BOLU YENICAGA GOLU Actinobacteria BIYOCESITLILIGININ
BELIRLENMESI

Ali TOKATLI

YUKSEK LISANS TEZIi

BiYOLOJI ANABILIM DALI

AMASYA UNIVERSITESI

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

Eyliil 2017

AMASYA






BOLU YENICAGA GOLU Actinobacteria BIYOCESITLILIGININ
BELIRLENMESI

Ali TOKATLI

YUKSEK LISANS TEZi

BiYOLOJI ANABILIM DALI

AMASYA UNIVERSITESI

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

Eyliil 2017

AMASYA



KABUL VE ONAY SAYFASI

Ali TOKATLI tarafindan hazirlanan Bolu Yenicaga Golii Actinobacteria
Biyogesitliliginin Belirlenmesi adli bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olarak uygun

oldugunu onaylarim.

Yrd. Dog. Dr. Onder IDIL Tez Danigmani, Biyoloji Anabilim Dali

Bu calisma, jiirimiz tarafindan oy birligi / oy ¢oklugu ile Biyoloji Anabilim Dalinda

Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Tarih: .../

Bu tez ile A.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans derecesini

onamastir.

Fen Bilimleri Enstitiisii Mudiiri



TEZ BILDIRIMI
Tez icindeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu

caligmada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif

yapildigini bildiririm.

(imza)

Ali TOKATLI



BOLU YENICAGA GOLU Actinobacteria BIYOCESITLILIGININ
BELIRLENMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Ali TOKATLI
AMASYA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Eyliil 2017

OZET

Yenicaga Golii Aktinobakteri biyocesitliliginin belirlenmesi ve olasi yeni tiirlerin
literatiire kazandirilmasi bu ¢alismanin temel amacidir. Bu calisma kapsamin da
10 farkh besiyerinden diliisyon plak teknigine gore Aktinobakteri izolasyonu
yapildi. Izolasyon sonucunda 92 izolat elde edildi. 92 izolatin 6 tanesi SM2 agar,
25 tanesi nisasta-kazein agar, 12 tanesi SM3 medium, 9 tanesi Marine agar, 4
tanesi Humik asit vitamin agar, 17 tanesi M1 agar, 11 tanesi Nocardia agar, 8
tanesi ise R2A agardan izole edildi. 76 izolatin 16S rRNA gen bolgesi sekans
analizleri gerceklestirilerek cins diizeyinde belirlendi. Filogenetik analizleri
MEGA 7.0 ve PHYDIT programlari kullanilarak yapildi. Calismada sonucunda
Streptomyces cinsine ait 37, Nocardia cinsine ait 18, Nonomuraea cinsine ait 6,
Micromonospora cinsine ait 5, Actinomadura cinsine ait 4 ve Amycolatopsis,
Cellulosimicrobium, Glycomyces, Oerskovia cinslerine ait 1’er organizma tespit
edildi. Cinslerin 16S rRNA gen bolgeleri dizi analizlerine dayah filogenetik
dendogramlar incelenerek 10 tane izolatin yeni tiir olabilecegi belirlendi. Bu
izolatlardan 9 tanesi Streptomyces cinsine, 1 taneside Amycolatopsis cinsine aittir.
Bunlardan 9 tane Streptomyces izolatinin MLSA analizleri gerceklestirildi. Elde
edilen sonuclarla izolatlarin filogenetik uzakliklarinin 0.007’nin iizerinde oldugu
tespit edildi. MLSA ve 16S rRNA gen bolgesi verilerine gore muhtemel yeni tiir

olan izolatlarin niimerik ¢alismalar1 yapilarak, izolatlar ve tip tiirleri arasindaki



farklar belirlendi. Ayrica Streptomyces sp. YC419 ve Streptomyces sp. YC504
izolatlarimin tip tiirleriyle DNA:DNA hibridizasyon deneyleri yapilarak
izolatlarin yeni tiir olduklar1 dogrulandi. izolatlar ve tip tiirlerinin 10 farkh
besiyerine inokiilasyonlar1 yapilarak morfolojik ve Kkiiltiirel ozellikleri

tamimlandi.

