karistirici tizerinde 50 °C sicaklik muamelesi ile berraklagincaya
kadar ¢6ziildii ve son hacim ddH,O ile 10 ml’ ye tamamlandi. Soliisyon otoklav ile

steril edildi ve sisenin etrafi aliiminyum folyo kapatilarak oda sicakliginda saklandi.

Guanidin thiosiyanat soliisyonu (5 M guanidin thiosiyanat, 100 mM EDTA, % 0.5

sarkosil)
Guanidine thiosiyanat (AppliChem) 609
ddH,0O (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,O ve 0,5 M EDTA (pH 8) ilave edildi. Soliisyon manyetik
karistiricida 65 °C sicaklik muamelesi ile berraklasincaya kadar ¢oziildii ve oda
sicakliginda soguduktan sonra,

N-Laurylsarcosine %10 v/v (otoklav edilmis) 5 ml

Son hacim steril ddH,O ile 100 ml’ye tamamlanarak 0,45 pm g¢apindaki membran
filtreden gecirildi. Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak oda sicakliginda

saklanmustir.

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

Kloroform (Merck) 24 ml
izo-amil alkol ~ (Merck) 1ml

Steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam sise igerisinde steril cam pipetler kullanilarak
soliisyon hazirlandi. Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak +4 °C’de
saklandi.

Izo-propanol

100 ml izo-propanol (J.T. Baker) steril 100 m1’lik agz1 kapakli cam siseye konuldu

ve sisenin etrafi aliiminyum folyo ile kapatilarak -18 °C’de saklandi.
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% 70°lik etanol

% 100’1k alkol 70 ml
ddH,0 (otoklav edilmis) 30mi

Steril 100 ml’lik agz1 kapakli cam sise igerisinde steril cam pipetler kullanilarak

sollisyon hazirlandi ve -18 °C’de saklandi.

RNAaz (10 mg/ml)

RNAaz (AppliChem) 10 mg
TE tamponu 10 ml

10 mg RNA az 10 ml TE tamponu igerisinde ¢oziildii. 1,5 ml’lik steril eppendorf

tiiplere 1’er ml boliinerek -18 °C’de saklanda.

8M LiCl;

LiCl, (Merck) 33912¢
ddH,0 100 ml

33,912 g LiCl; tartilarak bir beher igerisine konuldu ve tizerine 60 ml ddH,O ilave
edildi. Manyetik karistirict tizerinde 50 °C sicaklik muamelesi ile berraklagincaya
kadar ¢oziildii ve son hacim 100 ml’ye tamamlanarak 100 ml’lik agz1 kapakli cam
siseye konuldu. Soliisyon 121 °C’de 15 dk otoklav edilerek oda sicakliginda

saklandi.

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

Fenol-kloroform-izo-amil alkol (25:24:1 v/v; AppliChem) istenilen oranlarda hazir
olarak alindi. Bu kimyasal madde, molekiiler biyoloji caligmalarinda kullanilabilir
nitelikte olmalidir. 100 mI’lik streil edilmis agz1 kapakli cam siseye aseptik sartlarda

trnsfer edildi. Sisenin etrafi alliminyum folyo ile kapatilarak +4 °C’de sakland.

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

Tris 121,10 ¢
Borik asit (Merck) 61,83 g
EDTA (susuz) 5844
ddH,O 1000 ml
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Soliisyon igerikleri tartildi ve 1000 ml’lik beher igerisine kondu. igerisine 500 ml
ddH,0 ilave edilerek soliisyon manyetik karistirict iizerinde berraklasincaya kadar

tutuldu. Son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. pH 8’e ayarlanarak +4 °C’de saklandi.

1XTBE, pH 8
10XTBE tamponu 50 mi
ddH,0 450 ml

Agz1 kapakli 400 ml’lik cam sise i¢ine konularak oda sicakliginda tutuldu.

Etidyum Bromiir (10 mg/ml stok)

Etidyum bromiir (Sigma) 100 mg

100 mI’lik agz1 kapakli cam sise i¢erisine 100 mg etidyum bromiir ve 10 ml ddH,0
su ilave edildi. Manyetik karistirici tizerinde birka¢ saat karistirilarak hazirlandi.
Sisenin etrafi aliminyum folyo kapatilarak +4 °C’de saklandi. Hazirlanan bu
solisyondan her 100 ml agaroza 5 pl olacak sekilde ilave edilmektedir. Agaroz
hazirlarken etidyum bromiiriin buharlasmasini engellemek i¢in sicaklik ~60 °C’ye
gelince ilave edilmelidir.

Etidyum bromiir son derece mutajenik bir maddedir. Calisirken mutlaka eldiven

giyilmeli ve maske takilmalidir.

Brom fenol mavisi (Yiikleme Tamponu)

Brom fenol mavisi (AppliChem) 40 mg
Gliserol 5ml
0,5 M EDTA 1,5ml
ddH,O 3,5 ml

Toplam hacim 10 ml hazirlandiktan sonra eppendorf tiiplere 500 pl seklinde dagitildi

ve +4 °C’de saklandi.
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Micromonospora sp. S1510 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF494804.1

TTTTTGATTGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGG
GGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAA
ACCGGGGCTAATACCGAATATGACTTTTGGTCGCATGACCGGGAGTGGAAAGTTTTTCGGCTTGGGATGG
GCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCA
GCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AAGACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGA
CTGTGAAAACCCACAGCTCAACTGTGGGCTTGCAGCCGATACGGGCAGGCTAGAATTCGGTAGGGGAGAC
TGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTG
GGCCGATATTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCT
GTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGACCTCTCCGGTTCTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA
TGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACCTGCAGAGATG
TGGGGTCCTTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCA
TGCTACAATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGT
TCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCCAT
GGCCTAACCGGTTTTCCGGAGGGAGTGGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGT
AG

