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ULVA LACTUCA KOMPOSTUNDAN iZOLE EDILEN
AKTINOMISETLERIN BiYOLOJIK AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Denizler farkli fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden dolayr genis bir mikrobiyal
cesitlilige sahiptir. Bu nedenle, deniz ortami yeni antimikrobiyal bilesikler ve
enzimler tiretebilen aktinomisetler i¢in potansiyel bir kaynaktir.

Bu c¢alismada, Ulva lactuca (deniz marulu) kompost Orneklerinden aktinomiset
bakterileri izole edilmistir. Bu aktinomisetlerin antibakteriyel ve antifungal
aktiviteleri arastirtlmistir. Ayrica aktinomisetlerin enzim igerikleri kalitatif yontem
kullanilarak belirlenmistir. Yiiksek aktivite gosteren bazi izolatlar secilerek
morfolojik, fizyolojik ve 16S rDNA sekans analizine gore tanimlanmastir.

Izolatlarin morfolojik 6zelliklerine bakilarak 40 aktinomiset bakterisi izole edilmistir.
Bu izolatlardan BSU-19 ve BSU-25 nolu izolatlarin Proteus vulgaris, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klepsiella pneumonia, Yersinia
pseudotuberculosis,  Enterococcus  faecalis, —Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus patojen bakterilerine karsi yiliksek antibakteriyel aktivite
gosterdigi bulunmustur. Onyedi izolat, Fusarium culmorum, F. graminearum, F.
subglutinans ve Trichoderma sp. funguslarina karsi antifungal aktivite gostermistir.
Izole edilen aktinomisetlerin 34°ii (%85) amilaz, 21°i (%53) lipaz/esteraz, 21’ (%53)
kitinaz, 29’u (%73) pektinaz, 40’1 (%100) proteaz ve 30’u (%75) seliilaz aktivitesi
gostermistir. Yiiksek antimikrobiyal ve enzim aktivitesi gosteren BSU-1, BSU-12,
BSU-19, BSU-25, BSU-38 nolu izolatlarin Streptomyces cinsine ait oldugu
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Ulva lactuca, kompost, aktinomiset, antibakteriyel, antifungal,
ekstraselliiler enzimler
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INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF
ACTINOMYCETES ISOLATED FROM ULVA LACTUCA
COMPOST

SUMMARY

The seas have wide microbial variety because of physical and chemistrycal
properties. Therefore, seas are a potential source for actinomycetes to produce new
antimicrobial compound and enzymes.

In the present study, actinomycet bacteria from Ulva lactuca (sea lettuce) compost
samples were isolated. The antibacterial and antifungal activities of these
actinomycetes were investigated. In addition, the enzyme contents of actinomycetes
have been determined using qualitative methods. Isolates showing high activity were
identified according to morphological, physiological and 16S rDNA sequence
analysis.

Forty actinomycetes bacteria were isolated based on morphological properties. BSU-
19 and BSU-25 among these isolates showed high antibacterial activity against
pathogenic bacteria such as Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Klepsiella pneumonia, Yersinia pseudotuberculosis,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus
bacteria. Seventeen isolates showed antifungal activity against fungi F. culmorum, F.
graminearum, Fsubglutinans and Trichoderma sp. The isolated actinomycetes
showed 34 (85%) amylase, 21 (53%) lipase/esterase, 21 (53%) chitinase, 29 (73%)
pectinase, 40 (100%) protease and 30 (75%) cellulase activity. BSU-1, BSU-12,
BSU-19, BSU-25 ve BSU-38 isolates showing high antimicrobial and enzyme
activity were found to belong to the genus Streptomyces.

Keywords: Ulva lactuca, compost, actinomycetes, antibacterial, antifungal,
extracellular enzymes
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BOLUM 1. GIiRiS

Genis bir mikrobiyal c¢esitlilige sahip olan denizler; tuzluluk, sicaklik, pH degerleri,
basing gibi farkli fiziksel ve kimyasal kosullara sahiptir. Bu durum yeni ve farkl
bilesiklerin sentezini desteklemektedir (Lozupone ve Knight, 2007). Deniz
mikroorganizmalari, endiistriyel olarak onemli molekiillerin aranmasinda giderek
daha onemli bir kaynak haline gelmektedir. Deniz organizmalarindan benzersiz ve
biyolojik olarak aktif metabolitler elde edildiginden, deniz mikroorganizmalarina
hem akademik hem de endiistriyel ilgi artmaktadir (Jensen ve Fenical, 1994; Imada,

2004; Zhang ve ark., 2005).

Deniz ortam1 karasal ortamda bulunmayan genis bir yelpazede farkli
mikroorganizmalar1 igerir. Bu mikroorganizmalar arasinda yer alan deniz
aktinomisetleri tarafindan tiretilen antibiyotik ve enzimler hakkinda bazi ¢aligmalar
mevcuttur. Bu sebeple, deniz ortami yeni biyolojik aktif bilesikler ve endiistriyel
olarak Onemli enzimler iretebilen aktinomisetler i¢in potansiyel bir kaynaktir

(Sharma ve Pant, 2001).

Mikroorganizmalarin yaklasik 23000 kadarinin biyoaktif sekonder metabolit iirettigi,
bu bilesiklerin 10000’inden fazlas1 aktinomiset tarafindan iiretildigi ve kesfedilen
biyoaktif mikrobik metabolitlerin %45’ini temsil ettigi bildirilmistir. Aktinomisetler
arasinda Streptomyces tiirii tarafindan yaklagik 7600 bilesik tiretilmektedir (Berdy,
2005).

Aktinomisetler, vitaminler, enzimler ve antibiyotikler gibi ila¢ gelistirme icin
kullanilabilen ¢ok cesitli sekonder metabolitleri iiretme kabiliyeti ile karakterize
edilirler. Biyoaktif sekonder metabolitlerin yaklagik yaris1 aktinomisetlerin kendileri

tarafindan iiretilmektedir. Aktinomisetler veya enzimleri, polimer hidrolizi, kimyasal



sentez, toprak dekontaminasyonu, hastaliklarin biyolojik kontrolii ve organik
maddenin ayrigsmasi gibi biyolojik, endiistriyel ve g¢evresel uygulamalar dizisine
sahiptir (Pietra, 1997; Lam, 2006; Minotto ve ark., 2014). Aktinomisetlerin ¢ogu
antibakteriyal, antifungal, antitiimor, antiprotozal aktiviteye sahip sekonder
metabolitleri liretmesi sebebiyle endiistrilerdeki biiylik 6l¢ekli tarama programlarinda

onlar1 izolasyon hedefi haline getirir (Karanja ve ark., 2010).

Bir¢ok aktinomiset tiirli, 6zellikle Streptomyces cinsine ait olanlar, birgok bitki
patojeni fungusu inhibe eden antifungal biyokontrol maddeleri olarak bilinirler. Bitki
hastaliklarinin kontrolii, siirdiiriilebilir tarim i¢in 6nemli bir ihtiyagtir. Tarimda ¢evre
kirliligi ve hedef olmayan organizmalar {lizerinde zararl etkileri olmasi gibi bazi
problemleri olsa da kimyasallarin kullanilmasi halen 6nemli bir yOntemdir.
Aktinomisetlerin sahip oldugu tiim Ozellikler, fungal fitopatojenlerin biyolojik
kontrol ajani olarak Ozellikle Streptomyces cinslere ait olanlar sadece cevresel ve
ekolojik faydalar1 hakkinda daha iyi bir fikir vermekle kalmaz ayn1 zamanda tarimda
alternatif olarak kullanilmasiyla da dikkat c¢ekmektedir (Ara ve ark., 2012).
Streptomycetes, antibiyotikler ve enzimler gibi sayisiz dogal metabolitleri iireten
toprak aktinomisetlerinin baglica sinifidir (Jaralla, 2014). Seliilaz, amilaz, jelatinaz,
lektinaz ve iireazlar gibi toprakta veya sedimanlardaki kompleks organik materyalleri

pargalayici bir¢ok enzim tiretirler (Gulve, 2012).

Sekonder metabolitlerin bircogu giiclii antibiyotiklerdir. Streptomycetes, farmasétik
endiistrisi tarafindan birincil olarak kullanilan antibiyotik iireten organizmalar haline
gelmistir (Sharma, 2014). Bu mikroorganizmalar bir¢ok terapotik uygulamaya sahip
hemen hemen sinirsiz yeni bilesik kaynaklaridir (Gorajana, 2007). Bununla birlikte,
yeni ilaglar arayisi hala kanser tedavisinde Oncelikli bir hedeftir. Coklu
kemoterapotik ilaglara karst direncin hizli bir sekilde gelismesi ve bunlarin
istenmeyen yan etkileri, tedavi edilemeyen tiimorler ile daha az yan etki karsisinda
aktif olan yeni antitiimor ilaglara olan talebin artmasina ve terapotik etkinliklerin

artmasina neden olmustur (Demain ve Sanchez, 2009).



Aktinomisetler ile ilgili ¢aligmalarda genellikle topraklar kullanilmaktadir. Fakat son
yillarda sedimentler, magaralar, kompostlar, stingerler ve likenler gibi az c¢alisilmis
cevresel ortamlar giin gegtikge bilim adamlarinin ilgisini cezbetmektedir (Gonzales

ve ark., 2005; Lam, 2006; Ashraf ve ark., 2007; Yiicel, 2007; Oner, 2011).

1.1. Alglerin Genel Ozellikleri ve Ulva lactuca

Denizlerin en 6nemli canli kaynaklarindan biri olan algler su ortaminda primer
tiretici canlilar olup besin zincirinin dnemli bir parcasini olustururlar. Alglerden gida,
tarim, kozmetik, tip, eczacilik ve endiistri alanlarinda yararlanilmaktadir. Algler,
ozellikle yeni farmasotik ajanlarin gelistirilmesinde onemli rol oynayan yiiksek
biyolojik aktiviteli sekonder metabolitlere sahiptirler. Algler {izerinde yapilan
calismalar sonucunda antimikrobiyal, sitotoksik, antimitojenik, antikanser ve

antitimoral aktivitelerin varligi ortaya konmustur (Glimiis, 2006; Cirik, 2011).

Ulva lactuca L., halk arasinda deniz marulu olarak bilinir (Sekil 1.1). Sap seklinde
kisa bir ayakla yatik veya dik olarak zemine tutunur. Ulva tiirleri genis tuzluluk ve
pH araliginda yasayabilen alglerdendir. Kirlilige karst toleranslar1 yiiksektir.
Gelisimlerinde mutlaka 1s18a ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle genellikle ylizeyde yayilis
gosterirler (Dural ve ark., 1989; Giliner, 1991; Cirik, 2011). Ulva lactuca L. azotca
zengin, nitrat ve fosfatin fazla oldugu ortamlarda daha iyi gelisme gosterir. Bu

nedenle Ulva lactuca L., nitrofil form olarak da adlandirilmaktadir (Round, 1973).

A !

Sekil 1.1. Ulva lactuca (deniz marulu)



1.2. Aktinomisetlerin Genel Ozellikleri

Actinobacteria sinifinin ilk tanimlanmasi1 1875 yilinda Ferninand Cohn tarafindan
Streptothrix foersteri bakteri tliriiniin teshis edilmesiyle ve 1877 yilinda Carl Otto
Harz tarafindan Actinomyces bovis tiiriiniin tanimlanmastyla gerceklesmistir (Hassan
ve Wellington, 2009). 1870'lerden 1950'lerin sonuna kadar aktinomisetlerin
bakteriler ve mantarlar arasinda bir form olduguna inaniliyordu. Ancak
Staphylococcus, Streptococcus ve Bacillus gibi bakterilerin  %50’den diisiik G+C
icerigine sahip olmasina karsilik G+C igerigi ¢ogunlukla %70’in iizerinde bir oranla
ayirt edilen aktinomisetlerin, Gr (+) bakterilerin énemli bir boliimiinii olusturdugu

belirlenmistir (Hopwood, 2006).

Aktinomiset terimi organizmalarin morfojileri dikkate alinarak aktis (151n demeti) ve
mykes (mantar) kelimelerinin birlesmesiyle olusturulmustur (Embley ve
Stackebrandt, 1994). Aktinomisetler lifli Gr (+) bakterilerdir ve Actinobacteria
subesine ait karmagsik bir yasam dongiisii ile karakterize edilir. Bacteria Domain’i
icerisinde tanman 18 ana soy arasindan en biiyiik taksonomik birimlerden birini
temsil etmektedir (Ventura ve ark., 2007). Actinobacteria sistematigi 2009 yilinda
Zhi ve arkadaslar1 tarafindan kemotaksonomik, molekiiler ve niimerik taksonomik
metodlart  kullanilarak  yeniden gbzden gecirilmistir.  Giincel hiyerarsik
siniflandirmaya gore Actinobacteria smifi 5 altsinif, 9 takim, 55 familya, 240 cins ve
3000°den fazla tiirden olusan Bacteria iistaleminin en biiyilk ve en Onemli
alemlerden biridir. Aktinobakter terimi Actinobacteria aleminin tamamini,
aktinomiset terimi ise Actinomycetales ordusuna ait suslarin tanimlanmasinda

kullanilmaktadir (Goodfellow ve ark., 2010).

Aktinobakteriler hem kara hem de su ekosistemlerinde, ozellikle toprakta genis
olgiide dagilmuslardir. Olii bitki, hayvan ve fungal materyallerindeki polimer
karisimlarin1 parcalayarak 1siya dayanikli biyomalzemelerin geri doniistiiriilmesinde
onemli bir rol oynarlar. Ayn1 zamanda, kitin, keratin ve lignoseliilloz gibi dogal
polimerlerle iligkili besin maddelerini geri doniistiirdiikleri i¢in topragin biyolojik
bozunumunda ve humus olusumunda da oOnemlidir. Karakteristik "islak toprak

kokusu'"ndan sorumlu geosmin gibi ¢esitli ugucu maddeleri iiretir (Sharma, 2014).