Anahtar kelimeler: Actinobacteria, 16S rRNA geni, MLSA, Streptomyces
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ABSTRACT

The identification of the biodiversity of Actinobacteria in Yeni¢aga Lake and
addition of possible novel species to the literature is purpose in this study. In this
study, Actinobacteria were isolated from 10 different media according to dilution
plate technique. As a result of the isolation, 92 isolates were obtained. 92 isolates
were isolated 6 from SM2 agar, 25 from starch-casein agar, 12 from SM3
medium, 9 from Marine agar, 4 from Humic acid vitamin agar, 17 from M1 agar,
11 from Nocardia agar and 8 from R2A agar. 76 isolates were identified at the
genus level by performing 16S rRNA gene region sequence analysis. Phylogenetic
analyzes were performed using MEGA 7.0 and PHYDIT programs. As a result
of this study 37 isolates belong to Streptomyces, 18 isolates belong to Nocardia, 6
isolates belong to Nonomuraea, 5 isolates belong to Micromonospora, 4 isolates
belong to Actinomadura, and 1 isolates belong to Amycolatopsis,
Cellulosimicrobium, Glycomyces and Oerskovia. Phylogenetic dendograms based
on sequence analysis of 16S rRNA gene regions of the genus were examined and
it was determined that 10 isolates could be novel species. 9 of these isolates belong
to the genus Streptomyces and 1 belong to the genus Amycolatopsis. MLSA

analyzes of 9 Streptomyces isolates were performed. It was determined that the



vii

phylogenetic distances of the isolates were higher than 0.007 with the obtained
results. Differences between isolates and type strains were determined by
performing numerical studies of possible novel species according to the MLSA
and 16S rRNA gene region data. Streptomyces sp. YC419 and Streptomyces sp.
DNA:DNA hybridization experiments were carried out with the type strain of
YC504 isolates to assure that the isolates were the novel species. The
morphological and cultural characteristics of isolates and the type strain were

defined by inoculation to 10 different media.

Key Words - Actinobacteria, 16S rRNA gene, MLSA, Streptomyces
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1 GIRIS

Aktinobakteriler; Actinomycetales ordosuna dahil olan [Goodfellow ve ark., 1988]
yiiksek G+C igerikli, gram pozitif bakteriler olup, biyoteknolojik olarak dnemli tiirleri
igeren, ¢ok sayida tanimlanmus tiir ve farkli ¢evresel izolatlardan olusmaktadir [Hahn
ve ark., 2003; lizuka ve ark., 1998]. Aktinobakteriler; genel olarak toprak
organizmalari olarak bilinmektedirler [Goodfellow ve Williams, 1983; Rheims ve ark.,
1999].

Aktinobakteriler; immiin sistemi baskilayici ajanlar [Mann, 2001], antibiyotikler
[Strohl, 2004; Berdy, 2005], antitiimor ajanlar [Cragg ve ark.,2005], enzimler v.b. gibi
biyoaktif sekonder metabolitlerin % 50’den fazlasini sentezleyen organizmalardir
[Berdy, 2005]. Aktinobakterilerin biyoteknolojik dneminden dolayi, ilag gelistirme
programlarinin genellikle karasal kaynaklardan izole edilen Aktinobakteriler iizerine
calismalar yapmalarina neden olmustur. Son yillarda, karasal kaynaklardan izole
edilen  aktinobakteri  izolatlarinda bilinen benzer biyoaktif bilesikler
sentezlenmektedir. Bundan dolay1r son donemlerde arastirmacilar yeni ve farkli
biyoaktif bilesikleri belirlenmek amaciyla deniz ve tatli su dip sedimentleri gibi

kesfedilmemis habitatlar1 calisma alan1 olarak segmektedirler [Fenical ve ark., 1999].