Micromonospora sp. S2508B izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: JQ864434.1

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGA
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCAGGCTTTGGGATAACCCTCGGAAACGGGGGCT
AATACCGGATATGACCTCCTGTCGCATGGTGGGGGGTGGAAAGTTTTTTCGGCTTGGGATGGGCTCGCGG
CCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC
GGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAC
GAAGCGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTA
GGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACTGTGAAA
ACCCGCGGCTCAACTGTGGGCTTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATA
CTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGT
TGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAATCTTCCAGAGATGGGGGGTCC
TTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCA
ACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAA
TGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCG
GGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CCCGTTTGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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AGAAGTTTTGTACATGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCC
CTTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCAAGCTTTGGGATAACCC
CGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATATTACCGCTGGCCGCATGGCTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCTTG
GGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCC
TGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT
CTTTCAGCAGGGACGAAGCGGAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAAGACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCG
CGTCGACCGTGAAAACTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGG
GGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGG
TCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAA
GCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGC
GGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACCTCCA
GAGATGGGGGGTCCTTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAA
GACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTT
CACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGT
CTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAAC
GCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAA
GCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAA
GGTAG
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TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGC
GGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAA
TACCGAATATGACCTCCGATCGCATGGTTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCGGCCT
ATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGA
AGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAA
GCGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGG
CGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACTGTGAAAACC
CGCAGCTCAACTGCGGGCCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTG
GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTG
ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGG
GCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAAT
TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACCGGCAGAGATGTCGGGTCCTTC
GGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAACT
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGG
CCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGG
TCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCC
TTGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAG
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AAAATCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTAC
TCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCAAGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGG
GGCTAATACCGAATATTACCTGTGGTCGCATGACTGTGGGTGGAAAGTTTTTCGGCTTGGGATGGGCTCG
CGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGA
CCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGG
GACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGAC
GTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACCGTG
AAAACTTGGGGCTACAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCC
GATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAA
ACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCC
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCG
GATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACCTCCAGAGATGGGGG
GTCCTTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGG
GTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCT
ACAATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGG
ATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCC
CAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAG

Micromonospora sp. S2901 izolatimin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:KF818390.1

TTTTTAAACAGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCG
GGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGA
AACCGGGGCTAATACCGAATAGGACTGCTGGTCGCATGACTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATG
GGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGA
GGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTC
AGCAGGGACGAAGCGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGLCGG
TAAGACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCG
ACCGTGAAAACTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGA
CTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCT
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
TGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCC
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGC
ATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACCGGCAGAGAT
GTCGGGTCCTTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTG
CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGC
ATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAG
TTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGG
TGGCCCAACCCGTAAGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGA
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGAATAGGACTGCTGGTCGCATGACTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
GAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACG
AAGCGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAG
GGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACCGTGAAAA
CTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCC
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATAC
TGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTT
GGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACCGGCAGAGATGTCGGGTCCT
TCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAA
CTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAAT
GGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGG
GGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACC
CGTAAGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGA
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGAATAGGACTGCTGGTCGCATGACTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
GAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACG
AAGCGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAG
GGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACCGTGAAAA
CTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCC
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATAC
TGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTT
GGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACCGGCAGAGATGTCGGGTCCT
TCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAA
CTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAAT
GGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGG
GGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACC
CGTAAGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGA
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGAATAGGACTGCTGGCCGCATGGCTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
GAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACG
AAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAG
GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACTGTGAAAA
CCCGCAGCTCAACTGCGGGCCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCC
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGATAC
TGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTT
GGGCGCTAGGTGTGGGGGACCTCTCCGGTTTCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACTCACAGAGATGTGGGGTCCT
TCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAA
CTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAAT
GGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGG
GGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACC
CGTAAAGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAATGTA
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AGAGTTGGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCC
TTCGGGGTACTCGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCC
GGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAGGACTGCTGGCCGCATGGCTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGG
GATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCT
GAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTC
TTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAAGACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGC
GTCGACCGTGAAAACTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGG
GAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGT
CTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAG
CGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCG
GAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACTCACAG
AGATGTGGGGTCCTTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAG
ACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTC
ACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTC
TCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACG
CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAG
CCGGTGGCCCAACCCGTAAGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAA
GGTA
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GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGA
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGAATATGACCTGGCCTCGCATGAGGCTTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
GAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACG
AAGCGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAG
GGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACCGTGAAAA
CTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCC
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATAC
TGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTT
GGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTA
ATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACTCACAGAGATGTGAGGTCCT
TCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAA
CTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAAT
GGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGG
GGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACC
CCTTGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGA
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGAATATGACCTGGCCTCGCATGAGGCTTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
GAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACG
AAGCGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAG
GGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACCGTGAAAA
CTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCC
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATAC
TGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTT
GGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTA
ATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACTCACAGAGATGTGAGGTCCT
TCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAA
CTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAAT
GGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGG
GGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACC
CCTTGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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Micromonospora sp. S4605 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:KF494810.1

TGTTCCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTC
GAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGG
CTAATACCGAATAGGACTGCTGGTCGCATGACTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCG
GCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGG
CGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGA
CGAAGCGTGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGT
AGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACCGTGAA
AACTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATT
CCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGAT
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACG
TTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGAT
TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACCGGCAGAGATGTCGGGTC
CTTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTC
AACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACA
ATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATC
GGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAA
CCCCTTGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Micromonospora sp. S4803 izolatimin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:KF494809.1

TGCTAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGA
GCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGAATATGACCTGGCCTCGCATGAGGTTTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
GAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACG
AAGCGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAG
GGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTTACGTCGACCGTGAAAA
CTTGGGGCTCAACCCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCC
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATAC
TGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTT
GGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACTCACAGAGATGTGAGGTCCT
TCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAA
CTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAAT
GGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGG
GGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACC
CCTTGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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Micromonospora sp. DS3003 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:KF494803.1

AGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCGG
CGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATA
CCGGATAGGACCTGGCGTCGCATGGCGCTTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAG
CCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGC
GTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGCG
CGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACTGTGAAAACCCG
CGGCTCAACTGCGGGCCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGT
GTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGAC
GCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGC
GCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTA
CGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACCGGCAGAGATGTCGGGTCCTTCGG
GGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAACTCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCG
GTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCT
GCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGT
GGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Micromonospora sp. DS3010 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:KF494813.1

CGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCG
AGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCAAGCTTTGGGATAACCCTCGGAAACGGGGGC
TAATACCGAATATTACTGCTGGTCGCATGGCTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCTTGGGATGGGCTCGCGG
CCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC
GGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAC
GAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTA
GGGTGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACCGTGAAA
ACTTGGGGCTCAACTCCAAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATA
CTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGT
TGGGCGCTAGGTGTGGGGAGCCTCTCCGGTTCTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACTCGCAGAGATGTGAGGTCC
TTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCA
ACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAA
TGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCG
GGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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Micromonospora sp. DS3186 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:JN989295.1

CATGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCG
GCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTAGGCTTTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATACAACCTCTGGTCGCATGACTGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGCCTGGGATGGGCTCGCGGCCTA
TCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAA
GCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAG
CGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGC
GCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGACTGTGAAAACCC
GCAGCTCAACTGCGGGCCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGG
TGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGA
CGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGG
CGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATCGCCGGAAATCCTCCAGAGATGGGGGGTCCTTCG
GGGCCGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAACTC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGC
CGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGT
CTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCGT
AAGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACA

Nonomuraea sp. S2301 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:KF422634.1

CAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGCG
GCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACCGGGTCTAAT
ACCGGATATGACCGCCTCCGGCATCGGGTGGTGGTGGAAAGTTTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCC
TATCAGCTTGTTGGTGGGGTAGTGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGG
AAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGA
AGTTGACGTGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTGGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCCCGC
AGCTTAACTGCGGGTCTGCGGTGGATACGGGCCGGCTAGAGGTAGGTAGGGGCAAGTGGAATTCCTGGTG
TAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCTTACCTGACG
CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCG
CTAGGTGTGGGGGTCTTCCACGACTTCCGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATTCGA
CGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATCACCCGGAAACGTGCAGAGATGTGCGCCTCTTCGGAC
TGGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGCTCCTTCGGGGGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGT
CAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAAACATGCTAC
AATGGCCGGTACAGAGGGCTGCTAAACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAT
TGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCCGTGGCCCA
ACCGGTTCTGCCGGGGGGAGCGGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA
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Nonomuraea sp. S3604 izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank: KF422633.1

GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCG
AGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTC
TAATACCGGATACGACCGGCTCTCGCATGAGATGCTGGTGGAAAGTTTTTCGGTTGGGGATGGACTCGCG
GCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAGTGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGG
CGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGA
CGAAGTTGACGTGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGG
CGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGCTGGTCGCGTCTGCCGTGAAAGCC
CGCAGCTTAACTGCGGGTCTGCGGTGGATACGGGCCGGCTAGAGGTAGGTAGGGGCAAGTGGAATTCCTG
GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGGCCTTACCTG
ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGG
GCGCTAGGTGTGGGGATCTTCCACGATCTCCGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCTTAATT
CGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTTTGACATCACCCGGAAAGCTTCAGAGATGGAGCCCTCTTCG
GACTGGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCGGCGCCTTCGGGCGGCCGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGG
TCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAAACATGCTA
CAATGGCCGGTACAGAGGGCTGCTAAGCCGTGAGGCGGAGCGAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGA
TTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCLGTGGLCC
AACCAGCTTGCTGGGGGGAGCGGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

Streptomyces hoynatensis S1412izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:JQ582693.1

TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTGATCCGGTCTTTCGGGGCT
GGTGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTGCCCCGCACTCTGGGATAAGCCCGGGAAA
CTGGGTCTAATACCGGATATGACCGATGGTCGCATGGCTGTTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGG
GCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
GGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCA
GCAGGGAAGAAGCGTGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGG
TTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGCAGGGGAGAC
TGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTG
GGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCT
GTAAACGGTGGGAACTAGGTGTGGGCAGCATTCCACGTTGTCTGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTTCCC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA
TGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACGCCGGACAGCTGCAGAGATG
TGGTTTCTCTTTGAGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGCTCTTTTTGGGTGGTGGGGACTCACG
GGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGG
CTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCC
GGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGC
ATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCC
GAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCCCTCAAATGTGGCACTGGCTATTGGGACAAAGTCGT
AACAGGGTA
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Streptomyces klenkii S2704izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:KF656772.1

TTCCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGGCTTCGGCTGGGG
ATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGACCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCCCGGGAAACTGG
GTCTAATACTGGATATGACCGGTGGCCGCATGGTCTGCTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCC
CGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCA
GGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCCTGTCGCGTCGATTG
TGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGG
AATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGC
CGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTA
AACGGTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCTGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGT
GGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACGCCGGAAATCTCTGGAGACAGGG
GCTCCCTTTTGGGCCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCAACACCTTCGGGTGGTTGGGGACTCACGGGA
GACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAAGTGGGGACGACATCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTG
CACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGTGAGGCGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGT
CTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAGT
GCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAA
GCCGGTGGCCTAACCCCCTTGCGGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTA
ACAAGGTA

Streptomyces sp.S4702izolatinin 16S rRNA geni niikleotit dizisi
GenBank:JN989306.1

CTCATGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTTCGGGGGTGGATT
AGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTTCGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTC
TAATACCGGATATGACCATCGGGTGCATGCTCTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGC
GGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG
GCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGG
AAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCGTGTCACGTCGGATGTGA
AAGCCCGGGGCTTAACCCTGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGA
TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GTTGGGCACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGC
TTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATGCCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCT
CCCTTTGGGCCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCAACTCTTCGGAGGTTGGGGACTCACGGGAGACTGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACG
TGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGT
TCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGT
GGCCCAACCCCTTTGTGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGGACGAAGTCGTAACAAGG
TAGCCGTA
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Saccharomonospora amisosensis DS3030izolatimin 16S rRNA geni niikleotit
dizisi
GenBank:NR109529.1

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGGACGCTGAAGCTCAGCTTGCTGGGTGG
ATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTGCCCTGTACTTCGGGATAAGCCTTGGAAACGGG
GTCTAATACCGGATAGGACACATCGTCGCATGGTGGTGTGTGGAAAGCCTTTGGGTGGTATGGGATGAGC
CCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGGTGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGCC
CAGGACGAAGGGTTTCGGCTTGACGGTACTGGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTGTGTCACGTC
TGCCGTGAAAACCTACGGCTTAACCGTGGGCGTGCGGTGGATACGGGCATCACTTGAGTTCGGTAGGGGA
GACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCT
CTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGTGCTGTTCACGTGTCCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCG
CCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGA
GCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCATCAGACGCATCCAGAG
ATGGGTGTTCCCTTGTGGTTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCGTGGGAGA
CTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCA
CACATGCTACAATGGCTGGTACAGAGGGTGGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCT
CAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAGTGC
TGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGC
CCATGGCCTAACCCACGTTGGTGGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA
CAAGGTA

296



EKE

Micromonospora sp. S2509 izolatinin rpoB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF765485.1

GAGAAGGCGCGTGAGGTCCGGGACACCTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGAGACCGGCACGGTCATCGGTG
TGCGGACGTTCTCCCGCGAGGACGGCGACGAGCTGCCGCCGGGCGTCAACGAGCTGGTCCGGGTCTACGT
CGCCCAGAAGCGCAAGATCCAGGACGGCGACAAGCTCGCCGGCCGACACGGCAACAAGGGTGTCATCTCG
AAGATCCTGCCGATCGAGGACATGCCGTTCCTGGAGGACGGCACCCCGGTCGACATCGTGCTCAACCCGC
TGGGTGTGCCGAGCCGGATGAACATCGGCCAGGTGTTGGAGACCCACCTCGGTTGGGTCGCCAAGACCGG
TTGGAAGGTCGAAGGCGACGACACCGACTGGAAGCGGCAGCTGCGCTCGATCGACGCGCACGAGTCCGAG
GGGGACACGAACGTGGCCACCCCGGTCTTCGACGGCGCACGGGAGGCCGAGATCTCCGGCCTGCTGTCGT
CGACGCTGCCCAACCGTGACGGCAAGCAGCTGATCGGTTCCAGTGGCAAGGCGCAGCTGTTCGACGGTCG
TTCCGGTGAGCCTCTGCCGGACCCGATCGCGGTCGGCTACATCTACATCCTGAAGCTGAACCACCTGGTC
GACG

Micromonospora sp. S2510 izolatinin rpoB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF776930.1

CGCGATCTTCGGTGAGAAGGCGCGTGAGGTCCGGGACACCTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGAGACCGGC
ACGGTCATCGGTGTGCGTACCTTCTCCCGCGAGGACGGCGACGAGCTGCCCCCGGGCGTGAACGAGCTGG
TCCGGGTCTACGTCGCACAGAAGCGCAAGATCCAGGACGGCGACAAGCTCGCCGGCCGGCACGGCAACAA
GGGCGTCATCTCCAAGATCCTGCCGATCGAGGACATGCCGTTCCTGGAGGACGGGACCCCCGTCGACATC
GTGCTGAACCCGCTGGGTGTGCCGTCCCGGATGAACATCGGCCAGGTCCTGGAGACCCACCTCGGGTGGG
TGGCCAAGACCGGTTGGAAGGTCGAGGGCGACGACGCCGAATGGAAGAAGGCGTTGCGCGCGATCGAGGC
GCACGAGTCGGAGCCGGACACCAACGTGGCCACCCCGGTCTTCGACGGTGCCCGCGAGGAGGAGATCTCC
GGTCTGCTCGCGTCGAGCCTGCCCAACCGGGACGGCAACCAGCTGATCGGTTCCTCCGGCAAGGCGCAGC
TGTTCGACGGTCGCTCCGGCGAGCCGCTGCCGGACCCGATCGCGGTCGGCTACATCTACATCCTGAAGCT
CAACCACCTGG
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Micromonospora sp. S2518 izolatinin rpoB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF765486.1