Aktinomisetler dogadaki en yaygin mikroorganizma grubu arasindadir. Bunlar,
diinyanin degisik bolgelerindeki ekili ve 1slah edilmemis topraklarda bol miktarda
bulunur (Goodfellow ve Williams, 1983; Goodfellow ve Simpson, 1987). Tetrasiklin,
eritromisin, vankomisin ve streptomisin gibi birgok iyi bilinen antibiyotik,
aktinomisetlerin sekonder metabolizmasindan kaynaklanir. Antibiyotiklerin 6tesinde,
bagisiklik baskilayici rapamisin, antikanser ajanlar doksorubisin ve bleomisin,
antihelmintik avermektin ve antifungal bilesik nistatin bu grup bakteriden izole
edilmis tibbi olarak faydali diger dogal iirlinler arasindadir. Aktinomisetler iginde
antibiyotikler ve diger sekonder metabolitlerin en 6nemli kaynagi Streptomyces
suslaridir. 900°1in {izerinde tiir ve alttiir igerdiginden Actinobacteria sinifinin en fazla
iiyesi olan taksonudur. Toprakta en yaygin olan aktinomiset cinsidir. Ancak su
ekosistemlerinde de bulundugu rapor edilmistir. Yaklasik 18000 olarak bilinen
biyoaktif bakteri bilesiginden, aktinomiset cinsi Streptomyces bakterilerinden
10000°den fazlas1 tanimlanmustir (Cil 2011; Weber ve ark., 2015; Niu ve ark., 2016).
Aktinomisetlerin ¢ogu antibakteriyal, antifungal, antitiimor, antiprotozal aktiviteye
sahip sekonder metabolitleri iiretirler ve bu onlar1 endiistrilerdeki biiylik 6lcekli

tarama programlarinda izolasyon hedefi haline getirir (Karanja ve ark., 2010).

1.2.1. Aktinomisetlerin Morfolojik Ozellikleri

Siiflandirma birimi olan alem de aktinomisetlerin ger¢ek pozisyonu birgok
spekiilasyonun konusu olmustur. Bu organizmalar, bakteriler, mantarlar ve 6zel bir
grup olarak bunlarin birinden ya da her ikisini de tiliretebilen grup olarak
siiflandirilmigtir. Aktinomisetlerin morfolojisi ile ilgili edinilen bilgiler onlarin,
bakteri formlarindan bazilari ile yakindan iliskili, ancak mantar benzeri bir biiylime

bicimi benimsemis bagimsiz organizmalar grubu olduklar1 belirtilmistir.

Aktinomisetler, genelde dallanmis ipliklerin veya ¢ubuklarin olusumu ile karakterize
olup, cogunlukla biiyiimenin ilk sathalarinda tek hiicreli tipik bir miselyum
olustururlar. Hifler genelde septali degildir. Ancak bazi 6zel kosullar altinda bazi

formlarda septa goriilebilir (Waksman, 1939).



Klasik aktinomisetler iyi gelismis 1smnsal miselyumlara sahiptir (Sekil 1.2).
Morfolojik ve islevsel farkliligina gore substrat ve hava miselyumu olarak ayrilir.
Substrat miselleri beyaz, sar1, turuncu, kirmizi, yesil, mavi, mor, kahverengi ve siyah
renklerdir. Baz1 hifler suda ¢6ziiniir veya yagda ¢Oziinen pigment iiretebilir. Suda
¢Oziinlir pigment kiiltlir ortamina sizabilir ve ortam rengine esdeger bir renk
olusturur. Suda ¢oziinmeyen yagda ¢oziinebilen pigment, koloni rengi ile esdeger
renk olusturur. Substrat miselinin rengi ve suda ¢6ziinen pigmentlerin bulunup
bulunmamasi yeni tiirlerin belirlenmesinde bize énemli bir referans olusturur. Hava
miselyumu hifleri substrat miselyumunun belirli bir asamaya kadar gelisip havaya
uzanmastyla olusur. Bazen hava miselyumu ve substrat miselyumunun ayrimini

yapmak zor olabilir (Li ve ark., 2016).

Sekil 1.2. Agar iizerinde biiyiliyen aktinomiset kolonisi (substrat miselyumu, hava miselyumu ve
konidiyospor zincirlerinin genel bir kesiti) (Li ve ark., 2016)

Substrat miselleri batik koloni olustururken havasal miseller de kiregsi kolonilerin
olusumuna neden olur (Waksman, 1989). Sporlar, Actinobacteria taksonomisinde son
derece onemlidir (Locci ve Sharples, 1984). Cogu aktinomiset spor olusturur ve
sporulasyon genellikle parcalanma ya da segmentasyon olusumu seklinde
gerceklesir. Sporlar genelde kullanilan ortam {izerinde pudrams: sekilde goriiliirler.
Koloni morfolojileri ise degiskenlik gosterir. Koloniler pembeden yesile, beyazdan

siyaha farkli renklerde olabilir. Kullanilan ortama ve inkiibasyon siiresine gore de



koloni renkleri degismektedir (Waksman, 1989). Aktinomisetler igerisinde yer alan

bazi cinsler spor olustururken bazilar1 olusturmazlar (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Aktinomisetlerin farkli spor zincirlerinin sematik ¢izimleri (Barka ve ark., 2016)

Bu sporlar sicakliga ve kurakliga kars1 dayaniklidir. Diger bakteriyel endosporlar gibi
bir organizasyona sahip degildir (Goodfellow ve Williams, 1983). Sporlar, substratta
veya havadaki miselyumda tek hiicreler halinde veya farkli uzunluklarda zincirler
halinde olusturulabilir. Micromonospora, Micropolyspora ve Thermoactinomycete
cinslerinde, spor olusumu substrat miselyumda dogrudan ortaya cikar. Streptomyces
sporlar1 ise havadaki miselyumdan bliyiir. Actinoplanes ve Actinosynnema gruplari
hareketli sporlar ile karakterize edilirken Thermoactinomyces benzersiz 1stya direncli

endosporlara sahiptir (Cross ve Goodfellow, 1973). Sporlarin piiriizsiiz, sigilli, tiiyli



catalli, burusuk ylizeylere sahip olabilmeleri kendi spor tiirlerinin karekterizasyonu

icin kullanilabilir (Dietz ve Mathews, 1971).

1.2.2. Aktinomisetlerin Fizyolojik Ozellikleri

Aktinomisetler yavas biiyiime egiliminde olan ipliksi bakterilerdir. inkiibasyon
stireleri 4-5 giindlir ve kolonileri katidir. Sivi kiiltiirde biiylimeleri diger bakteri
gruplarindan farklilik gosterir. Besiyerinde bulaniklik olusturmazlar ve dipte yada
yiizeyde kiimeler halinde biiyiirler (Waksman, 1989). Aktinobakterilerin bir¢ogu notr
pH’l1 topraklarda biiyiimektedir. En iyi biiylidiikleri pH araligi 6-9 arasindadir ve
maksimum notr pH’ta biiyiirler. Bununla birlikte, asidik topraklardan da (pH 3.5)
birkac Streptomyces susu da izole edilmistir (Kim ve ark., 2003). Kiiltiire edilmis
aktinomisetlerin ¢ogu mezofil olmakla birlikte 10°C ile 37°C arasinda biiyiime
gosterirler. Cogu aktinomiset termotoleranttir. Ancak, optimal biiyiimeleri 27°C’den
yiikksek olan aktinomiset tilirlerine de rastlanmaktadir (Williams ve ark., 1983).
Yiiksek sicakliklarda (50-65°C) biiyiiyebilen aktinomisetler termofilik olarak
adlandirilir (Korn-Wenish ve Kutzner, 1992).

1.2.3. Aktinomisetlerin Ekolojik Ozellikleri

Aktinobakterilerin c¢ogu (6zellikle Streptomycetes), yasam dongiilerini besin
acisindan smirh kosullar altinda, yar1 uyku sporlar1 olarak gegiren saprofitik toprak
organizmalardir (Mayfield ve ark., 1972). Bununla birlikte, aktinomisetler topraklar,
denizler, kaplicalar (Barabote ve ark. 2009), gama 1sinlarinin bulundugu yiizeylerde
(Phililips ve ark., 2002), ayn1 zamanda insan, hayvan ve bitki patojenleri gibi ¢ok
genis habitatlarda dagilim gostermektedirler. Topraklarda diger ortamlardan daha
fazla bulunurlar. Ozellikle alkali toprak ve organik madde bakimindan zengin
topraklarda, mikrobiyal popiilasyonun ©Onemli bir pargasimi  olustururlar.
Aktinomisetler hem topragin yiizeyinde hem de 2 m’den daha asagidaki derinliklerde
bulunabilirler (Goodfellow ve Williams, 1983; Castillo ve ark., 2002; Tokala ve ark.,
2002).



Iklimin aktinobakterilerin dagilimi iizerindeki etkisine iliskin ilk ¢alisma Hiltner ve
Strémer tarafindan yapilmistir. Yapilan ¢alismada, bu bakterilerin ilkbaharda topragin
mikrobik florasinin %20’sini olusturdugunu, fazla miktardaki iiriin artiklarindan
dolay1 sonbaharda %30’dan fazlasini olusturdugunu, kis boyunca don etkisiyle
%13 e diistiigiinii gostermislerdir (Hiltner ve Stormer, 1903).

Kompost yiginlar1 ve buna benzer cevreler, ¢cok c¢esitli ve yogun aktinomiset
populasyonlar1 igerirler. Kompostlama, karisik mikrobiyal populasyonlarin hizl
degisimleri ile yiriitilen dinamik bir islemdir. Kompostlamada rol alan
mikroorganizmalarin temel gruplarini aktinomisetleri de i¢ine alan Bacteria ve Fungi

alemi olusturur (Golueke, 1991).

Kompostlamanin erken sathalarinda aktinomisetler dnciil-dominant mezofilik tiirler
olarak bulunurlar ve yi1gin igerisindeki organik maddelerin (genellikle hayvan digkisi
ve saman gibi lignoseliilozik materyal) dekompozisyonunun devam etmesiyle
kendiliginden 1sinma meydana gelir. Sicaklik attik¢a ortam kosullari mezofilikten
termofilik populasyonlar i¢in uygun hal almaya baglar. Sicaklik 60°C’i astiginda
mikrobiyal aktivite diiser, ancak kompost soguduktan sonra diger bakteri gruplari ile
beraber aktinomisetler yeniden dominant duruma gegerler (McKinley ve Vestal,
1985; Strom, 1985). Nem ve amonifikasyon nedeniyle nétralden alkaliye dogru
degisen g¢evre aktinomisetlerin biiylimesini saglar. Kontrollii kompost yiginlarinin
diizenli olarak karistirilmast biiylime i¢in olduk¢a oOnemlidir. Aym1 zamanda
kompostlama islemini inhibe edebilecek anaerobik yani asidik mikro c¢evrelerin
olusumunu 6nler. Bu sayede aerobik bir ¢evrenin olugsmasi garantilenir (McCarthy ve
Williams, 1990). Bu ¢evre aktinomisetlerin yogun ve hizli bir sekilde liremeleri igin
ideal bir ortamdir. Aktinomisetler dyle ¢ok tirerler ki kompost yiginlarinin yiizeyinde
‘yanma’ olarak da bilinen ve ¢iplak gozle goriilebilen durum olusur. Az miktarlarda
Saccharopolyspora ve Pseudonocardia iyeleri bulunsa da, olgunlagsmis kompost
yigmlarinda bulunan aktinomisetlerin geneli Streptomyces ve Thermomonospora’nin

termofilik suslaridir (Williams, 1983).



1.2.4. Aktinomisetlerin Antimikrobiyal Ozellikleri

Alexander Fleming’in kesfinden giliniimiize kadar yapilan antibiyotik arastirmasi,
bliyiileyici, heyecan verici, siirekli degisen ve gelisen bir seriivene doniismistiir. Tiim
mikrobiyal biyoaktif sekonder metabolitlerin yaklasik %45’inin  kaynagi
aktinomisetlerdir. Bu metabolitlerin (7600 bilesik) %80’1 Streptomyces iiyeleri
tarafindan {tretilmektedir. Antibiyotik caginin baslangicinda, mantar (penisilin,
griseofulvin) ve bakteri (gramicidin) tiirleri ilgi odagiydi. Ancak streptomisin ve daha
sonra kloramfenikoliin, tetrasiklinler ve makrolidlerin kesfi dikkati Streptomyces

tiirlerine yoneltmistir.

Yapilan ¢alismalarda 43000°den fazla biyoaktif dogal iiriin oldugu bilinmektedir. Bu
say1, antimikrobiyal, antitiimdr, antiviral ve diger biyoaktif mikrobiyal metabolitler
ile deniz canlilart tirlinlerini igerir. Yosunlar, likenler ve ¢ogunlukla vaskiiler bitkiler
gibi bitkiler aleminin yiiksek tiirlerinden 13000°den fazla antimikrobiyal
antitimor/antiviral biyoaktif mikroorganizma bilesikleri izole edilmistir. Berdy’ nin
2005 yilinda yaptigr calismaya gore, tamami 22500 olan antibiyotik ve benzeri
biyoaktif mikrobiyal bilesiklerden, yiizde birinden azi yaklasik 150 bilesik tip,
veterinerlik ve tarimda dogrudan kullanilmaktadir (Tablo 1.1) (Berdy, 2005 ).