Son yillarda, suda yasayan mikrobiyal topluluklarla ilgili yapilan arastirmalar,
Aktinobakteri tiyelerinin sucul ekosistemlerde de yaygin oldugunu gostermektedir
[Methé ve ark., 1998; Crump ve ark., 1999; Rappé ve ark., 1999; Glockner ve ark.,
2000; Selje ve ark., 2005]. 16S rRNA ve FISH tabanli ¢alismalar, Aktinobakteri
tiyelerinin ¢esitli tatl su habitatlarinda yaygin olarak bulundugunu ve sayisal olarak
da diger bakteri gruplarindan fazla oldugunu ortaya koymustur [Hiorns ve ark., 1997;
Denisova ve ark., 1999; Glockner ve ark., 2000; Zwart ve ark., 2002]. Ayrica bu
arastirmalar ile gollerdeki Aktinobakteriler ile deniz ve toprak Aktinobakterilerinin
16S rRNA genlerinin farkli oldugu belirlenmistir [Rappe ve ark., 1999]. Tath su

Aktinobakterileri, gollerin alt tabakalarinda da (hipolimnion) bulunur, ancak



yogunluklar1 azalan oksijen konsantrasyonlarina bagl olararak diiser [Allgaier ve
Grossart, 2006; Taipale ve ark., 2009]. Aktinobakteriler, oligotrofik [Humbert ve ark.,
2009], mezotropik [Zeder ve ark., 2009; Humbert ve ark., 2009; Debroas ve ark.,
2009], otrofik [Wu ve ark., 2007], distrofik [Newton ve ark., 2006] gollerde yaygindir.
Aktinobakteriler, genellikle heterotrofik bakterilerin dominant kismini olusturur
[Urbach ve ark., 2001; Selje ve ark., 2005; Van der Gucht ve ark., 2005; Warnecke ve
ark., 2005]. Aymi sekilde Aktinobakteriler diinyada genis bir dagilima sahiptir
[Newton ve ark., 2011].

Tatlisu Aktinobakterileri, gél ve nehir gibi ¢esitli limnetik sistemler yoluyla, kiiresel
olarak ¢ok ¢esitli limnolojik 6zelliklere ayrilmistir [Hiorns ve ark., 1997; Methé ve
Zehr, 1999; Rappé ve ark., 1999; Glockner ve ark., 2000; Zwart ve ark., 2002; Burkert
ve ark., 2003; Haukka ve ark., 2005; Van der Gucht ve ark., 2005]. Sadece 16S rRNA
gen sekanslarmin karsilastirilmasina dayanan filogenetik analizler, diger ¢evrelerdeki
Aktinobakterial sekanslardan net bir sekilde ayrilan tatlisu Aktinobakterilerinin
belirgin filogenetik kokenlerini agiga ¢ikarmistir. Bu sekanslar, genel olarak dagilmis
tatlisu habitatlarindan elde edilmistir. Filogenetik olarak belirgin Aktinobakteri
kiimelerinin olusumu ve onlarin in situ aktiviteleri, tatlisu Aktinobakterilerinin
limnetik ekosistemin bilinen en eski bilesenleri oldugunun kanmitidir [Allgaier ve
Grossart, 2006]. Aktinobakteri iiyeleri siklikla sonbahar ve kig aylarmin sonlarinda
maksimum verimlilige ulasmaktadir [Glockner ve ark., 2000; Burkert ve ark., 2003].
Fakat suanki tatlisu Aktinobakterilerinin olusum ve donemsel dinamikleri hakkindaki

mevcut bilgiler sinirhidir [Allgaier ve Grossart, 2006].

Bu anlamda, son zamanlarda tathisudan elde edilen Aktinobakteriyal sekanslarin
cogunlugunun, heniiz kiiltiire edilmemis bakterilere ait olmasi sasirtict degildir.
Giinlimiizde cok az sayida tatlisu Aktinobakteri izolat1 bulunmaktadir. Bu izolatlar,
sudaki ¢ok ¢esitli habitatlardan elde edilmektedir ve birkag tatlisu Aktinobakterilerinin
filogenetik kokenlerinin temsilcisidir [Watanabe ve ark., 1999; Liidemann ve Conrad,
2000; Hahn ve ark., 2003; Selje ve ark., 2005]. Fakat az sayida izolatin bulunmasi ve



belirgin filogenetik kokenlerle baglantist nedeniyle, fizyolojik ve ekolojik rolleri

hakkinda neredeyse hi¢bir sey bilinmemektedir [Allgaier ve Grossart, 2006].