GAGAAGGCGCGTGAGGTCCGGGACACCTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGAGACCGGCACGGTCATCGGTG
TGCGGACGTTCTCCCGCGAGGACGGCGACGAGCTGCCGCCGGGCGTCAACGAGCTGGTCCGGGTCTACGT
CGCCCAGAAGCGCAAGATCCAGGACGGCGACAAGCTCGCCGGCCGACACGGCAACAAGGGTGTCATCTCG
AAGATCCTGCCGATCGAGGACATGCCGTTCCTGGAGGACGGCACCCCGGTCGACATCGTGCTCAACCCGC
TGGGTGTGCCGAGCCGGATGAACATCGGCCAGGTGTTGGAGACCCACCTCGGTTGGGTCGCCAAGACCGG
TTGGAAGGTCGAAGGCGACGACACCGACTGGAAGCGGCAGCTGCGCTCGATCGACGCGCACGAGTCCGAG
GGGGACACGAACGTGGCCACCCCGGTCTTCGACGGCGCACGGGAGGCCGAGATCTCCGGCCTGCTGTCGT
CGACGCTGCCCAACCGTGACGGCAAGCAGCTGATCGGTTCCAGTGGCAAGGCGCAGCTGTTCGACGGTCG
TTCCGGTGAGCCTCTGCCGGACCCGATCGCGGTCGGCTACATCTACATCCTGAAGCTGAACCACCTGGTC
GACG

Micromonospora sp. S2901 izolatimin rpoB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF776920.1

CGCGATCTTCGGCGAGAAGGCGCGCGAGGTCCGGGACACCTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGAGACCGGC
ACGGTCATCGGTGTGCGTACCTTCTCCCGCGAGGACGGCGACGAGCTGCCGCCGGGTGTCAACGAGCTGG
TCCGGGTCTACGTCGCCCAGAAGCGCAAGATCCAGGACGGTGACAAGCTCGCCGGCCGGCACGGCAACAA
GGGCGTCATCTCCAAGATCCTGCCGGTCGAGGACATGCCGTTCCTCGAGGACGGCACCCCGGTCGACATC
GTGCTCAACCCGCTGGGTGTGCCCTCCCGGATGAACATCGGCCAGGTCCTGGAGACCCACCTCGGCTGGG
TCGCCAAGACCGGTTGGAGCGTGGACGGCGACGACGCGGCGTGGAAGAAGCAGCTGCGCTCGATCGACGC
CCACGAGTCCGAGCCGGACACCAACGTGGCCACTCCGGTCTTCGACGGTGCCCGCGAGGAGGAGATCTCC
GGTCTGCTCTCGTCGACCCTGCCCAACCGGGACGGCAAGCAGCTGATCGGTTCCTCGGGCAAGGCGCAGC
TGTTCGACGGTCGCTCCGGCGAGCCGCTGCCGGACCCGATCGCGGTCGGCTACATCTACATCCTGAAGCT
CAACCACCTGGTCGACG
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Micromonospora sp. DS3003 izolatinin rpoB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF776931.1

CGCGCGATCTTCGGCGAGAAGGCGCGCGAGGTCCGGGACACCTCGCTGAAGGTGCCGCACGGTGAGACCG
GCACGGTCATCGGCGTGCGCACCTTCTCCCGGGAGGACGGCGACGAGCTGCCTCCGGGCGTCAACGAGCT
GGTCCGGGTCTACGTCGCCCAGAAGCGGAAGATCCAGGACGGCGACAAGCTCGCCGGCCGTCACGGCAAC
AAGGGCGTCATCTCCAAGATCCTCCCGATCGAGGACATGCCGTTCCTCGAGGACGGCACCCCGGTCGACA
TCGTGCTCAACCCGCTGGGTGTGCCGAGCCGGATGAACATCGGCCAGGTGCTGGAGACGCACCTCGGCTG
GGTGGCCAAGACCGGCTGGAAGATCGAGGGCGAGGACGCCGAGTGGAAGCGGCAGCTCCAGGCGATCGGC
GCCGACGAGTCCGAGCCGGACACCAACGTGGCCACCCCGGTCTTCGACGGTGCCCGCGAGGAGGAGATCG
CCGGTCTGCTCGAGTCGACGCTGCCCAACCGCGACGGCCAGCAGCTGATCGGCCGCAGCGGCAAGGCGCG
GCTGTTCGACGGCCGCTCCGGTGAGCCGCTGCCGGACCCGATCGCGGTCGGCTACATCTACATCCTGAAG
CTCAACCACCTGGTCGACG

Micromonospora sp. DS3186 izolatinin rpoB geni niikleotit dizisi
GenBank:KF776933.1