Tablo 1.1. Biyoaktif mikrobiyal dogal iiriinlerin sayilari (Berdy, 2005)

Kaynak Antibiyotik Diger Biyoaktif Klinikte Kullanim
Sayisi Metabolitlerin Sayisi Sayisi

Bakteri 2900 900 10-12

Aktinomiset 8700 1400 100-120

Fungi 4900 3700 30-35

Toplam 16500 6000 140-160

1.2.4.1. Aktinomisetlerin Antibakteriyel Ozellikleri

Bilindigi gibi birgok aktinomiset antibiyotik iiretir. Bu antibiyotiklerden bazilar1 da
bakteriyel ribozomlar1 hedef alir ve solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde

kullanilir. Ornegin, Legionnaires' (Lejyoner hastaligi) tedavisinde tetrasiklin ve
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eritromisin kullanilir. Vankomisin antibiyotigi, bakteri hiicre duvarlar1 ve metisiline
direngli Staphylococcus aureus gibi Oliimciil organizmalara karsi kullanilir.
Rifamisinler lepra ve tiiberkiiloz tedavisinde kullanilirlar ve bunlar bakteriyel RNA
polimeraz1 hedef alir. Ote yandan, aktinomiset metabolitlerinden adriamisin, kanser
tedavisinde kullanildigir i¢in DNA replikasyonunu onler (Sharma, 2014). Ayni
zamanda bu antibiyotikler birgok pigment icerir (Miyaura ve Tatsumi, 1960). Bu
renkler; kiyafetler, tablolar, kozmetik {irtinler, ilaglar ve plastikler gibi bir¢ok alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir ve gida renklendiricilerinde de Onemli bir rol
oynamaktadir. Pigmentlerin, biyoplastik ve biyopolimerlerde oldugu gibi

nanoteknoloji endiistrisinde de rolii vardir (Nakato, 2006).

1.2.4.2. Aktinomisetlerin Antifungal Ozellikleri

Fungal fitopatojenler, bitki yetistiriciliginde ekonomik acidan diinya ¢apinda ciddi
sorunlara neden olmaktadir. Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Aspergillus
niger ve Aspergillus flavus bitkilerde yaniklik, kok ¢liriikligli ve meyve ¢iiriigii gibi
hastaliklardan ~ sorumludur. Kimyasal fungisidler tarimda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tarimda kimyasal fungisitlerin asir1 kullanima,
insan sagligimin bozulmasina, ¢evresel kirliligin ve mantar ilacina karsi patojen
direncinin gelismesine neden olmustur. Bu nedenle mikrobiyal antagonistler fungal
bitki hastaliklarimin biyolojik kontrolii i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Goodfellow ve Williams, 1983; Goodfellow ve Simpson, 1987).

Aktinomisetlerin bir¢ok tiirii 6zellikle Streptomyces cinsi bilinen en iyi antifungal
biyolojik kontrol ajanidir ve baz1 bitki patojeni fungusu inhibe eder (Xiao ve ark.,
2002; Joo, 2005; Errakhi ve ark., 2007).

Streptomyces cinsi tiirleri, antibiyotik tiretimi ve fungal hiicre duvarlarinin lizisi gibi
cok cesitli etkiler gostererek karakterize edilen Actinobacteria filumuna aittir. Tek
basina ya da diger biyolojik kontrol ajanlari ile kombinasyon halinde etkili
biyokontrol ajanlar1 oldugu kanitlanmistir. S. lydicus, S. lividans, S. olivaceoviridis,

S. scabies, S. plicatus, S. hydroscopicus, S. violaceusniger, S. humidus, S. avermitilis,
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S. aureofaciens ve S. roseoflavus gibi ¢esitli Streptomyces tiirleri ¢esitli fungal

patojenlere karst etkili olan 6nemli bilesiklerin taninmis iireticileridir (Taechowisan

ve ark., 2009).

1.2.5. Aktinomisetlerin Enzim Icerikleri ve Ozellikleri

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen enzimler, ¢ok sayida reaksiyon i¢in potansiyel
biyokatalizérler olarak diisiintilir. Mikrobiyal kaynaktan tliretilmis enzimler
genellikle gilivenli olarak kabul edilir ve genis sicaklik, pH, tuzluluk veya diger zor
kosullarda islev gosterirler. Aktinomisetler mikroorganizmalarin en gesitli
gruplarindan biridir ve metabolik yonden iyi karakterize edilmislerdir. Organik
maddenin ayrigsmasinda hayati bir rol oynamaktadir. Topraktaki kompleks organik
maddeleri veya tortular1 pargalayan proteaz, seliilaz, amilaz, jelatinaz, lektinaz ve
iireazlar gibi cesitli enzimler iiretirler. Ornegin, seliiloz, kitin ve pektin karbon
dongiisiinde 6nemli bir rol oynarlar ve toprak yapisinin korunmasina yardimei olurlar

(Gulve ve Desmukh, 2012; Priyadharsini ve Dhanasekaran, 2015; Kim, 2016).

1980'lerin sonundan itibaren, karasal mikroorganizmalardan izole edilen yeni
bilesikler hakkindaki raporlar azalmis ve arastirmacilar su ortamindaki yetenegi
kesfetmislerdir (Ramesh ve Mathivanan, 2009). Ward ve Bora (2006), sudaki
aktinomisetlerin yeni sekonder metabolitleri kesfetmek i¢in 6nemli bir kaynak olarak
tanitmiglardir. Farkli c¢alismalar aktinomisetlerin sekonder metabolit iiretme
yetenegine sahip seliilaz, amilaz, kitinaz, jelatinaz, kasejinaz ve lipaz gibi endiistriyel
enzimler ve 6zellikle antibakteriyel bilesikler (antibiyotikler) de dahil en biiyilik grup
oldugunu gostermistir (Bredholt ve ark., 2008).

Aktinomisetler, organik materyallerin iyi ayristiricilaridir ve bazi aktinomiset suslari
tarafindan amilaz {iretimi bildirilmistir (Kar ve Ray, 2008). Kagit ve kagit hamuru,
tekstil, camasir, biyoyakit liretimi, gida ve yem sanayi, bira ve tarim gibi genis sanayi
alanlarinda uygulanabilirligi nedeniyle biyiik ilgi gormiistiir (Kuhad ve ark., 2011).
Streptomycetes’ler, ¢oklu organlarin habis tiimdrlerinin tedavisinde kullanilan L-

asparaginazlar liretme kabiliyetine de sahiptirler (Kumar ve Selvam, 2011).
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1.2.5.1. Proteazlar

Bir¢ok c¢alismada Streptomyces, Nocardia ve Nocardiopsis gibi Actinomycetes
tiyelerinin proteaz trettigi bildirilmistir (Wietzorrek ve Bibb, 1997). Proteazlar
yilksek pH, sicaklik ve tuzluluk gibi g¢esitli stres otamlarna karst tolerans
gosterebilen enzimlerdir (Rathan ve Ambili, 2011). Proteazlar ticari ve endiistriyel
amagl iiretilen en 6nemli enzim gruplarindan biridir (Deng ve ark., 2010). Dogada
oldukg¢a yaygin olarak bulunurlar. Mikroorganizmalar, biyokimyasal ¢esitlilikleri ve
genetik manupulasyonlara imkan sunmasi nedeniyle en 6nemli proteaz kaynaklaridir.
Mikroorganizma kaynakli proteazlar biyoteknolojik metotlarla elde edilmesi ile
bitkisel ve hayvansal proteazlara gore daha fazla tercih edilmektedir (Deshpande ve
ark., 1998). Deterjanlar, yiyecekler, ilaglar ve deri de dahil olmak tiizere bir dizi
enddistriyel tiriin ve prosediirde kapsamli uygulamalar1 vardir (Ribitscha ve ark.,

2010). Son yillarda deterjan proteazlar ile ilgili yogun ¢alismalar yapilmaktadir.

1.2.6. Aktinomisetlerin Molekiiler Ozellikleri

Molekiiler sistematik, mikroorganizmalardaki niikleotitler arasindaki farkliliklari,
smiflandirma ve filogeni arasindaki iliskiyi agiklamada onemli bir yere sahiptir.
Milyonlarca yil 6nce ortak bir atadan meydana gelen mikroorganizmalar ile farkli
genomlara sahip mikroorganizmalar arasindaki iligkinin belirlenmesi mikrobiyal
sistematikte tarthi bir doniim noktasi olmustur. Prokaryotlardaki niikleik asitlerin
korunmus boélgelerinin 6karyotlardakinden daha fazla oldugu bilinmektedir (Kogak,
2012). Fenotipik yontemler, bakterilerin filogenetik akrabaliklarinin ortaya
cikarilmasinda yetersiz kaldigindan molekiiler tekniklere gereksinim duyulmustur.
Canlilarin  genetik yapisinin  ¢oziilmesi, genlerin yerlerinin, islevlerinin ve
birbirleriye iligkilerinin belirlenmesi amaciyla bir¢ok calisma yapilmaktadir. Bu
caligmalarla kullanilan yontemlerden Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 6nemli bir
yere sahiptir.

Ad-Hoc komitesi tarafindan 2002 yilinda prokaryotik tiirlerin tanimlanmasiyla ilgili
bir standard olusturulmustur. Komitede alinan kararlara gore prokaryotik tiir

tanimlanirken % 70 ve lizeri DNA:DNA hibridizasyonu, % 97“nin {izerinde 16S
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rRNA gen dizisi benzerligi ve belirli bir diizeyde fenotipik tutarliligin temel alinmasi
gerekmektedir (Stackebrandt ve ark., 2002; Coenye ve ark., 2005).

Williams ve arkadaslar1 (1983) tarafindan Streptomyces’lerin tanilanmalarinda,
substrat miselyumun fragmentasyonu, spor zincirlerinin olusumu, havasal miselin
olusum tipi, spor yiizey siis tipleri ve spor morfolojisi, pigmentasyon, fizyolojik
ozellikler, antibiyozis, baz1 antibiyotiklere direnclilik gibi 41 karaktere dayali tani
matriksleri olusturulmustur. Bu matriks skalasina %80 benzerlik gosterenler bir
gruba dahil olmaktadir. Ayrica faj duyarlilik, serolojik testler ve hiicresel yag
asitlerinin ~ belirlenmesi  de  Streptomyces  izolatlarmin  tanilanmalarinda

kullanilmaktadir (Anderson ve Wellington, 2001).

Denizel ortamlar genis bir mikrobiyal c¢esitlilige sahiptir ve aktinomisetler i¢in de
onemli bir yasam alan1 olusturur. Aktinomisetler endiistriyel enzimlerin ve sekonder
bilesiklerin 6nemli treticilerindendir. Farkli kaynaklardan izole edilen ve denizel
aktinomisetlerin varhigini gosteren birgok calisma yapilmustir. Ulkemizde yapilan
calismalara bakildiginda alg kompostundan aktinomiset izolasyonuyla ilgili herhangi
bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismada, farkli bir kaynak olarak
degerlendirilen ve yeni sekonder bilesiklerin kesfi amaciyla Giresun sahillerinden
toplanan bir deniz algi olan Ulva lactuca (deniz marulu)’dan elde edilen komposttan
aktinomisetler izole edilmistir. Bu amagla izole edilen izolatlarin enzim igerikleri,
antifungal ve antibakteriyal aktiviteleri ile birlikte segilen bazi izolatlarin morfolojik,

fizyolojik ve molekiiller tanimlanmalarina yonelik c¢alismalar yapilmigstir.
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BOLUM 2. LITERATUR OZETI

Yapilan baz1 ¢aligmalarda aktinomisetlerin antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir.
Ornegin, Devadass ve arkadaslari (2016), toprak &rneklerinden izole ettigi
Streptomyces sp. ve Streptomyces rochei’nin E. faecalis ve C. Albicans’a kars1 ¢ok
yiiksek inhibitor aktivitesi oldugunu gostermislerdir. Ayrica, izolatlardan bes
tanesinin kloramfenikol, klindamisin, eritromisin ve vankomisine karst duyarli

oldugu goriilmiistiir.

Manisa ili ve ¢evresinden toplanan tarimsal toprak numunelerinden toplam 50 farkl
aktinomiset susu elde edilmistir. Daha sonra bu suslar, dort fitopatojenik ve alti
patojenik bakteri (Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora, Pseudomonas
viridiflova, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Bacillus subtilis ATTC
6633, Klebsiella pneumoniae ATTC 10031, Enterococcus feacalis ATCC 10541,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Esherichia coli ATCC 29998 ve Sarcina lutea
ATCC 9341) karsisinda antibakteriyel aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Ttiim
izolatlarin %34’linlin test organizmalarindan en az birine kars1 aktif oldugu
gozlenmistir. Bu izolatlarin % 34 {iniin (17) antibiyotik iirettigini ve bu izolatlarin %
16 (8)’smin sadece Gr (+) bakterilere karsi, % 6 (3)’sinin  sadece Gr (-) bakterilere
karst ve % 12 (6)’sinin hem Gr (-) hem de Gr (+) bakterilerine kars1 antibakteriyel
maddeler iirettigi gosterilmistir (Oskay ve ark., 2004).

Zaitlin ve arkadaslar1 (2004), Streptomyces halstedi ve Streptomyces rochei’nin

bircok fitopatojenik mantarlara karsi antagonistik etkinligini gostermistir.
Kathiresan ve arkadaslar1 (2005), Hindistan’in ¢esitli Mangrove c¢evrelerinden 160

aktinomiset izole etmisler ve onlarin bitki patojeni funguslara karsi antifungal

aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.
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Yerli bir Yunan izolat1 olan Streptomyces rochei ACTA1551, Fusarium oxysporum
f.sp.lycopersici’ye (domateste solgunluk hastaligl) karsi potansiyel bir biyolojik
kontrol ajani olarak ¢alisgilmigtir. Streptomyces cinsinin fenotipik 6zelliklerine gore
toplam 528 Streptomyces izole edilmistir. Bunlardan inhibitoér 6zelliklere sahip
izolatlar se¢ilmis ve analiz edilmistir. Antagonistik izolatlarin toplam yiizdesi %7 (39

izolat) olarak bulunmustur (Kanini ve ark., 2013).