Bu c¢aligmanin genel olarak amaglari:

>

Yeni¢aga Golii sedimentinden segici izolasyon besi yerleri kullanilarak
Aktinobakteri izolasyonunun gergeklestirilmesi,

izole edilen organizmalar1; geneotipik, fenotipik ve kemotaksonomik teknikler
kullanilarak cins veya tiir diizeyinde tanimlanmasi,

Yenigaga Goli’nilin Aktinobakteri biyogesitliliginin belirlenmesi,

Eger calismada yeni tiir tespit edilmisse polifazik yontemler kullanilarak yeni
tiir oldugunun kesinlestirilmesi ve literatiire kazandirilmasi,

Tiirler arasi iligkilerin agiklanmasinda 16S rRNA gen bdlgesi verilerini
desteklemek i¢in; Streptemyces cinsi iliyelerinde atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB

gen bolgelerinin niikleotit dizi analizlerinin gergeklestirilmesidir.



2 KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Yenicaga Gol’iiniin Genel Ozellikleri

Yenigaga Golii, Bat1 Karadeniz Bolgesi, Bolu ili, Yenigaga ilgesinde yer alan (40° 46'
45" N, 32°01' 33" E) tathisu goliidiir. Otrofik dzellikte olan gdliin en derin noktast 5,2
m’dir [Saygi ve Demirkalp, 2004]. Giineyde Koroglu Dagi (2400 m), kuzeyde ise
Gokeeler Dagi (1911 m) ile gevrilidir. Goliin deniz seviyesinden yiiksekligi 976 m’dir
[Ertan ve ark.,1989].

Resim 2.1. Yenigaga Golii’ne ait uydu goriintiisii

Yenicaga Golii, Bogazlar (Istanbul ve Canakkale) iizerinden gelen kuslarin go¢ yolu
iizerinde bulunmasi, gol ¢evresinin énemli turba yatagi olmasi ve golde balikgilik
yapilmasi nedeniyle oldukg¢a 6nemli bir sucul ekosistemdir. Yenicaga Golii’'nde gol ve
cevresini kulugkaya yatmak, konaklamak ve kislamak amagl kullanan 183 kus tiirii
tespit edilmistir [Kilig ve Kasparek, 1989]. G6l ekonomik agidan da biiyiikk 6neme
sahiptir.



2.2 Actinobacteria

Actinobacteria terimi giiniimiizde Actinomycetales ordosunun filamentli {yelerini
tamimlamak i¢in kullanilmaktadir fakat daha onceleri bu grup Actinomycete olarak
adlandirilmaktaydi [Ward ve Bora, 2006]. Yunanca kaynakli olan Actinomycete;
‘isinli-fungus’lar anlamina gelmektedir ve morfolojilerindeki benzerlik funguslarla
karistirllmalarma neden  olmustur  [Lechevalier ve Lechevalier, 1981].
Aktinobakteriler ¢ogunlukla aerobik, dallanmis filamentli hiflere sahip, Gram-pozitif

bakteriler olarak tanimlanirlar [Lechevalier ve Lechevalier, 1981].

Aktinobakterilerin ¢ogu konidia ya da konidiasporlari tasiyan aerial miselyumlardan
olugmaktadir. Sporangianin i¢inde veya filamentlerin sonunda yer alan bu sporlar

Sporangiospor olarak isimlendirilir [Prescott ve ark., 2002b].

Biitiin Aktinobakteri gruplar1 karekteristik olarak; genomlar: yiiksek G+C (% 50°nin
tizerinde) igermektedir [Stackebrandt ve ark., 1997; Prescott ve ark., 2002b].
Aktinobakteriler farkli cografik lokasyonlarin yaninda; farkli pH, sicaklik, basing ve
farkl1 konsatrasyonlarda tuz igeren kaynaklarda da tespit edilmistir. Ayrica
Aktinobakteri lyeleri okyanuslardaki ekosistemin biliyik bir bolimiini
olusturmaktadirlar. Aktinobakteri liyeleri; deniz yiizey mikroflorasindan, stinger gibi
deniz hayvanlarindan, sedimentlerden, su kolonlarindan ve serbest yiizen deniz
organizmalar1 gibi farkli ve genis ekosistemlerden de izole edilmistir [Lam, 2006;

Ward ve Bora, 2006].