CGCGCGATCTTCGGTGAGAAGGCGCGCGAGGTCCGGGACACCTCGCTGAAGGTGCCGCATGGCGAGACCG
GCACGGTCATCGGCGTGCGTACCTTCTCCCGCGAGGACGGCGACGAGCTGCCCCCGGGCGTGAACGAGCT
GGTCCGGGTCTACGTGGCCCAGAAGCGCAAGATCCAGGACGGTGACAAGCTCGCGGGCCGCCACGGCAAC
AAGGGCGTCATCTCCAAGATCCTGCCGATCGAGGACATGCCGTTCCTGGAGGACGGCACCCCGGTCGACA
TCGTGCTGAACCCGCTGGGTGTGCCGTCCCGGATGAACATCGGCCAGGTCCTGGAGACCCACCTCGGGTG
GGTGGCCAAGACCGGCTGGAGCGTGGACGGTGACGACGCCGACTGGAAGCGCCAGCTCCGCTCGATCAAC
GCGCACGAGTCCGAGCCGGACACCAACGTGGCCACCCCGGTCTTCGACGGTGCCCGCGAGGAGGAGATCT
CCGGTCTGCTCGAGTCGACCCTGCCCAACCGGGACGGCAACCAGCTGATCGGGCGCAGCGGCAAGGCGCA
GCTGTTCGACGGCCGCTCCGGCGAGCCGCTGCCGGACCCGATCGCGGTCGGGTACGTCTACATCCTGAAG
CTCAACCACCTGGTCGACG
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Micromonospora sp. S2509 izolatinin gyrB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF818378.1

CACGGCGTCGGCGTCTCCGTCGTGAACGCGCTCTCCACCCGGATGGCAGTGGAGATCCACAAGTCCGGCT
TCGTGTGGCGACAGCAGTACAACAACTCCAAGCCCGGTCCTCTGGAGAAGGGTGAGACCACCGACCGCAG
CGGCTCGGCGGTCTCCTTCTGGCCCGACCCCGACGTCTTCGAGACCGTCGACTTCGACTTCCAGACCATC
TACCGGCGACTCCAGGAGATGGCCTTCCTCAACCGCGCGCTGCGCATCCACCTGCTCGACGAGCGGGTGG
CCGAGGAGGAGGACGGCCGGCAGCGCGAGGTCACCTTCTTCTACGAGGGCGGCATCGCCGACTTCGTCCG
GCACCTCAACGCCTCGAAGAACCCGATCCACAAGACCGTGGTCGAGTTCGGCGCCGAGGAGGAGGGCATG
TCGGTCGAGATCGCCATGCAGTGGAACGAGTCGTACGGCGAGTCGGTCTACACCTTCGCCAACACGATCA
ACACGCACGAGGGCGGCACCCACGAGGAGGGCTTCCGGTCCGCGCTGACCAGCGTGGTCAACCGGTACGG
CACCGACAAGAAGCTGCTCAAGGGCGACGAGAAGCTCTCCGGCGAGGACATCCGCGAAGGGCTCGLGGCG
ATCATCTCGGTCAAGTTGGCCAACCCGCAGTTCGAGGGTCAGACCAAGACCAAGCTGGGCAACACCCCGG
TGAAGAGCTTCGTGCAGCGAGTCTGCAACGAGTGGCTGGTCGACTGGTTCGACCGTAACCCGGCCGAGGC
CAAGATGATCATCACGAAGGCCTCCCAGGCTGCCCGCGCCCGGATCGCCGCCCAGCAGGCGCGCAAGCTG
GCCCGGCGCAAGTCGCTGCTGGAGTCCGGCTCGATGCCGGGCAAGCTGGCCGACTGCCAGTCCACCGACC
CGCGCGAGTCCGAGGTGTTCATCGTCGAGGGCGACTCGGCAGGTGGTTCGGCCAAGCAGGGTCGCGACCC
GCGCACGCAGGCGATCCTGCCGATCCGCGGCAAGATCCTCAACGTGGAGAAGGCCCGGATCGACCGGGTC
CTCAAGAACAACGAGGTCCAGGCGCTGATCACCGCGCTGGGCACCGGCATCCACGACGACTTCGACATGG
AGAAGCTGCGC

Micromonospora sp. S2510 izolatimin gyrB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF818387.1

GGCGTCGGCGTCTCCGTGGTGAACGCCCTCTCCACGAAGATGGCGGTGGAGATCCACAAGTCCGGCTTCG
TCTGGCGGCAGCAGTACCACCACTCCAAGCCCACCACCCTGGAGAAGGGCGAGTCGACCGACCGGACCGG
CTCGGCGGTCTCCTTCTGGCCCGACCCGGACGTCTTCGAGACGGTCGACTTCGACCTCCAGACCATCTAC
CGCCGGCTCCAGGAGATGGCCTTCCTCACCCGCGGCCTCACCATCCACCTGCTCGACGAGCGGGTCCCGG
AGGGTGAGGAGGGCAAGATCCGCGAGGTCACCTTCCGCTACGAGGGCGGCATCGCCGACTTCGTCCGGCA
CCTCAACGCGTCGAAGAACCCGATCCACAAGACGGTGGTCGAGTTCGGCGCGGAGGAGGAGGGCATGTCG
CTCGAGATCGCCATGCAGTGGAACGAGTCGTACGGCGAGTCGGTCTACACCTTCGCCAACAACATCAACA
CCCACGAGGGCGGCACCCACGAGGAGGGCTTCCGGTACGCGTTGACCAGCGTCGTCAACCGGTACGGCGC
GGAGAAGAAGCTGCTCAAGGGCGACGAGAAGCTCTCCGGTGAGGACATCCGGGAGGGCCTGGCCGCGATC
ATCTCGGTGAAGCTGACCAACCCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGCTGGGCAACACCCCGGTGA
AGAGCTTCGTGCAGCGGGTCTGCAACGACCGGCTGGTCGACTGGTTCGACCGGAACCCGGCCGAGGCCAA
GATGATCATCCAGAAGGCGTCCCAGGCGGCCCGGGCCCGGATCGCCGCGCAGCAGGCGCGCAAGCTGGLC
CGCCGCAAGTCGCTGTTGGAGTCCGGCTCGATGCCGGGCAAGCTGGCCGACTGCCAGTCCACCGACCCGC
GCGAGTCCGAGGTGTTCATCGTCGAGGGCGACTCGGCCGGCGGCTCGGCCAAGCAGGGCCGTGACCCGCG
TACCCAGGCCATCCTGCCGATCCGCGGCAAGATCCTGAACGTGGAGAAGGCCCGCATCGACCGGGTGCTG
AAGAACAACGAGGTCCAGGCGCTGATCACCGCGTTGGGCACCGGCATCCACGACGACTTCGACATGGAGA
AGCTGCG