Gulve ve Deshmukh (2012), Maharashtra Konkan sahilinden deniz kiyis1 tortusu ve
deniz suyunun yakininda izole edilen 107 deniz aktinomisetin antibakteriyel
aktivitesini incelemistir. 107 aktinomiset arasindan 8 aktinomiset izolati Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Klebsiella
aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans ve Aspergillus niger’e karsi

antagonistik etki gostermistir.

Bredholt ve arkadaslar1 (2008), Trondheim Fiyord’undaki tortulardan elde ettikleri

aktinomisetlerin antimikrobiyal potansiyeli tizerinde ¢alismiglardir.

Ramesh ve Mathivanan (2009) yaptiklari calismada, Bengal Korfezi’nin, lipaz,
amilaz, seliilaz, kaseinaz ve jelatinaz gibi endiistriyel enzim iiretme yetenegine sahip
su aktinomisetlerinin potansiyel kaynagi oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma
sonrasinda ~ Ramesh ve arkadaslari (2009)  oOzellikle, 208 izolat arasinda
Streptomyces fungicidicus MML1614 olarak tanimlanan bir sustan termostabil

alkalin proteaz iiretebilmistir.

Ege Denizi’'ndeki farkli istasyonlardan toplanan 19 siingerden 36 adet aktinomiset
izole edilmistir. Izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri L. garvieae karsi taranmustir.
10 tane izolatin L. garvieae patojenine karsi antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir

(Altinok ve ark., 2015).
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Ulva lactuca Kompostu

Alem: Chlorophyta
Sinif: Ulvaphyceae
Takim: Ulvales
Familya: Ulvaceae
Genus: Ulva

Species: Ulva lactuca L.

Bu c¢alismada, FEN-BAP-A-200515-82 nolu projede Dogu Karadeniz Bolgesinin
Giresun kiyilarindan toplanan Ulva lactuca (deniz marulu) alginden hazirlanan

kompost kullanilmistir.

3.1.2. Antimikrobiyal Calismalarda Kullanilan Organizmalar

Kompost oOrneklerinden izole edilen aktinomisetlerin antibakteriyal 6zelliklerini
arastirmak icin Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilen patojen bakteriler ile antifungal
ozelliklerini arastirmak i¢in Sayin Prof. Dr. Berna TUNALI (Ondokuz Mayis
Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii)’dan temin edilen bitki patojeni

funguslart kullanilmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Antimikrobiyal ¢aligmalarda kullanilan organizmalar

Patojen Bakteriler Bitki Patojeni Funguslar
Enterobacter cloacae ATCC13047 Fusarium culmorum
Enterococcus faecalis ATCC29212 Fusarium graminearum
Escherichia coli ATCC35218 Fusarium subglutinans
Klepsiella pneumonia ATCC13883 Trichoderma sp.

Proteus vulgaris ATCC13315
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
Salmonella typhimurium ATCC14028
Staphylococcus aureus ATCC25923
Yersinia pseudotuberculosis ATCC911

3.1.3. Kullanilan Besiyeriler

Besiyeri 1 : Potasyum Dikromat Besiyeri

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer
basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu besiyeri

aktinomiset izolasyon c¢aligsmalarinda kullanilmistir (Tan ve ark., 2009).

Potasyum Dikromatli Besiyeri Igerigi;

KNO; 1,0 gr
K>,HPO4 0,5 gr
MgS04.7H,0 0,4 gr
Glukoz 10 gr
Potasyum dikromat 25 mg
Saf su 1000 ml

Besiyeri 2: Nisasta Kazein Agar Besiyeri (SCA)

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer

basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu besiyeri
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aktinomiset izolasyonunda, antibakteriyel ve antifungal aktivitenin belirlenmesi
calismalarinda kullanilmistir (Jeffrey, 2008). Bu besiyeri agar ve broth olarak

hazirlanmustir.

Nisasta-Kazein Besiyeri igerigi;

Cozliniir nisasta 10,0 gr
Kazein hidrolaz 0,3 gr
KNO; 2,0 gr
NaCl 2,0 gr
K,o,HPO,4 2,0 gr
MgS04.7H,0 0,05 gr
FeS0O4.7H,O 0,01 gr
Agar 18,0 gr
Saf su 1000 ml

Besiyeri 3: Mueller Hinton Agar Besiyeri (MHA)

Ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis 34 gr MHA 1 L saf suda
¢oziiniinceye kadar karistirilip ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilmistir Bu besiyeri antibakteriyal ve antifungal aktivitenin

belirlenmesi ¢aligmalarinda test bakterileri i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 4: Patato Dekstroz Agar (PDA) Besiyeri

Ortam icerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis 39 gr PDA 1 L saf suda ¢dziiniinceye
kadar karistirilip ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilmistir. Bu besiyeri antifungal ¢alismalar i¢in kullanilmistir.

Enzim c¢alismalart i¢in asagidaki besiyeriler kullanilmistir. Nisasta-kazein

besiyerinde nisasta yerine ilgili enzim igin ilgili substrat kullanilmistir.
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Besiyeri 5: Nigasta Besiyeri

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer
basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Amilaz
aktivitesi igin Iyot soliisyonu (I2=1gr, KI=2gr/300ml) damlatilarak  bakteri
etrafindaki zonlar degerlendirilmistir (Coskun, 2010).

Cozliniir nisasta 10,0 gr
Kazein hidrolaz 0,3 gr
KNO; 2,0 gr
NaCl 2,0 gr
K>HPO,4 2,0 gr
MgS04.7H,0 0,05 gr
FeS0O4.7H,O 0,01 gr
Agar 18,0 gr
Saf su 1000 ml

Besiyeri 6: Lipolitik Besiyeriler

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer
basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Tween 20, 80

ve tributirin (10 ml) her birinden bir tanesini kullanilmak tizere {i¢ besiyeri hazirlanir.

Kazein hidrolaz 0,3 gr
KNO; 2,0 gr
NaCl 2,0 gr
K,HPO,4 2,0 gr
MgS04.7H,0O 0,05 gr
FeSO4.7H,0 0,01 gr
Agar 18,0 gr
Saf su 1000 ml
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Besiyeri 7: Kitin Besiyeri

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer
basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Kitinaz

aktivitesi i¢in inkiibasyon sonrasi bakteri etrafindaki seffaf zonlar degerlendirilmistir.

Kolloidal kitin hazirlanmasi: Roberts ve Selitrennikof (1988)’e gore modifiye
edilerek hazirlanmistir. Buna gore 5 gr toz kitin, 60 ml konsantre HCI’e yavas yavas
ilave edilmis ve iyice karistirildiktan sonra +4°C’de bir gece yliksek devirde
calkalayiciya birakilmistir. Karigim 2000 ml soguk %95°lik etanole ilave edilmis ve
48 saat -20°C’de bekletilmistir. Olusan ¢okelti 5000 g’de 20 dk +4°C’de santrifiij
edilmistir. Steril distile su ile koloidal kitin notral (pH=7,0) oluncaya kadar yikama

islemi yapilmistir.

Kolloidal kitin 1,0 gr
Kazein hidrolaz 0,3 gr
KNO;3 2,0 gr
NaCl 2,0 gr
K>HPO,4 2,0 gr
MgS04.7H,0 0,05 gr
FeS0O4.7H,O 0,01 gr
Agar 18,0 gr
Saf su 1000 ml

Besiyeri 8: CMC Besiyeri

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer
basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Seliilaz
aktivitesi i¢in inkiibasyon sonrasi petri %0,1 w/v Kongo kirmizisi boyasi ile
kaplanmis ve 15 dakika bekletildikten sonra boya uzaklastirilmistir. Daha sonra
plagin iizerine 1M NacCl soliisyonu ilave edilmistir ve 15 dakika daha bekletildikten

sonra bakteri etrafindaki zonlar degerlendirilmistir (Coskun, 2010).
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CMC (Karboksimetilseliiloz) 10,0 gr

Kazein hidrolaz 0,3 gr
KNO; 2,0 gr
NaCl 2,0 gr
K,HPO4 2,0 gr
MgS04.7H,0 0,05 gr
FeS0O4.7H,O 0,01 gr
Agar 18,0 gr
Saf su 1000 ml

Besiyeri 9: Pektin Besiyeri

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer
basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Pektinaz
aktivitesi i¢in %0,1’lik CTAB (Setiltrimetilamonyum bromiir) damlatilarak bakteri
etrafindaki zonlar degerlendirilmistir (Altan, 2004).

Pektin (elmadan yapilmis pektin) 5,0 gr

Kazein hidrolaz 0,3 gr
KNO; 2,0 gr
NaCl 2,0 gr
K,HPO, 2,0 gr
MgS04.7H,0 0,05 gr
FeSO4.7H,O 0,01 gr
Agar 18,0 gr
Saf su 1000 ml
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Proteaz Aktivitesi I¢in Hazirlanan Besiyeriler:

Asagadaki besiyerileri kullanilmistir.

Besiyeri 10:

Jelatin 15,0 gr
Kazein hidrolaz 0,3 gr
KNO; 2,0 gr
NaCl 2,0 gr
K,o,HPO,4 2,0 gr
MgS04.7H,0 0,05 gr
FeS0O4.7H,O 0,01 gr
Agar 18,0 gr
Saf su 1000 ml

Bu besiyeri proteaz iiretmek ve kalitatif ¢alismalar i¢in kullanilmistir. Ortam igerigi
pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilmistir. Proteaz aktivitesi i¢in bakteriye civa kloriir
soltisyonu (HgCls 15 gr, HCI 20 ml, H,O 80 ml) damlatilarak bakteri etrafindaki zon
olusumu degerlendirilmistir (Ali, 1992).

Besiyeri 11:

Pepton 10 gr
Glukoz 10 gr
K>HPO,4 0,5 gr
MgS04.7H,0 0,5 gr
NaCl 0,5 gr
CaCl, 0,5 gr
Saf su 1000 ml

Bu besiyeri proteaz tiretmek i¢in kullanilmistir.
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Besiyeri 12:

Glukoz 7,5 gr
Pepton S5gr
KH,PO4 Sgr
MgS04.7H,0 Ser
FeSO4.7H,0O 0,1 gr
Saf su 1000 ml

Bu besiyeri proteaz iiretmek i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 13: Niitrient Broth Besiyeri

Ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmig 8 gr NB 1 L saf suda ¢oziiniinceye
kadar karistirtlip ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir Bu besiyeri test bakterilerinin biiyiimesi i¢in kullanilmistir.
Besiyeri 14: Yumusak Agar Besiyeri

Ortam igerigi pH 7,5 olacak sekilde ayarlanmis 8 gr NB ve 7 gr agar 1 L saf suda
¢oziiniinceye kadar karistirilip ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilmistir Bu besiyeri aktinomiset izolatlarmin test

bakterilerine kars1 aktivite deneylerinde kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Aktinomiset izolasyonu

Ulva lactuca kompost ornekleri kompost makinasmin 2 bodlmesinden alindi.
Bolmelerin her birinin 3 farkli kismindan 10 gr kadar kompost 6rnegi toplam 6 steril

plastik tiip igerisine alinarak laboratuvara getirilen 6rnekler +4°C’de kullanilincaya

kadar muhafaza edildi.
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Ulva lactuca kompostundan alinan 6rneklerden ilk olarak 1 gr tartilarak 9 ml steril
saf su ilave edilip ¢oziinmesi i¢in vortekslendi. Oda sicakliginda 5 dk bekletilen
karisimin iizerindeki stvidan 1 ml alinarak igerisinde 9 ml steril saf su bulunan steril
cam tiiplerde seri diliisyonlar yapildi. Hazirlanan seri diliisyonlardan 10, 10 ve 107
¥ seyreltiklerinden aktinomiset izolasyonu igin potasyum dikromath ve potasyum
dikromatsiz besiyeriyelere 100 pl yayma ekim yapildi. Ekimler 30°C’de 14-21 giin
arasinda inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi aktinomisetlerden farkli koloni
morfolojilerine sahip olanlar se¢ildi. Secilen izolatlarin nisasta- kazein agar (SCA)
besiyerine ekimi yapildi ve 30°C’de 3-4 giin inkiibe edilerek saf kiiltiirler elde edildi.
Daha sonra saf kiiltiirler +4°C’ye konuldu. Ayrica %20 gliserol iginde -80 stoklari
yapildi.

3.2.2. izole Edilen Aktinomisetlerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Arastirilmasi

Aktinomisetlerin antibakteriyel 6zelliklerini arastirmak amaciyla karsit-¢izgi (cross-
streak) yontemi kullanildi (Rahman ve ark., 2011). Antifungal 06zelliklerini
belirlemek i¢in primer taramada ikili kiiltiir teknigi sekonder taramada agar kuyu

difiizyon yontemi uygulandi.

3.2.2.1. Antibakteriyal Calismalar

Ulva lactuca kompostuna ait aktinomisetlerin antibakteriyal 6zelliklerini arastirmak
amaciyla karsit-cizgi yontemi kullanildi (Sekil 3.1). Antibakteriyal ¢alismalar icin
hazirlanan mueller hinton agar (MHA) besiyerinin merkezine ¢izgi seklinde ekim
yapildi. Ekim yapildiktan sonra 3-7 giin 30°C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrast biiyliyen aktinomisetlere dik olacak sekilde patojen bakterilerin ekimi yapildi
ve 30°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Sonuglar patojen bakterilerin etrafindaki

acik zona bakilarak degerlendirildi.
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Sekil 3.1. Karsit ¢izgi yontemi

Yiiksek aktivite gOsteren izolatlarin patojen bakterilerine karsi farkli inkiibasyon
stireleri denendi. Deney i¢in hazirlanan MHA besiyerlerinin merkezine izolatlar
kiirdanla nokta ekim yapilarak 3. giinden 7. giine kadar biiyiitiildii. Inkiibasyon siiresi
sonunda bir gece inkiibe edilmis patojen bakteriler yumusak agar ile karistirilarak

biiyiitiilen izolat {izerine dokiildii.