Tabiatta cok genis bir dagilim gosteren Aktinobakteriler saprofitik o6zellikleriyle
organik bilesikleri parcalayarak ayristirirlar ve boylelikle besin dongiisiine katkida
bulunurlar. [Goodfellow ve Williams, 1983; Hasegawa ve ark., 2006]. Bu duruma
toprak  Aktinobakterileri  6rnek  verilebilir.  Yapilan c¢alismalarda toprak
Aktinobakterilerinin kitin, keratin, seliiloz, hemiseliiloz, lignin, lignoseliiloz ve pektin
gibi karmasik organik bilesikleri par¢alama yeteneklerinin oldugu tespit edilmistir.

Bunlardan farkli olarak da pestisit, herbisit, hidrokarbon, petrol gibi farkli bilesiklerin



de topraktan uzaklastirilmasinda rol oynayarak sadece parcalama degil aritma
islemlerinde de topraga fayda saglamaktadirlar [Goodfellow ve Williams, 1983;
Jayasinghe ve Parkinson, 2008]. Aktinomisetler sularin aritilma isleminde, fitalat
esterlerin ortadan kaldirilmasinda, ¢dkelmenin Onlenmesinde, demiilsifikasyonun
(emiilsiyonun ayrilmasina yardimci olma) gergeklestirilmesinde rol alirlar. Fakat ayni
zamanda borulari tikayan yogun kopiiklerin olugsmasina da sebep olurlar. [Lechevalier
ve Lechevalier, 1981; Goodfellow ve Williams, 1983; Prescott ve ark., 2002b].

Aktinomisetler medikal ve endiistriyel agidan da olduk¢a Onemlidirler. En fazla
antibiyotik {iireticisi olarak Streptomyces cinsinin iiyeleri bilinmekte ve sekonder
metabolitlerin yarisindan fazlasini tiretmektedirler [Watve ve ark., 2001; Busti ve ark.,
2006; Marinelli, 2009].

Antibiyotik ve kullanilabilir enzimleri igeren c¢ok c¢esitli sekonder metabolit
tiretmelerinin yani1 sira, patojen etki gostererek bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda
cesitli hastaliklara da sebep olabilirler [Lechevalier ve Lechevalier, 1981; Goodfellow
ve Williams, 1983; Prescott ve ark., 2002b]. Bazi Aktinobakteri tiyeleride firsatgi
patojendir. Ciizzam, tiiberkiiloz (TB), paratiiberkiiloz, aktinomikozis, mycetoma,
allerjik pnémoniler, streptothricosis, nokardiyozis gibi hastaliklar Aktinobakterilerin
insanlarda sebep olduklar1 patojen etkilere 6rnek olarak verilebilir [Goodfellow ve
Williams, 1983; Williams ve ark., 1989; Chun ve Goodfellow, 1995; Prescott ve ark.,
2002b]. Bir¢ok Aktinobakteri liyesinin bitkinin i¢ dokularina endofitik olarak kolonize
olup bitkilerle yakin iliski kurdugu ve bitkiye pek ¢ok yarar sagladigi tespit edilmistir.
Endofitik organizmalar konak bitkiye dnemli sekonder metabolitler tiretmektedir. Bu
sekonder metabolitler icerisinde, mikroorganizma ve bdcek o6ldiiriicii molekiiller
[Coombs ve Franco, 2003; Hasegawa ve ark., 2006], bitki biiylime diizenleyicileri
[Hasegawa ve ark., 2006; Ryan ve ark., 2008] ve temel vitaminleri bulunmaktadir
[Ryan ve ark., 2008]. Aktinobakteri iiyeleri ayni zamanda fungus, yesil alg ve
siyanobakteriler gibi bagka organizmalarla simbiyotik iliskiler kurarak likenlerin

biiyiik bir bilesenini olusturmaktadirlar [Gonzélez ve ark., 2005].