300



Micromonospora sp. S2518 izolatinin gyrB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF818386.1

GGTGTCTCGGTGGTGAATGCGCTCTCCACCAAGATGTTCGTCGAGATCCACAAGTCCGGCTCCGTGTGGC
GGCAGCACTACACCAACTCCAAGCCGAGCCCGCTGGAGAAGGGCGAGGCCACCGACCGCACCGGCTCGGL
CGTCTCCTTCTGGCCCGACCCCGACGTCTTCGAGACCGTCGACTTCGACTTCCAGACCATCTACCGGCGC
CTGCAGGAGATGGCCTTCCTCAACCGCGCCCTGCGCATTCACCTTCTCGACGAGCGGGTGGCCGAGGAGG
ACGGCCGGCAGCGCGAGGTCACCTTCTACTACGAGGGCGGCATCGCGGACTTCGTCCGGCACCTCAACGC
CTCGAAGAGCCCGATCCACAAGACAGTGGTCGAGTTCGAGGCCGAAGAGGAGGGCATGTCCCTCGAGATC
GCCATGCAGTGGAACGAGTCGTACGGCGAGTCGGTCTACACCTTCGCCAACACGATCAACACCCACGAGG
GCGGCACCCACGAGGAGGGCTTCCGGTCCGCGCTGACCAGCGTGGTCAACCGGTACGGCACCGACAAGAA
GCTGCTCAAGGGCGACGAGAAGCTCTCCGGCGAGGACATCCGGGAAGGGCTCGCGGCGATCATCTCGGTC
AAGCTGGCCAACCCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGCTGGGCAACACCCCGGTGAAGAGCTTCG
TGCAGCGGGTCTGCAACGACCGGCTCGTTGACTGGTTCGACCGCAACCCGGCCGAAGCCAAGATGATCAT
TACGAAGGCGTCCCAGGCGGCCCGTGCCCGGATCGCCGCGCAGCAGGCGCGCAAGCTGGCCCGGCGCAAG
TCGCTGCTGGAGTCCGGCTCGATGCCGGGCAAGCTGGCCGACTGCCAGTCCACCGACCCGCGCGAGTCCG
AGGTCTTCATCGTCGAGGGCGACTCGGCCGGTGGTTCGGCCAAGCAGGGCCGCGACCCGCGGACCCAGGC
GATCCTGCCGATCCGGGGCAAGATCCTCAACGTGGAGAAGGCCCGGATCGACCGGGTTCTGAAGAACAAC
GAGGTCCAGGCGCTGATCACCGCGCTGGGCACCGGCATCCACGACGACTTCGACATGGAGAAGCTGCG

Micromonospora sp. S2901 izolatinin gyrB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF818379.1

GTGGTGAACGCCCTCTCCACGAAGATGGCCGTGGAGATCCACAAGGACGGCTTCGTCTGGCGGCAGGAGT
ACCACCACTCCAAGCCGACCCCGCTGGAGAAGGGCGAGCCGACCGACCGGACCGGCTCGGCGGTCTCCTT
CTGGCCGGACCCGGACGTCTTCGAGACCGTCGACTTCGATTTCCAGACCATCTACCGCCGGCTGCAGGAG
ATGGCCTTCCTCACCCGCGGCCTCACCATCCACCTGCTGGACGATCGGGTCGCGGAGAGCGAGGAAGGCA
AGATCCGCGAGGCCACCTTCCACTACGACGGCGGCATCGCCGACTTCGTCCGGCACCTCAACGCCTCGAA
GAACCCGATCCACAAGACGGTGGTCGAGTTCGGCGCCGAGGAGGAGGGCATGTCGGTCGAAATCGCCATG
CAGTGGAACGAGTCGTACGGCGAGTCGGTCTACACCTTCGCCAACAACATCAACACCCACGAGGGCGGCA
CCCACGAGGAGGGCTTCCGGGCCGCCTTGACCAGCGTCGTCAACCGGTACGGCGCGGAGAAGAAGCTGCT
CAAGAGCGACGAGAAGCTCTCCGGCGAGGACATCCGCGAGGGCCTGGCCGCGATCATCTCGGTCAAGCTG
ACCAACCCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGCTCGGCAACACCCCGGTGAAGAGCTTCGTGCAGC
GGGTCTGCAACGAGTGGCTGGTCGACTGGTTCGACCGGAACCCGGCCGAGGCCAAGACCATCATCCAGAA
GGCGTCCCAGGCGGCGCGGGCCCGGATCGCCGCGCAGCAGGCGCGGAAGCTGGCCCGGCGCAAGTCGCTG
CTGGAGTCCGGCTCGATGCCCGGCAAGCTGGCCGACTGCCAGTCCACCGACCCGCGGGAGTCGGAGGTCT
TCATCGTCGAGGGTGACTCGGCGGGCGGCTCGGCGAAGCAGGGGCGCGATCCCCGCACCCAGGCGATCCT
GCCGATCCGCGGCAAGATCCTGAACGTGGAGAAGGCCCGGATCGACCGGGTGCTGAAGAACAACGAGGTC
CAGGCGCTGATCACGGCGCTCGGCACCGGTATCCACGACGACTTCGACATCGAGAAGCTGCG
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Micromonospora sp. DS3003 izolatinin gyrB geni niikleotit dizisi
GenBank: KF818374.1