3.2.2.2. Antifungal Calismalar

Ulva lactuca kompostuna ait aktinomisetlerin antifungal ozelliklerini arastirmak
amaciyla iki basamaktan olusan tarama deneyleri olusturuldu. Primer taramada ikili
kiiltiir teknigi (Paul ve ark., 2007), sekonder taramada ise agar kuyu difiizyon (Perez
ve ark., 1990) yontemi kullanildi. Antifungal calismalar i¢in hazirlanan nisasta-
kazein agar (SCA) besiyerinin merkezine yaklasik 6 mm ¢apinda delik agilarak 2-4
giin biiyiitiilen bitki patojeni funguslarindan deliklere inokiilasyon yapildi. Yaklasik
2-3 giin inkiibasyon sonras1 aktinomiset izolatlar1 ¢izgi ekim olarak ekildi (Sekil 3.2).
Izolatlar 3-5 giin kadar 30°C’de inkiibasyona birakilarak ikili kiiltiir teknigi
uygulandi.
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Sekil 3.2. Ikili kiiltiir teknigi

Agar kuyu diflizyon yonteminde ise 6 giin nisasta-kazein broth (SCB) besiyerinde
biiyiitiilen aktinomisetler 8000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatantlar SCA, MHA ve PDA besiyerlerinin igerisine acilan kuyulara 100 pl
konularak +4°C’ de 1 gece boyunca difiiz etmesi i¢gin birakildi. Aktinomisetler difiiz
olduktan sonra bitki patojeni funguslar besiyerlerinin merkezine kuyu acilarak ekildi
(Sekil 3.3) ve 3-7 giin 30°C’de inkiibasyona birakildi. Sonuglar bitki patojeni

funguslarin etrafindaki zona bakilarak degerlendirildi.

o N

Aldinomizet

O sipernatantt

Fungus

N0

Sekil 3.3. Agar kuyu difiizyon yontemi

3.2.3. izole Edilen Aktinomisetlerin Enzim Iceriklerinin Arastirilmasi
Ulva lactuca kompostundan izole edilen aktinomisetlerin lipaz/esteraz, amilaz,

kitinaz, proteaz, seliillaz ve pektinaz enzimi Tretip Uretmedikleri incelendi.

Aktinomisetlerin enzim igerikleri; aktinomiset biiyliimesinde kullanilan SCA
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besiyerindeki nigasta yerine substratlar ilave edilerek hazirlanan besiyerilerinde

kalitatif olarak arastirildi. Ekim yapildiktan sonra yaklasik 3-7 giin inkiibe edildi.

Yapilan caligmalar sonucunda en fazla g¢alisilan enzim proteaz oldugu i¢in bazi
izolatlar secilerek proteaz aktivitesi iizerine ¢aligmalar yapildi. Bu ¢alismalardan ilki
icin hazirlanan jelatin besiyeri kullanildi. Secilen izolatlar farkli besiyerilerinde (11,
12 ve 13 No’lu besiyeriler) 3 giin 30°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 6000
rpm’de 20 dk. santrifiij edildi. Siipernatantlardan 20 ul alinarak jelatin besiyerilerine
birakildi ve 30°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasit HgCl, damlatilarak
aktiviteleri belirlendi. Kan lekelerinin giderilmesi iizerine yapilan ikinci calisma
Ramesh ve arkadaslarina (2009) gore modifiye edilerek yapildi. Bu g¢alismada 3
cm’lik kare seklinde kesilen beyaz renkli kumaslar iizerine kan damlatilarak
olusturuldu. Lekelerin kurumasi igin 30°C’de 1 saat bekletildi. Inkiibasyon sonrasi

asagidaki deney diizenegi olusturuldu.

1. Kan lekeli kumas + 10 ml dH,O

2. Kan lekeli kumag + 10 ml dH,O + 100 pl deterjan

3. Kan lekeli kumas + 10 ml dH,O + 100 pl deterjan + 1000 ul ham enzim
4. Kan lekeli kumas + 10 ml dH,O + 1000 pl ham enzim

Deney diizenegi diisiik devirli sallayicida 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha

sonra 2 dk. saf suda yikama islemi ger¢eklestirilerek kumaslar kurumaya birakildi.

3.2.4. Aktinomisetlerin Tanimlanmasi

Antimikrobiyal ve enzim aktivitesi yiiksek olan bazi izolatlar segilerek morfolojik,

fizyolojik ve molekiiler tanimlanmasi yapildi.

3.2.4.1. Morfolojik Tanimlama

Secilen izolatlar koloni morfolojilerinin ve mikroskobik 6zelliklerinin belirlenmesi

icin SCA besiyerinde 2 giin inkiibe edildi. izolatlarin Gram boyamasi asagidaki
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sekilde yapildi (Williams ve ark., 1993). Boyama sonucunda hiicreler mikroskop

altinda incelendi.

Gram boyama i¢in asagidaki adimlar uygulanmustir.

1. Temiz lama bir damla su damlatildi. Steril bir 6ze ile izolatlarin lam iizerine
yayilmasi saglandi.

2. Hazirlanan preparat havada kurutuldu. Is1 fiksasyonu saglamak ic¢in 2-3 kere
alevden gegirildi.

3. Daha sonra hazirlanan preparata ilk olarak kristal violet damlatildi ve 1 dk
bekletilerek saf su ile yikandi.

4. Yikama isleminin ardindan gram iyodu ile boyanarak 1 dk daha bekletildi. Mor
renk gidinceye kadar etil alkol ile yikandi.

5. Son olarak safranin damlatilarak 30-60 saniye kadar bekletildi ve saf su ile
yikandi.

6. Buislemlerden sonra lam kurutma kagidi ile hafif¢ce kurutuldu.

Izolatlarin spor yapilarini incelemek icin cover slip ydntemi kullanildi. Sahilah
(1991)’e gore modifiye edilerek gelistirilen metotta izolatlar lam iizerine ince bir
tabaka halinde dokiilen SCA iizerinde 4 giin kadar biiyiitiildii. Inkiibasyon sonrasi
kiiltiirler kristal violet ile kaplanip 1 dk. bekletildi. Saf su ile yikama islemi sonrasi

lamel ile kapatilip 151k mikroskobunda incelendi.

3.2.4.2. Fizyolojik Tamimlama

Yapilan ¢aligmalarda yiiksek antimikrobiyal ve enzim aktivitesi gdsteren aktinomiset
izolatlar1 icerisinden segilen 5 izolatin pH, tuz ve sicaklik toleranslarinin belirlenmesi

i¢in bir dizi testler yapildi.
[zolatlarin tuz toleranslarinin belirlenmesi i¢in %2.5, %35, %7.5 ve %10 oranlarinda

NaCl igeren SCA besiyerileri hazirlandi. Her bir izolattan bu besiyerlerine ¢izgi ekim

yapildi ve 30°C’de 3-7 giin inkiibasyona birakildi.
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Izolatlarin pH toleranslarmin belirlenmesi igin pH 5, 6, 7, 8 ve 9 olacak sekilde SCA
besiyerileri hazirlandi. Her bir izolattan bu besiyerlerine ¢izgi ekim yapildi ve

30°C’de 3-7 giin inkiibasyona birakilda.

Izolatlarin {iredikleri sicaklik araliklarmin belirlenmesi igin her bir izolat SCA
besiyeri igeren petriye ¢izgi ekim ile ekildi ve bu petriler 10°C, 20°C, 25°C, 37°C,
45°C ve 50°C’de 3 -7 giin inkiibasyona birakildi.

3.2.4.3. Molekiiler Tanimlama
3.2.4.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu calismalarinda Liu ve arkadaglari (2000) tarafindan tanimlanan
metot agagidaki sekilde modifiye edilerek kullanilmistir.

1. Nisasta kazein broth besiyerinde izolatlar 30°C’de 48 saat inkiibe edildi.

2. Siv1 besiyerinde bir gece biiyiitiilen kiiltiirler steril ependorf tiipiine aktarilarak
13000 rpm’de 5 dk santrifiij ile izolatlar ¢oktiirildii ve daha sonra siipernanat
uzaklagtirildu.

3. Pellet tizerine 500 pl lizis tamponu ilave edildi (100 mM Tris-HCI pH 8, 60 mM
EDTA pH 8, 150 mM NaCl, %1 SDS) ve karisim homojen olana kadar karistirildi.
Oda sicakliginda 10 dk. bekletildi.

4. 150 pl potasyum asetat tampunu ilave edildi (pH 4.8: 5 M potasyum asetatin 60
ml’si, 11.5 ml glasiyal asetik asit ve 28.5 ml distile su) ve kisa bir vorteksle iglemi
yapilarak 10000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.

5. Siipernatant temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve 10000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edildi.

6. Elde edilen siipernatanta esit hacimde izopropanol ilave edildi ve alt {ist edilerek
karistirtldi. Daha sonra 10000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklagtirildi.

7. Pellet 300 pul %70’1ik etanol ile yikandi. Pellet 10000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi
ve siipernatant uzaklastirilda.

8. Pellet havada kurutuldu ve TE (Tris-EDTA) tamponunda ¢oziildii.

9. Izole edilen DNA’lar %0,7’lik agaroz jel elektroforezinde 80 V’da yiiriitiildii.
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3.2.4.3.2. PCR Calismalari

Izole edilen DNA’lar kullanilarak 16S rDNA gen bélgelerini ¢ogaltmak icin 16S
rDNA primerleri (F 5’-ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA-3’; R 5-ATG
GTA CCG TGT GAC GGG CGG TGT GTA-3’) kullanild1 (Beffa ve ark., 1996).
PCR reaksiyonu 50 pl olacak sekilde 1 ul DNA, 5 ul 10xPCR tamponu, 5 pl 20 mM
MgSOs4, 0.2 U Tag DNA polimeraz, 1 pl 10 mM dNTP mix, 1’er pul 10 mM forward

ve reverse primeri alinarak hazirlandi.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sartlari; baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 2 dk.
olacak sekilde 94°C’de 1 dk., 56°C’de 1 dk., 72°C’de 2 dk. 36 dongii ile 72°C’de 10
dk. son uzama basamag ile gerceklestirildi. PCR sonucunda elde edilen yaklasik
1400 bp uzunlugundaki 16S rDNA gen siralart MACROGEN (Hollanda) firmasinda
sekans analizi yapildi. izolatlarin 16S rDNA sekanslari BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) programi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) kullanilarak

Gen Bankasindaki veritabani ile karsilastirildi.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada Ulva lactuca kompostundan aktinomiset izolasyonu yapilarak bu
izolatlarin antibakteriyal, antifungal ve enzim icerikleri arastirildi. Arastirma
sonucunda yliksek aktivite gosteren izolatlardan bazilar1 segilerek bu izolatlarin

morfolojik, fizyolojik ve molekiiler olarak tanimlanmasi yapildi.

4.1. Aktinomiset izolatlari

Ulva lactuca kompost Orneklerinden aktinomiset izolasyonu igin hazirlanan seri
diliisyonlar, potasyum dikromatli ve potasyum dikromatsiz besiyerilerine yapilan
ekim sonucunda farkl1 olabilecegi diisiiniilen 40 tane aktinomiset izole edildi. izole
edilen izolatlarin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi i¢in SCA besiyerilerine ekimleri
yapilarak ii¢ giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi bazi izolatlara ait petri
goriintlileri Sekil 4.1 ve koloni gorlintiileri Sekil 4.2.°de verilmistir. Koloni renkleri
gri, beyaz, krem olarak gozlendi. Bu izolatlara BSU-1"den 40 kadar numara verilerek

adlandirilmasi yapildi.
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Sekil 4.1. Bazi aktinomisetlerin petri goriintiileri

Sekil 4.2. Bazi izolatlarin koloni goriintiileri
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4.2. Aktinomisetlerin Antibakteriyal Ozellikleri

Aktinomiset izolatlarinin, ikisi Gr (+) olmak tizere toplam dokuz patojen bakteriye
kars1 karsit ¢izgi ekim yontemi kullanilarak aktiviteleri arastirildi (Tablo 4.1).
Izolatlarin tamammin E. faecalis bakterisine karsi yiiksek antibakteriyal aktivite

gosterdigi goriildii.

BSU-16, BSU-17, BSU-21, BSU-27, BSU-35, BSU-36 ve BSU-40 nolu izolatlarin
sadece S. aureus bakterisine karsi, BSU-19 ve BSU-25 nolu izolatlarin ise P.
aeruginosa hari¢ diger bakterilere karsi yiiksek aktivite gosterdigi goriildii (Sekil
4.3).