Actinobacteria, 5 alt sinif, 6 ordo ve 14 altordo [Ludwig ve ark., 2012; Barka ve ark.,
2016] dahil olmak iizere bakteri domaini igerisinde su ana kadar tanimlanan 18 ana
soy arasinda en biiyiik taksonomik birimden birini temsil etmektedir. Bu filumun
cinsleri morfoloji, fizyoloji ve metabolik kabiliyetleri bakimindan muazzam cesitlilik
gosterir. Aktinobakterilerin taksonomisi, bilgi birikimi ile birlikte zamanla 6nemli
Olgiide gelismistir. Buchanan tarafindan 1917'de [Buchanan, 1917] Kkurulan

Actinomycetales sinifi, bu prokaryotik organizma grubuna aittir.

Actinobacteria filumu, 16S rRNA gen bolgesi filogenetik agaglarindaki dallanma
konumu temel alarak tanimlanmistir. Ancak 16S rRNA dizileri, yakindan iliskili tiirler
veya cinsler arasinda iyi ayrim yapamayarak belirsizlie neden olabilir. Ornegin,
Kitasatospora cinsinin [Omura ve ark., 1982] Streptomycetaceae familyasi i¢indeki
taksonomik durumu yillarca tartisitlmigtir [Wellington ve ark., 1992; Zhang ve ark.,
1997; Ludwig ve ark., 2012] ancak son zamanlarda ayrintili genetik analizler ayr1 bir
cins olarak degerlendirilmesi gerektigine dair gili¢lii kanitlar saglamistir [Girard ve
ark., 2014]. Micromonospora, Verrucosispora ve Salinispora arasinda da benzer bir
yakin iligki vardir. Bu nedenle, rpoB ve son zamanlarda ssgB de dahil olmak iizere
yakindan 1iligkili cinsler arasinda ayrim yapmak i¢in ilave genetik belirtecler
kullanilmaktadir [Girard ve ark., 2013]. Dahasi, genom dizisi bilgilerinin
erigilebilirliginde son zamanlarda yapilan genis ¢apli artig, genom hakkinda ayrintili
bilgiler saglamis, cinslere ve familyaya gore organizmalara Ozgli genlerin

tanimlanmasini miimkiin hale getirmistir [Kirby, 2011].

Filum Actinobacterianin 16S rRNA agacglarina dayanan giincellenmis taksonomisi
yakin zamanda bildirilmistir [Ludwig ve ark., 2012]. Bu giincelleme alt siniflarin ve
altordolarin taksonomik safhalarini ortadan kaldirarak; eski alt siniflar1 sinif ve eski
altordolari ise ordo safhalarina yiikseltmistir [Gao ve Gupta, 2012]. Filum bdylece alt1
smifa ayrilir:  Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria,
Rubrobacteria ve Thermoleophilia. Actinobacteria sinifi, Onceden Onerilen
Actinomycetales ve Bifidobacteriales ordolar1 da dahil olmak {izere 16 ordo igerir [Zhi

ve ark., 2009]. Sonug olarak, Actinobacteria filumundaki 53 familyadan 43" tek bir



simif olan Actinobacteria iginde yer alirken, diger 5 sinif ile birlikte 10 familyaya
sahiptir. [Goodfellow ve ark., 2012].

2.3 Baz Aktinobakteri Cins ve Genel Ozellikleri

2.3.1 Amycolatopsis cinsi

Amycolatopsis cinsi, aerobik, gram pozitif, aside direngsiz, dallanmis substrat hif
olusturan hareketsiz aktinomisetlerden olusur ve spor zincirleri vejetatif hifler
izerinde meydana gelmektedir. Amycolatopsis cinsi, Actinomycetales takiminin
Pseudonocardiaceae familyasi igerisinde siniflandirilmaktadir. DNA G+C igerigi %
66-74’tir [Kim ve Goodfellow, 1999]. Amycolatopsis cinsi izolatlar genellikle
topraktan izole edilmistir. Ayrica tatli sulardan, insan ve hayvan klinik 6rneklerinden,
tuzlu su kaynaklari ve magaralar gibi cevrelerden izole edilmis izolatlar da

bulunmaktadir [Ding ve ark., 2007; Tang ve ark., 2010].