CACGGCGTCGGTGTCTCGGTCGTGAACGCGCTCTCCACGAAGATGTTCGTGGAGATCCACAAGGACGGCT
TCGTGTGGCGGCAGAGCTACACGAACTCCAAGCCCAGCCCGCTGGAGAAGGGCGAGTCGACCGACCGCAC
CGGCTCGGCGGTCTCGTTCTGGCCCGACCCGGCCGTCTTCGAGACGGTCGACTTCGACTTCCAGACGATC
TACCGCCGCCTCCAGGAGATGGCCTTCCTCAACCGCGGCCTCACCATCCACCTGCTCGACGAGLCGLGCGC
AGGACGAGGACGGCAAGCCGCGCGAGGTGACCTTCCTCTACAAGGGCGGTATCGCCGACTTCGTCCGGCA
CCTCAACGCCTCGAAGAACCCGATCCACCGCACGGTGGTCGAGTTCGGCGCCGAGGAGGAGGGCATGTCG
GTCGAGATCGCCATGCAGTGGAACGAGTCGTACGGCGAGTCGGTCTACACCTTCGCCAACACGATCAACA
CGCACGAGGGCGGCACCCACGAGGAGGGCTTCCGGGCCGCGCTCACGAGCGTCGTCAACCGGTATGGCAC
CGACCGGAAGCTGCTCAAGAGCGACGAGAAGCTCTCCGGCGAGGACATCCGGGAGGGCCTCGCGGCGATC
ATCTCGGTGAAGCTCGCGAACCCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGCTCGGCAACACGCCGGTGA
AGAGCTTCGTGCAGCGGGTCTGCAACGAGTGGCTGGTCGACTGGTTCGACCGGAACCCGGCCGAGGCGAA
GATCATCATCCAGAAGGCGTCCCAGGCGGCCCGGGCCCGGATCGCCGCCCAGCAGGCCCGCAAGLCTGGCC
CGGCGCAAGTCGCTGCTGGAGTCCGGATCGATGCCGGGCAAGCTGGCCGACTGCCAGTCGACCGACCCGC
GCGAGTCCGAGGTCTTCATCGTCGAGGGCGACTCGGCGGGCGGCTCGGCGAAGCAGGGGCGCGACCCGCG
TACCCAGGCGATCCTGCCGATCCGCGGCAAGATCCTCAACGTGGAGAAGGCCCGGATCGACCGGGTGCTG

AAGAACAACGAGGTCCAGGCGCTCATCACGGCGCTGGGCACCGGCATCCACGACGACTTCGACATCGAGA
AGCTGCGCTACC

Micromonospora sp. DS3186 izolatinin gyrB geni niikleotit dizisi

GenBank: KF818376.1

CACGGCGTCGGCGTGTCCGTGGTGAACGCCCTCTCCACCAAGATGGCGGTGGAGATCCACAAGGACGGCT
TCGTCTGGCGGCAGCAGTACCACAATTCCAAGCCGACCCCGCTGGAGAAGGGCGAGCCGACCGACCGGAC
CGGCTCGGCGGTCTCCTTCTGGCCGGACCCGGACGTCTTCGAGACGGTCGACTTCGACTTCCAGACCATC
TACCGCCGGCTCCAGGAGATGGCCTTCCTCACCCGCGGCCTCACCATCCACCTGCTCGACGAGLCGGGLCC
CGGACGGCGAGGAGGGCAAGCCGCGCGAGGTGACCTTCCACTACGAGGGCGGCATCGCCGACTTCGTCCG
GCACCTCAACGCCTCGAAGAACCCGATCCACAAGACGGTGGTCGAGTTCGGCGCCGAGGAGGAGGGCATG
TCGGTCGATATCGCCATGCAGTGGAACGAGTCGTACGGCGAGTCGGTCTACACCTTCGCCAACAACATCA
ACACCCACGAGGGCGGCACCCACGAGGAGGGCTTCCGGGCTGCGCTGACCAGCGTCATCAACCGGTACGG
CGCGGACAAGAAGCTGCTCAAGGGCGACGAGAAGCTCTCCGGCGAGGACATCCGCGAGGGCCTGGCCGCG
ATCATCTCGGTCAAGCTGACCAACCCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGCTCGGCAACACGCCGG
TGAAGAGCTTCGTGCAGCGGGTCTGCAACGAGTGGCTGGTCGACTGGCTCGACCGCAATCCGGCCGAGGC
GAAGACCATCATCACCAAGGCCTCCCAGGCGGCCCGGGCCCGAATCGCCGCCCAGCAGGCGCGGAAGCTG
GCTCGACGCAAGTCCCTGCTGGAGTCCGGCTCGATGCCGGGCAAGCTGGCCGACTGCCAGTCCACCGACC
CGCGCGAGTCCGAGGTCTTCATCGTCGAGGGTGACTCGGCGGGCGGCTCGGCCAAGCAGGGTCGCGACCC
GCGTACCCAGGCGATCCTGCCGATTCGCGGCAAGATCCTCAACGTGGAGAAGGCCCGGATCGACCGGGTG
CTGAAGAACAACGAGGTCCAGGCGCTGATCACCGCGCTGGGCACCGGCATCCACGACGACTTCGACATCG
AGAAGCTGCGCTACC
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