Tablo 4.1. Aktinomiset izolatlarinin ¢esitli bakterilere karsi antibakteriyal etkileri

BSU )77 Py Ec Pa St Kp  Eco Ef Sa
1 - - - - - - - +++ -
2 - - - - - - - +++ -
3 - - - - - - - +++ -
4 - - = - - - - +++ -
5 - - - - - - - +++ -
6 - - - - - - - +++ -
7 - - - - - - - +++ -
8 - - - - - - - +++ -
9 - - - - - - - +++ -
10 - - - - - - - +++ -
11 - - - - - - - +++ -
12 - - - - - - - +++ -
13 - - - - - - - +++ -
14 - - - - - - - +++ -
15 - - - - - - - +++ -
16 - - - - - - - +++ ++
17 - - - - - - - +++ +
18 - - - - - - - +++ -
19 ++ ++ ++ - ++ ++ ++ +++ =+
20 - - - - - - - -+ -
21 - - - - - - - 4+
22 - - - - - - - +++ -
23 - - - - - - - +++ -
24 - - - - - - - +++ -
25 ++ ++ ++ - ++ ++ ++ -+ ++
26 - - - - - - - +++ -
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Tablo 4.1. (Devam)

27 - - - - - - - +H+
28 - - - - - - - -+ -
29 - - - - - - - -+ -
30 - - - - - - - +++ -
31 - - - - - - - +++ -
32 - - - - - - - +++ -
33 - - - - - - - +++ -
34 - - - - - - - +++ -
35 - - - - - - - +++ +
36 - - - - - - - +++ +
37 - - - - - - - +++ -
38 - - - - - - - +++ -
39 - - - - - - - +++ -
40 - - - - - - - +++ ++

Pv: Proteus vulgaris; Ec: Enterobacter cloacae; Eco: Escherichia coli; St: Salmonella typhimurium;
Kp: Klepsiella pneumonia; Yp: Yersinia pseudotuberculosis; Ef :Enterococcus faecalis; P.a:
Pseudomonas aeruginosa; Sa: Staphylococcus aureus

- 1 Aktivite yok , +: Diisiik aktivite, ++: iyi aktivite, +++: ¢ok iyi aktivite

Sekil 4.3. BSU-19 ve BSU-25 nolu izolatlarin ¢esitli patojenlere kars1 antibakteriyal aktiviteleri
(1;Kp, 2;Eco, 3;Ef, 4;Sa, 5;Yp, 6;Pv, 7;Ec, 8;Pa, 9;St)
BSU-19 ve BSU-25 nolu izolatlarin patojen bakterilere karst 3. giinden itibaren
aktivite gostermeye basladigi ve en yiiksek aktiviteyi 7. glinde gdsterdigi belirlendi
(Sekil 4.4). BSU-19 ve BSU-25 nolu izolatlarin P. aeruginosa’ya karsi aktivitesi

gbzlenmedi.
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Sekil 4.4. BSU-19 ve BSU-25 nolu izolatlarinin patojen bakterilere kars1 7. giindeki aktiviteleri
A: Klepsiella pneumonia (38mm); B: Staphylococcus aureus (40mm); C: Escherichia coli
(28mm); D: Yersinia pseudotuberculosis (33mm); E: Proteus vulgaris (22mm); F:
Enterococcus faecalis (20mm); G: Salmonella typhimurium (10mm); H: Enterobacter
cloacae (12mm)

4.3. Aktinomisetlerin Antifungal Ozellikleri

Aktinomiset izolatlarmin bitki patojeni funguslara kars1 aktiviteleri arastirmak igin

primer taramada SCA besiyerindeki ikili kiiltiir teknigi kullanildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Baz1 aktinomisetlerin bitki patojeni funguslara kars: aktiviteleri A: F.culmorum (BSU-1,
BSU-2,BSU-3,BSU-4,BSU-5), B: F.graminearu (BSU-6,BSU-7,BSU-8,BSU-9, BSU-10),
C: F.subglutinans (BSU-16,BSU-17,BSU-18,BSU-19,BSU-20), D: Trichoderma sp. (BSU
11,BSU-12,BSU-13,BSU-14,BSU-15)

BSU-1, BSU-2, BSU-3, BSU-4, BSU-6, BSU-7, BSU-12, BSU-13, BSU-18, BSU-

19 ve BSU-25 nolu izolatlar dort bitki patojeni fungusa karsi diger izolatlardan daha

yiiksek aktivite gosterdi. Biitlin izolatlara ait SCA besiyerindeki ikili kiiltiir teknigi

kullanilarak elde edilen sonuglar Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. SCA besiyerinde ikili kiiltiir teknigi ile izolatlarin antifungal aktiviteleri

BSU  Fculmorum Fgraminearum F.subglutinans Trichoderma sp.

1 +++ 4= ++ -+
2 =g +++ e +H+
3 +++ +++ ++ +H+
4 +++ +++ ++ +H+
5 + o + +
6 +++ +++ ++ +++
7 +++ +++ ++ +++
8 +++ +++ - +
9 + ++ - +
10 - - - +
11 - - - +
12 +++ +++ ++ -+
13 +++ +++ ++ -+
14 - + - +
15 ++ +++ ++ -+
16 - - - +
17 + ++ ++ +++
18 +++ +++ ++ +++
19 +++ +++ 4+ +++
20 + - + ++
21 - - - +
22 - - - +
23 ++ - + ++
24 - - - +
25 -+ +++ -+ +++
26 ++ ++ ++ +
27 ++ ++ + ++
28 + ++ + ++
29 + + + ++
30 + + + ++
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Tablo 4.2. (Devam)

31 + + - ++
32 + + - +
33 + + - +
34 +++ +++ + +++
35 ++ ++ + +
36 +++ ++ + +
37 + ++ + +
38 +++ +++ + +++
39 ++ ++ + ++
40 +++ +++ + ++

+++: Cok iyi aktivite, ++ : Iyi aktivite, + : Diisiik aktivite, + : Cok diisiik aktivite, - : Aktivite yok

Aktinomiset izolatlarinin bitki patojeni funguslara kars1 aktivitelerini aragtirmak i¢in
yapilan sekonder taramada nisasta kazein broth (SCB) besiyerinde aktinomiset
izolatlar biiyiitiildii. Elde edilen siiperanatantlar SCA, MHA ve PDA besiyerlerinde
agar kuyu difuzyon yontemi kullanilarak bitki patojeni funguslara karsi denendi
(Sekil 4.6). Bu izolatlardan BSU-1, BSU-2, BSU-3, BSU-4, BSU-6, BSU-7, BSU-12
ve BSU-15 nolu izolatlar farkli besiyerlerinde tiim patojen funguslara karsi diger
izolatlardan daha yiiksek aktivite gosterdi (Tablo 4.3-4.5).

Sekil 4.6. Baz1 aktinomisetlerin farkli besiyerlerinde agar kuyu diflizyon ydntemi ile bitki patojeni
funguslara kars1 aktivite goriintiileri
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Tablo 4.3. SCA besiyerinde agar kuyu difiizyon teknigi ile izolatlarin antifungal aktiviteleri

BSU  Fculmorum F.graminearum Fsubglutinans Trichoderma sp.

+++ +++ +++ +H+
+++ +++ +++ +++
+++ +++ +++ +H+
+++ +++ +++ +H+
+++ +++ +++ +H+
+++ +++ +++ +++
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40 - - - -
+++ : Cok iyi aktivite, ++ : Iyi aktivite, + : Diisiik aktivite, + : Cok diisiik aktivite, - : Aktivite yok
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Tablo 4.4. MHA besiyerinde agar kuyu difiizyon yontemi ile izolatlarin antifungal aktiviteleri

BSU  Fculmorum Fgraminearum  Fsubglutinans Trichoderma sp.
1 +++ +++ +++ +++
2 +++ +++ +++ +++
3 -+ 4+ o+ o+
4 +++ +++ +++ +4+
5 - - - -

6 -+ 4+ o+ o+
7 -+ 4+ o+ o+
8 - - - -

9 - - - -
10 - - - -
11 - - - -
12 +++ +++ +++ +++
13 e e - -+
14 - - - -
15 e e e -+
16 - - - +
17 - - - -
18 e e e -+
19 e e e -+
20 - - - -
21 - - - +
22 - - - -
23 - - - -
24 - - - -
25 e e e -+
26 - - - -
27 - + - +
28 + + + -
29 - + - -
30 + + + -
31 ++ ++ + -
32 ++ ++ - ++
33 ++ ++ + -
34 - - + -
35 - - - -
36 - - - -
37 - - - -
38 +++ 4+ +++ +++
39 - - - -
40 - - - -

+++ : Cok iyi aktivite, ++ : Iyi aktivite, + : Diisiik aktivite, + : Cok diisiik aktivite, - : Aktivite yok

40



Tablo 4.5. PDA besiyerinde agar kuyu difiizyon teknigi ile izolatlarin antifungal aktiviteleri

BSU F.culmorum F.greminearum Fsubglutinans Trichoderma sp.
e -+ -+ e
e -+ e+ e
e -+ e+ e
T+ +++ e+ o+

- +++ - -
+++ +++ ++ +++
+++ +++ ++ +++

O 0 N N L A W N =
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37 - - - -

38 - - - -
39 - - - -

40 - - - -
+++ : Cok iyi aktivite, ++ : Iyi aktivite, + : Diisiik aktivite, + : Cok diisiik aktivite, - : Aktivite yok

41



4.4. Aktinomisetlerin Enzim I¢cerikleri

Aktinomiset izolatlarinin amilaz, lipolitik, kitinaz, pektinaz, proteaz ve seliilaz enzim

igerikleri arastirildi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Bazi1 izolatlarin enzim aktivitesi goriintiileri

Izolatlarin tamaminin proteaz aktivitesi gosterdigi belirlendi. Izolatlardan BSU-14,
BSU-19, BSU-20, BSU-23 ve BSU-38 nolu izolatlar amilaz, seliilaz, Kkitinaz,
pektinaz ve proteaz enzim aktivitesi gosterdi. Ayrica BSU-9, BSU-10, BSU-11,
BSU-12, BSU-27, BSU-28, BSU-29, BSU-30, BSU-31, BSU-32 ve BSU-33 nolu
izolatlar ise yiiksek proteaz aktivitesi gosterdi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. izolatlarin enzim icerikleri

BSU Amilaz Seliilaz Kitinaz Pektinaz Proteaz
1 ++ - + - +++
2 +++ - + - +++
3 +++ - + - +++
4 +++ - + - +++
5 - ++ - Biiytimedi ++
6 +++ - + - +++
7 +++ - + - -+
8 + ++ - Biiylimedi +++
9 + ++ - Biiyiimedi 4+
10 - ++ - Biiyiimedi -+
11 - ++ - Biiyiimedi -+
12 +++ - + - 4+
13 ++ - + - +++
14 + ++ + ++ ++
15 +++ - - - -+
16 ++ ++ - ++ ++
17 - ++ + Biiytimedi ++
18 +++ - ++ - -+
19 + ++ + ++ +
20 + ++ + ++ ++
21 ++ ++ - ++ ++
22 ++ ++ - ++ ++
23 + ++ + ++ ++
24 ++ ++ - ++ ++
25 + + - ++ ++
26 + + + Biiytimedi ++
27 + ++ - Biiytimedi -+
28 ++ ++ - Biiytimedi -+
29 ++ ++ - Biiytimedi -+
30 ++ ++ - Biiytimedi -+
31 + ++ - Biiyiimedi -+
32 + ++ - Biiyiimedi -+
33 ++ ++ + Biiyiimedi -+
34 - ++ + - +
35 + + - Biiyiimedi +++
36 + + + Biiyiimedi ++
37 + ++ - Biiylimedi +++
38 + ++ + ++ +
39 + ++ + Biiylimedi ++
40 + ++ + Biiylimedi +

- :Aktivite yok, +: 10mm ‘den kiigiik, ++: 10mm-20mm arasinda, +++: 20mm’den biiyiik,
++++:yliksek aktivite (+ : zon ¢apt mm olarak 6l¢iilmiistiir)

[zolatlarin tamami1 Tween 20’de lipolitik aktivite gdsterdi. Tween 80 besiyerinde 40
izolattan 24’{inde aktivite gozlendi. Tribiitirin agar besiyerinde 35 izolatta aktivite
gozlenirken sadece 5 izolatta (BSU-5, BSU-10, BSU-11, BSU-19, BSU-37) aktivite
gbzlenmedi (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. izolatlarm lipaz/esteraz enzim igerikleri

BSU Tween 20 Tween 80 Tribiitirin
1 +++ - +
2 +++ - +
3 +++ - +
4 +++ - +
5 ++ - -
6 +++ - +
7 +++ - +
8 + + +
9 ++ + +
10 + + -
11 ++ + -
12 +++ - +
13 ++ - +
14 + - +
15 +++ - +
16 ++ + +
17 ++ + +
18 ++ - +
19 + + -
20 + > +
21 ++ + +
22 ++ + +
23 ++ - +
24 ++ + +
25 + + ++
26 + + +
27 + + +
28 + + +
29 ++ + +
30 ++ + +
31 ++ + +
32 ++ + +
33 + + +
34 ++ + ++
35 + + +
36 + + +
37 + - -
38 ++ + +
39 + - +
40 +++ + +

- ;Aktivite yok, +: 10mm’den kiigiik, ++: 10mm-20mm arasinda, +++ : 20mm’den biiyiik, ++++:
yiiksek aktivite (+ : zon ¢ap1 mm olarak Slgiilmiistiir).

4.4.1. Proteaz Aktivite Calismalari
Farkl1 besiyerilerinde (Besiyeri 10, 11 ve 12) biiyiitiilen BSU-1, BSU-4, BSU-12 ve

BSU-15 izolatlarindan elde edilen siipernatantlar jelatin besiyerinde inkiibasyon

sonras1t HgCl, damlatilarak aktivitelerine bakildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Jelatin besiyerinde proteaz aktivitesi A: Besiyeri 10 , B: Besiyeri 11, C: Besiyeri 12

Beyaz renkli kumagtan kan lekelerinin giderilmesi iizerine yapilan ¢alismada ise
BSU-1, BSU-4, BSU-12 ve BSU-15 nolu izolatlardan elde edilen ham enzimin hem
deterjan ile birlikte hem de tek basina lekeleri temizledigi goriildii (Sekil 4.9).