Amycolatopsis cinsi izolatlarin genel olarak hiicre duvar yapisinda mezo-
diaminopimelik asit, seker olarakta galaktoz ve arabinoz bulunmaktadir. Mikolik asit
icermezler [Ding ve ark., 2007]. Amycolatopsis cinsi iiyeleri, diiz zincirde, tekli
doymamus, is0, anteiso- ve 10-methyl dallanmis doymus yag asitlerince zengindir
[Yassin ve ark., 1993]. Dominant menakinon olarak, MK9 (H2), MK9 (Hs) ve MK9
(Hs) icermektedir. Amycolatopsis suslari, fosfatidiletanolamin ve ¢esitli
difosfatidilgliserol, fosfatidil inozitol ve fosfatidilinoziol mannozitlerin olusumu ile
fosfatidil gliserol igerir [Yassin ve ark., 1991]. Cinsin tip susu Amycolatopsis
orientalis IMSNU 20058™dir [Lechevalier ve ark., 1986]. Giiniimiizde 70 tane
Amycolatopsis tiirii 4 tane de alttiirii karakterize edilmistir [URL-1].

Amycolatopsis suslari, vankomisin ve rifampisin antibiyotiklerinin kaynagi olarak
bilinirler ve biyoteknolojik olarak onemli yeni biyoaktif bilesenlerin iireticileri
olduklari da bilinmektedir [Tang ve ark., 1998; Wink ve ark., 2003a; Xu ve ark., 2003].
Vankomisin ilk defa Amycolatopsis orientalis’den izole edilmistir. Bu bilesikler



peptidoglikan sentezini inhibe eder, enterococci ve staphylococci kaynakli bakteri
enfeksiyonlarma karst klinikte kullanilmaktadir. Rifampisin ilk defa Amycolatopsis
mediterranei’den izole edilmistir. Bu bilesik DNA-bagimli RNA sentezini inhibe eden
ansamycin antibiyotigidir. Rifampisin, Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 aktiftir.
Tiiberkiiloz, lepra ve AIDS-iliskili mikobakteriyal enfeksiyonlarin [Floss ve Yu, 2005]

tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
2.3.2 Actinomadura cinsi

Thermomonosporaceae familyasinda yer alan Actinomadura cinsi ilk olarak
Lechevalier ve Lechevalier [1970b] tarafindan tanimlanmistir daha sonra Miyadoh ve
Miyara [2001], ve Zhang ve ark. [1998; 2001] tarafindan yeniden diizenlenmistir.
Actinomadura cinsinin tiyeleri aerobik, gram pozitif, asit-fast negatif ve hareketsiz
organizmalardan olusur. DNA G+C igerigi % 66-72 mol’diir [Kroppenstedt ve ark.,
1990; Lu ve ark., 2003; Wink ve ark., 2003; Wang ve ark., 2007; Ara ve ark., 2008].
Actinomadura iiyeleri genellikle kemoorganotrofik organizmalardir, dallanmig
substrat misellerine sahiptirler. Tek ya da kisa zincirli 15 veya daha fazla artrosporlar
tastyan hava miselyumu bulundururlar. Yiizeydeki spor zincirleri spiral, diiz ya da
kanca seklinde farkli uzunluklarda diizenli, piiriizsiiz, dairesel sporlara sahiptir [Lu ve
ark., 2003; Tseng ve ark., 2009].

Actinomadura tiyeleri karakteristik olarak mezo-diaminopimelik asit (mezo-Azpm) ve
tim hiicre hidrolizatinda maduroz sekeri bulundururlar (duvar kemotip IIIB)
[Lechevalier ve Lechevalier, 1970a]. MK-9(Hs), MK-9(Hs) ve MK-9(Hs) baskin
menakinon tipleridir, peptidoglikanlarinda asetillenmis muramik asit igermektedirler.
Onemli fosfolipitleri  difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidilinozitol (PI) ve
fosfatidilinozitol mannozit (PIM)’tir. Major yag asitleri hekzadekanoik (Cie:0), 14-
metilpentadekanoik (iso-Cie:0) Ve 10-metiloktadekanoik asittir (tuberkiilostearik asit)
(vag tip 3a) [Kroppenstedt ve ark., 1990]. Fenotipik, morfolojik ve kemotaksonomik
ozellikleri kullanilarak giintimiize kadar bu cinsin 83 tiir ve 2 alt tiirli tanimlanmigtir