1 2 3 4 1 2 3 4

BSU-1

BSU-12 BSU-15
Sekil 4.9. Lekeli kumaglarda proteaz ve deterjan etkisi A: Besiyeri 10, B: Besiyeri 11, C: Besiyeri 12
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4.5. izolatlarin Tanimlamasi

Aktinomiset izolatlarindan yiliksek aktivite gosteren BSU-1, BSU-12, BSU-19,
BSU-25 ve BSU-38 nolu olmak iizere 5 izolat se¢ildi. Bu izolatlardan BSU-1 ve
BSU-12 yiiksek enzim ve antifungal aktivitesinden dolay:1 tercih edildi. BSU-38
antifungal aktivite, BSU-12 ve BSU-19 antibakteriyel aktivite gosterdigi i¢in segildi.
Bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve molekiler yontemler kullanilarak

tanimlamasi yapildi.

4.5.1. Morfolojik Olarak Tanimlanmasi

Morfolojik olarak yapilan c¢alismalar makroskopik ve mikroskobik olarak
degerlendirildi. Izolatlar siv1 besiyerinde bulamiklik olusturmadigi, dipte yada
yiizeyde kiimeler halinde biiylidiigii tespit edildi. Agarda kolonilerin krem ve beyaz
renkli, kiregsi bir goriiniime sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.10). izolatlarin koloni

goriintiileri Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Sekil 4.10. Segilen izolatlarin petri gorintiileri A) BSU-1, B) BSU-12, C) BSU-19, D) BSU-25,
E) BSU-38
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Sekil 4.11. Segilen izolatlarin koloni gortntiileri A) BSU-1, B) BSU-12, C) BSU-19, D) BSU-25,
E) BSU-38

SCA besiyerinde 2 giin biiyiitiilen aktinomiset izolatlarinin Gram boyamalari sonucu

pozitif olduklar1 bulundu (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. izolatlara ait Gram boyama 151k mikroskobu gériintiileri A) BSU-1, B) BSU-12,
C) BSU-19, D) BSU-25, E) BSU-38
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Izolatlarin spor zincir yapilarini tespit etmek amactyla cover slip yontemi kullanildi.
Bu izolatlarin zincir yapilarinin uzun diiz zincir ve kisa dallanmis yapilarina sahip
oldugu oldugu belirlendi (Sekil 4.13). BSU-19 nolu izolatin spor zincir yapisi

belirlenemedi.

Sekil 4.13. 1zolatlara ait spor zincirleri goriintiileri A) BSU-1, B) BSU-12, C) BSU-19, D) BSU-25,
E) BSU-38

4.5.2. Aktinomiset Izolatlarimin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

izolatlarin pH toleranslar1 incelendiginde en az biiyiimenin pH 5’te oldugu gozlendi.
Izolatlarin pH 9°daki biiyiimesinin digerlerine gore daha fazla oldugu gériildii (Sekil
4.14). Tuzluluga karsi toleranslarmma bakildiginda %2.5, %5 ve %7.5 tuzluluk
oranlarinda BSU-19’a gore diger izolatlarin daha iyi biiyiime gosterdigi goriildii
(Sekil 4.15). Sadece BSU-1 ve BSU-12"de %10 tuz oraninda az miktarda biiyiime
gozlendi. Farkli sicakliklarda biiyiimeleri incelendiginde 30°C ve 37°C de diger
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sikliklara gére daha iyi biiyiime gosterdigi belirlendi. Izolatlar 10°C’de biiyiime
gostermedi (Sekil 4.16).

Sekil 4.15. Farkli tuz oranlarinda izolatlarin biiyiimesi a) kontrol, b) %2.5 tuz, c) %5 tuz, d) %7.5 tuz,
e) % 10 tuz
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Sekil 4.16. Farkli sicakliklarda izolatlarin biiytimesi a) 20°C, b) 25°C, c) 30°C, d) 37°C, ¢) 45°C,
f) 50°C
4.5.3. Molekiiler Olarak Tanimlanmasi

Segilen izolatlardan DNA’lar izole edilmistir. izole edilen bu DNA’lar kullanilarak
16S rDNA PCR’lar1 yapildi. Elde edilen PCR firiinleri NCBI programinda BLAST

yapilmasi1 sonucunda izolatlarin Tablo 4.8’de verilen bakterilere benzedigi bulundu.

Tablo 4.8. Yiiksek aktivite gosteren BSU izolatlarinin 16S rDNA analiz sonuglarina gore benzedigi

bakteriler

Izolat No Erisim Bakterinin Ad1 Benzerlik
Numarasi Yiizdesi

BSU-1 KY630734 Streptomyces violascens strain WKFS21 99
KU317912 Streptomyces lividans strain T38 99
KT758342 Streptomyces albidoflavus strain HQA008 99
KP970680 Streptomyces sampsonii strain MDCE7 99
KJ571056 Streptomyces koyangensis strain 7-7 99
KF742499 Streptomyces odorifer strain 180 99
JN129837 Streptomyces albus strain LYT 1411 99
FJ862046 Streptomyces krainskii strain QLO77 99
EU570715 Streptomyces champavatii strain 173753 99
EU344795 Streptomyces fungicidicus strain MML1614 99
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Tablo 4.8. (Devam)

BSU-12

BSU-19

BSU-25

BSU-38

KU317912
EU048540
KY630734
KP970680
KR085950
KF742499
JN129837

FJ862046

EU570715
EU344795

AB184404

FJ792577
JX460857
KX352817
KC172030
FJ481066
KX528449
KJ020685
JN204723

FJ481066
KX528449
KX352817

KC747480
KX352807
KT726172

KJ020685

Streptomyces lividans strain T38

Streptomyces argenteolus strain CGMCC 4.1693
Streptomyces violascens strain WKFS21
Streptomyces sampsonii strain MDCE7
Streptomyces albidoflavus strain IHBA 9992
Streptomyces odorifer strain 180

Streptomyces albus strain LYT 1411
Streptomyces krainskii strain QLO77
Streptomyces champavatii strain 173753
Streptomyces fungicidicus strain MML1614
Streptomyces saprophyticus strain NBRC 13440

Streptomyces rochei strain cfcc3165
Streptomyces djakartensis strain D5
Streptomyces enissocaesilis strain JJ143
Streptomyces rubrocyanodiastaticus strain SH40
Streptomyces avidinii strain xsd08150
Streptomyces maritimus strain WZS1-1
Streptomyces minutiscleroticus strain KMF-2
Streptomyces olivaceus strain DE10

Streptomyces avidinii strain xsd08150
Streptomyces maritimus strain WZS1-1
Streptomyces enissocaesilis strain JJ143

Streptomyces rochei strain SCSIOZ-SH12
Streptomyces enissocaesilis strain JJ119
Streptomyces djakartensis strain TT105.3

Streptomyces minutiscleroticus strain KMF-2

98
98
98
98
98
98
98
98
98
98

98

99
99
99
99
99
99
99
99

97
97
97

97
96
96

96
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Yakin bir zamana kadar denizel ¢gevrelerin sahip olduklar1 ekstrem ve farkli kosullar
nedeniyle az mikrobiyal g¢esitlilik barindirdigr diislintilmiistiir. Bununla birlikte
denizel c¢evrelerden Ornek almanin da nispeten zor olmasi nedeniyle denizel
cevrelerdeki mikrobiyal cesitlilik ve aktinomisetler uzun yillar calisilamamistir.
Fakat denizel sistemlerin de mikrobiyal cesitlilik yoniinden zengin oldugu ortaya
cikmistir. Boylece ¢alismalar bu yonde yapilmaya baslamistir (Sogin ve ark., 2006;
Stach ve Bull, 2005).

Denizel ortamlardan izole edilen aktinomisetler yasadiklar1 ekstrem kosullara adapte
olup farkli sekonder metabolitler sentezleyebildikleri i¢cin yeni metabolitlerin elde
edilmesi amaciyla 6nemli bir kaynak olarak goriilmiistiir. Streptomyces bakterileri ile
ilgili ¢ok farkli habitatlardan izolasyon ¢alismalar1 yapildigi halde kiyr

numunelerinden yapilmamistir (Giiray, 2006).

Farkl1 kaynaklardan izole edilen ve denizel aktinomisetlerin varligin1 gosteren bir¢ok
calisma yapilmistir. Ulkemizde yapilan galigmalara bakildiginda deniz alglerinden
aktinomiset izolasyonuyla ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu bilgiler
is1ginda farkli bir kaynak olarak degerlendirilen ve yeni sekonder bilesiklerin kesfi
amaciyla Giresun sahillerinden toplanan bir deniz algi olan Ulva lactuca (deniz
marulu)’dan elde edilen komposttan aktinomiset izole edildi ve bu izolatlarin
antibakteriyel, antifungal ve enzim igerikleri arastirilarak segilen 5 izolatin

tanimlanmasi yapildi.
Bu calismada Ulva lactuca materyali kullanilarak hazirlanan komposttan 40

aktinomiset izole edilmistir. Bir ¢alismada Ashraf ve arkadaslar1 (2007), tarim ve

mutfak atiklari, patates kabugu, seker kamis1 atiklari, aga¢ kabugu, gazete kagidi,
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testere tozu, meyve kabugu, ¢im, yaprak, kullanilmis ¢ay, 1spanak dallari, odun talas,
meyve ve sebze atiklarini kompost yemi stoklari olarak tek basina ve kombinasyon
halinde kullanmislardir. Bu kompostlardan mikroorganizmalar (Funguslardan
Aspergillus, Trichoderma, Mucor, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Monilia,
Helminthosporium, Coccidioides, Scedosporium, aktinomiset olarak Nocardia ve
bakterilerden Bacillus, Lactobacilli, Micrococcus, Pseudomonas, Clostridium) izole
edilmis ve karakterize edilmistir. Aktinomisetler toprak, kompostlar, yemler, tath su,
camur, hayvan giibresi, binalarda, toz zerreciklerinde ve ev gibi ortamlardan izole
edilmektedir (Lacey ve ark., 1988). Diger bir ¢alismada Groth ve arkadaglart 1997°de
yaptiklar1 ¢alismada kompost topraktan yeni bir aktinomiset izole etmislerdir ve
taksonomik ve filogenetik olarak calismasini yapmuslardir. Jensen ve arkadaslari
Guam Adasi’nda 10923 metreden elde ettigi sediment Orneklerinden bes yeni
aktinomiset filotipi izole etmislerdir (Lam, 2006). Cuesta ve arkadaslar1 (2012) ise
kalkerli bir toprak, iki fazli zeytinyag: tiretim atig1 (alperujo) kompost ve kompostla
degistirilmis topraktan izole edilen aktinomiset suslarinin izolasyonunu ve
tanimlamasini yapmislardir. Gonzalez ve arkadaslari (2005) da farkli bir kaynak
olarak likenlerden aktinomiset izole etmislerdir. Bir bagka calismada, iilkemizin
cesitli illerinde bulunan 19 dogal magaradan izole edilen toplam 290 aktinomiset
izolatinin ¢esitli mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip madde
iiretim potansiyelleri arastirilmistir (Yiicel,2007). Bir baska calismada Ege ve
Akdeniz Bolgesi’nde farkli derinliklerden (0-35 m) 62 siinger 6rnegi toplanmistir. Bu
siinger &rneklerinden 267 tane aktinomiset grubu bakteri izole edilmistir (Oner,

2011).

Aktinomiset izolasyon c¢alismalarinda  bir¢ok arastirict  farkli  ortamlar
kullanmislardir. Birgok aktinomiset, ¢ogu bakterinin biiyiliyebildigi nutrient agar,
triptik-soy agar, kanli agar, brain-heart besiyerlerinde gelisirken, segici besiyerleri
kullanilarak da istenmeyen mikroorganizmalarin biiylimesi engellenmistir (Labeda
ve Shearer, 1990). Naidenova ve Vladimirova (2002) tarafindan mezofilik
aktinomisetlerin izolasyonuna yonelik bir ¢alismada Bennet ortami, Aktinomiset
Izolasyon Agar ve Gliserol Asparagine Agar gibi ortamlar denenmistir. Sahin ve

arkadaglar1 (2002) ise yaptiklari c¢alismada, yeni termofilik Streptomycetes
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izolasyonuna yonelik ¢aligmalarinda siklohekzimit ve rifampisin eklenmis nisasta-
kazein agarda izolasyon denemesi yapmislardir. Bir baska ¢alismada fungal
biiyiimeyi 6nlemek i¢in klorheksimid igeren nutrient agar petrilerinde termofilik
aktinomiset izolasyonu yapilmistir (Treuhaft ve Jones, 1982). Sultan ve arkadaslar
(2002) ile Sathi ve arkadaslar1 (2001), Czapek-Dox broth, Bonner Addicot broth ve
Oat broth gibi besiyerlerinde biiyiimeyi gozlemlemislerdir. Denizci tarafindan
mezofilik aktinomisetlere yonelik yapilan bir diger ¢alismada soya unu ekstresi ve
¢Oziinilir nisasta iceren bir ortam denenmistir (Denizci, 1996). Basilio ve arkadaslari
(2003), topraktan aktinomiset izolasyonu igin Siklohekzimit ve pimarisin ilave edilen
nisasta-kazein agar kullannuglardir. Ozcan ise yaptign ¢alismada Koloni
morfolojilerinin daha iyi bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in izolatlar1 deniz
suyuyla hazirlanan MHA besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle denemis ve bu
besiyerindeki izolatlar1 koloni morfolojileri bakimindan da degerlendirmistir (Ozcan,
2012). Yine benzer bir sekilde yapilan bir ¢alisma da Aksoy, koloni morfolojilerinin
degerlendirilebilmesi igin izolatlar1 deniz suyuyla hazirlanan aktinomiset izolasyon
agar (AIA) besiyerine ¢izgi ekim yapmis ve koloni morfolojileri bakimindan da
degerlendirilmistir (Aksoy, 2014). Tan ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 aktinomiset
izolasyonu c¢aligmasinda bakteri ve fungus biiyiimesini engelleyen dikromath
besiyeri kullanmiglardir. Bu g¢alismada da aktinomiset izolasyonunda potasyum

dikromatl besiyeri ve nisasta kazein agar besiyeri kullanilmigtir.

Bu c¢alismada izole edilen 40 aktinomisetin biyiitildigi SCA besiyerinde
olusturdugu koloni morfolojileri Ventorino ve arkadaglarmin (2016) yaptiklar

caligma ile benzer sonuglar gostermistir.

Izole edilen 40 aktinomisetin Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Klepsiella pneumonia, Yersinia pseudotuberculosis,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus patojen
bakterilerine karsi antibakteriyal aktivitesi karsit ¢izgi yontemi kullanilarak
arastinildi. izolatlarin tamami E. faecalis bakterisine karsi yiiksek antibakteriyal
aktivite gosterirken P. aeruginosa bakterisine kars1 hicbir aktivite gostermedi. BSU-

19 ve BSU-25 nolu izolatlar P aeruginosa hari¢ diger bakterilere kars1 yliksek
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antagonistik etki gosterdi. Izole edilen 40 izolat igerisinden 7 izolatin (BSU- 16,
BSU-17, BSU-21, BSU-27, BSU-35, BSU-36 ve BSU-40) sadece S. aureus
organizmasina karsi aktivite gosterdigi belirlendi. Abd-Elnaby ve arkadaslar1 (2016)
tarafindan yapilan c¢alismada, toplam 17 deniz aktinomiseti izole edilmistir. S.
parvus’un Gr (-) ve Gr (+) bakterilerine karsi aktif birlesik tirettigi belirlenmistir.
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Aeromonas
hydrophila’ya kars1 sirasiyla, 14, 19, 20 ve 20 mm inhibisyon zonu elde edilmistir.
Hossain ve Rahman (2014) ise Banglades’in iki farkli bolgesinden toprak ornekleri
toplayarak Streptomyces sp. izole etmislerdir. izole edilen izolatlarin Aeromonas,
Pseudomonas ve Edwardsiella cinsine ait farkli balik patojenleri ve Klebsiella,
Salmonella ve Streptococcus cinslerine ait insan klinik patojenlerine Kkarsi
antagonistik aktivitesini karsit ¢izgi yontemi kullanarak incelemislerdir. Baska bir
calismada Ramesh ve Mathivanan (2009), Pulicat goliinden Kanyakumari'ye kadar,
Bengal Korfezinin degisik yerlerinden toplam 288 deniz 6rnegi toplamis ve 208
deniz aktinomiseti izole etmistir. izole edilen 208 deniz aktinomiseti izolatinin 111
tanesi insan patojenlerine karsi antibakteriyal aktivite gostermistir. Bunlardan
31,18,52 ve 81 izolat sirasiyla E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis ve B. subtilis’e
kars1 antibakteriyal aktivite gostermistir. Yine bu ¢aligmada 115 izolat gri, 79 izolat

beyaz, 6 izolat mavi, 7 izolat pembe, 1 izolat turuncu misel renklenmesi gostermistir.

Nisasta-kazein agar besiyerine ikili kiiltir yontemiyle ekilen BSU’lardan 17 izolat
(BSU-1, BSU-2, BSU-3, BSU-4, BSU-6, BSU-7, BSU-8, BSU-12, BSU-13, BSU-
15, BSU-18, BSU-19, BSU-25, BSU-34, BSU-36, BSU-38 ve BSU-40) bitki
patojeni funguslara kars: yiiksek antifungal aktivite gosterirken, bu izolatlardan
BSU-19 ve BSU-25 nolu izolat kullanilan bitki patojeni funguslarin tamamina
(F.culmorum, F.graminearum, F. subglutinans ve Trichoderma sp.) karsi yiiksek
antifungal aktivite gosterdi. Ayni besiyerinde kuyu difiizyon yontemiyle denenen
BSU’lardan 13 izolat (BSU-1, BSU-2, BSU-3, BSU-4, BSU-6, BSU-7, BSU-12,
BSU-13, BSU-15, BSU-18, BSU-19, BSU-25 ve BSU-38) patojen funguslara kars1
antifungal aktivite gosterdi. Bitki patojeni funguslarin tamamina kars1 ise 12 izolat
(BSU-1, BSU-2, BSU-3, BSU-4, BSU-6, BSU-7, BSU-12, BSU-13, BSU-15, BSU-
18, BSU-19 ve BSU-25) yiiksek antifungal aktivite gosterdi. Mueller hinton agar
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besiyerine ikili kiiltiir ve kuyu diflizyon yontemi ile denenen BSU’lardan 13 izolatin
(BSU-1, BSU-2, BSU-3, BSU-4, BSU-6, BSU-7, BSU-12, BSU-13, BSU-15, BSU-
18, BSU-19, BSU-25 ve BSU-38) tiim patojen funguslara kars1 yiiksek antifungal
aktivite gosterdigi belirlendi. Patato deksroz agar besiyerinde ikili kiiltiir yontemiyle
ekilen BSU’lardan 7 izolat (BSU-1, BSU-2, BSU-3, BSU-4, BSU-6, BSU-7 ve BSU-
15), kuyu difiizyon yontemiyle denenen BSU’lardan 11 izolat (BSU-1, BSU-2, BSU-
3, BSU-4, BSU-6, BSU-7, BSU-12, BSU-13, BSU-15, BSU-18 ve BSU-19) patojen
funguslara kars1 yiiksek antifungal aktivite gosterdi. Ramesh ve Mathivanan (2009)
yaptiklar1 calismada 151 izolatin iki bitki patojenine karsi antifungal aktivite
gosterdigini bulmuslardir. Ara ve arkadaslar1 (2012) yaptiklart ¢alismada, Suudi
Arabistan’a ait Riyad topraklarindan 105 aktinomiset izole etmislerdir. Biki patojeni
funguslar olan Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Aspergillus niger ve
Aspergillus flavus’u inhibe etmistir. Sonugta % 61,90 A. alternata, % 61,8 A.
flavus, % 52,24 F. oxysporum ve %50,9 A. niger’ in biiylimesini engelledigini
gostermislerdir. Bharti ve arkadaglar1 (2010) ise Hindistan’in Garhwal bdlgesinin
farkli alanlarindan 69 toprak Ornegi toplamis toplam 316 aktinomiset izole
etmislerdir. Bu izolatlardan 98 (%31,01) izolat bir veya daha fazla patojene karsi
antifungal etki gostermistir. Aktif olan 98 izolattan 19, 67, 42, 37, 18 ve 25 izolat
sirastyla  Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Microsporum canis,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus ve Candida albicans’a kars1 aktivite
gosterirken, 7 izolat tim fungal patojenlere karsi etki gostermistir. Ayrica
Streptomyces’in antagonistik potansiyelinin diger cinslere kiyasla baskin oldugu
bulunmustur. Bir diger calismada Poosarla ve arkadaglart (2013) Andaman
Adalarr’ndaki deniz sedimentlerinden toplanan orneklerden toplam alti aktinomiset
izolat1 izole etmislerdir. Her izolat, bes patojen bakteri ve bazi patojen mantarlara
kars1 test edilmistir. Alt1 izolat arasinda izolatlardan biri tiim bakteri ve mantarlara
kars1 giicli aktivite gostermistir. Bu izolatlarin, agar diflizyon yontemini kullanarak
sirasiyla patates dekstroz agar ve niitrient agar iizerinde yiiksek antifungal ve
antibakteriyel bilesikler rettigi goriilmiistir. Gonzalez ve arkadaslari (2005) ise
Alaska’nin soguk alanlar1 ile Hawaii ve Reunion adalarimin tropik alanlarindan
toplanan likenlerden izole ettikleri aktinomisetlerin popiilasyon ¢esitliligini

incelemislerdir. izole edilen tiim izolatlarin S. aureus, E. coli ve C. albicans’a kars1
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antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmis ve S. aureus’a kars1 % 23, E. coli’ ye
karst % 6,5, C. albicans’a kars1 % 10,7 antimikrobiyal aktivite gézlemlemislerdir.

Bu calismada, izole edilen 40 aktinomisetin 34 (85%)’t amilaz, 21 (%53)’i
lipaz/esteraz, 21 (%53)’i kitinaz, 29 (%73)’u pektinaz, 40 (%100)’1 proteaz ve 30
(%75)’u seliilaz aktivitesi gosterdigi bulundu. Lekshmi ve arkadaglar1 (2014), benzer
bir caligmada aktinomisetlerden izole ettikleri tiim suslarin seliilaz, lipaz ve proteaz
aktivitelerini test etmislerdir. Izole edilen 20 aktinomisetten 15 (%75)’i seliilaz, 13
(% 65)’ti proteaz ve 14 (%70)’1 lipaz aktivitesi gostermistir. Malisorn ve Nikhome
(2014) ise yaptiklar1 ¢alismada aktinomisetlerin kitinaz, amilaz ve seliilaz aktivitesini
arastirmislardir. Izole edilen 129 izolattan 81°i kitinaz, 75’1 amilaz ve 41°i seliilaz
aktivitesi gostermistir. Mohan ve Charya (2012), ¢alismalarinda tatlisu
sistemlerinden 24 aktinomiset izole etmislerdir. Bu izolatlarda 8 (%100)’i amilaz, 7
(%87)’si proteaz, 6 (%75)’s1 iireaz, 6 (%75)’st selilaz ve 8 (%100)’i lipaz
aktviteleri gozlenmistir. Ramesh ve Mathivanan (2009), izole ettikleri 208 izolat
arasindan 183, 157, 116, 72 ve 68 nolu izolatlarin sirasiyla lipaz, kaseinaz, jelatinaz,
seliilaz ve amilaz iirettigini gozlemislerdir. Ozellikle baz1 Streptomycetes cinsi
tiyelerinin makromolekiilleri parcalama kabiliyetleri ekstraselliiler enzimleri
tiretmelerinden kaynaklanmaktadir (Hoq ve ark., 1994). Benzer caligmalarda oldugu
gibi bu g¢alismada da aktinomisetlerin yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu

gozlenmistir.

Bu calismada, Ulva lactuca kompostundan izole edilen 40 aktinomiset arasindan
secilen 5 izolat morfolojik, fizyolojik ve molekiiler olarak karakterize edildi. Bu
caligmada karakterize edilen 5 izolatin nisasta-kazein agarda koloni sekilleri
incelendiginde Ventorino ve arkadaslarmin (2016) yaptiklar1i  calismadaki
Streptomyces bakterilerinin kolonilerine benzedigi goriildii. Izolatlar fizyolojik
olarak farkli pH, tuzluluk ve sicakliklara gore incelendi. Aktinomisetler pH 6-9
araliginda iyi biiylime gostermektedirler (Kim ve ark., 2003). Bu c¢alismada da pH 6-
9 araliginda iyi biiyiime goriildii. 45°C’de biiyiiyen aktinomisetler termotolerant,
55°C’de biiyiiyebilen aktinomisetler termofil olarak bilinmektedir (Korn-Wenish ve
Kutzner, 1992). [zolatlar icinde BSU-19, BSU-25, BSU-38 nolu izolatlarin

57



termotolerant sus oldugu belirlendi ve en iyi 30°C ve 37°C sicaklikta biiyiidiigii
goriildii. Basilio ve arkadaslar1 (2003), farkli pH ve tuz ortaminda toprak
aktinomisetlerinin biiyiimelerini incelemis ve %5 tuz igeren ortamda biiyiliyebilen
aktinomisetlerin halotolerant oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada %5 tuzlululukta
aktinomisetlerin biiyiidiigii goriilmiistiir ve segilen izolatlarin halotolerant oldugu
diistiniilmektedir. 16S rDNA analizlarine gére BSU-1, BSU-12 ve BSU-19 nolu
izolatlarin %98 ve %99 benzerlik orani ile BSU-25 ve BSU-38 nolu izolatlarin %97
oran ile Streptomyces cinsine benzedigi tespit edildi. Yapilan bir ¢alismada Oner
(2011), denizel kaynaklardan izole ettigi aktinomisetlerden yiiksek antimikrobiyal
aktivite gosteren 19 izolatin 16S rDNA analizlerini arastirmig ve tiim izolatlarin
Streptomyces cinsine ait oldugunu tespit etmistir. Streptomyces’ler genis bir gruptur
ve tiir diizeyinde tanimlanmalar1 olduk¢a zordur. 16S rDNA dizilerinin birbirlerine
cok yakin olmasi bir organizmanin bir¢ok organizmaya ayni oranda benzerlik
gostermesine neden olur. Bu nedenle tiir seviyesinde tanimlama yapabilmek i¢in ileri

fenotipik ve kemotaksonomik ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak; Ulva lactuca kompostunda 40 aktinimoset izole edildi. izole edilen
aktinomisetlerin 34’1 (%85) amilaz, 30’u (%75) seliilaz, 29’u (%73) pektinaz, 21’1
(%353) lipaz/esteraz, 21’1 (%53) kitinaz ve 40’1 (%100) proteaz aktivitesi gosterdigi
belirlendi. BSU-19 ve BSU-25 nolu izolatlarin patojen bakterilere karsi yiiksek
antibakteriyal aktivite gosterdigi, BSU-1, BSU-2, BSU-3, BSU-4 BSU-6, BSU-7,
BSU-12, BSU-13, BSU-18, BSU-19, BSU-25 ve BSU-38 nolu izolatlarin bitki
patojeni funguslara kars1 yiiksek antifungal aktivite gosterdigi tespit edildi. Yiiksek
antibakteriyal, antifungal ve enzim aktivitesi gdsteren izolatlar arasindan segilen
BSU-1, BSU-12, BSU-19, BSU-25, BSU-38 nolu izolatlarin Streptomyces cinsine ait
oldugu belirlendi. Ayrica yapilan proteaz deneylerinde bazi izolatlardan elde edilen
ham enzimin hem deterjan ile birlikte hem de tek basina lekeli bez iizerinde etkili

oldugu belirlendi.
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