[URL-2].
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Actinomadura izolatlar1 genel olarak topraktan izole edilmektedir [Quintana ve ark.,
2003a; Cook ve ark., 2005; Lee ve Jeong, 2006; le Roes ve Meyers, 2007; Wang ve
ark., 2007; Ara ve ark., 2008]. Fakat insan ve bitki kaynakli izolatlarda mevcuttur.
Actinomadura sputi IMMIB L-8897 gibi birkac tiirii klinik materyallerden izole
edilmistir [Trujillo ve Goodfellow, 1997; Yassin ve ark., 2010]. Cin’in Yunnan
Bolgesinde bulunan Maytenus austroyunnanensis bitkisinin yapraklarindan endofitik
Actinomadura tiirii Qin ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda izole edilmistir ve
Actinomadura flavalba olarak adlandirilmistir. Ayrica Tayland’daki Avrupa bal ar1
kovanindan Actinomadura rifamycini ATCC 33264 tiirii izole edilmistir [Promnuan
ve ark., 2009].

2.3.3 Cellulosimicrobium cinsi

Cellulosimicrobium cinsi Schumann ve arkadaslari tarafindan 2001°de tanimlanmustir.
Cellulosimicrobium cinsi, Gram pozitif, sar1 renkli, hareketsiz ve ¢ubuk sekli ile
karakterize edilir [Schumann ve ark., 2001], Cellulosimicrobium cinsi
kemoorganotroftur [Stackebrandt ve ark., 1997]. Giiniimiizde Cellulosimicrobium

cinsine ait 6 tiir bulunmaktadir [URL-3].

Cellulosimicrobium cinsinin tiirleri; C. cellulans, C. funkei ve C. terreum’dur.
Bunlardan C. cellulans ve C. funkei’nin patogenik oldugu rapor edilmistir [Heym ve
ark., 2005], katalaz pozitiftir [Delport ve ark., 2014]. C. cellulans, topraktan, glirliyen
bitki materyalleri ve kanalizasyon tesislerinden izole edilmesine ragmen siradis1 insan
patojenidir. Cellulosimicrobium spp. kaynakli enfeksiyonlar; endokardit, menenjit,
keratit, endoftalmit, septik artrit ve kemik iligi transplantasyonu dahil olmak iizere
yaklasik 30 vakada bildirilmistir. C. cellulans enfeksiyonu, genellikle bagigiklig
baskilanmis hastalarda, tiimoér kaynakli immiin baskilanmasi, viriis enfeksiyonu

sonrasi ve nakil sonrasi ortaya ¢ikmaktadir [Delport ve ark., 2014].

Cellulosimicrobium sp. kirletilmis topraktaki rizosfer kolonizasyonu yoluyla alti

degerlikli kroma kars1 direngli oldugu bulunmustur [Chatterjee ve ark, 2009]. Ayrica
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Cellulosimicrobium sp. karbon kaynagindan hidrolitik enzimler olan ksilanaz ve
seliiloz {tiretebilir ve bu enzimler kagit endiistrisinde, camagirhanelerde ve tarimda

daha fazla kullanilabilir [Song ve Wei, 2010].
2.3.4 Glycomyces cinsi

Glycomyces cinsi ilk olarak 1985 yilinda Labeda ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir, daha sonra Labeda ve Kroppenstedt [2004] tarafindan degisiklik
yapilmistir.  Stackebrandtia cinsini de [Labeda ve Kroppenstedt, 2005] igeren
Glycomycineae [Stackebrandt ve ark, 1997] alt sinifina aittir. Tanimlanan tiirlerin

hepsi topraktan izole edilmistir. Glycomyces ait 17 tiir tespit edilmistir [URL-4].

Glycomyces cinsi iiyeleri aerobik, Gram-pozitif, asit direnci olmayan, hareketsiz
aktinomisetlerdir. Dallanmig substrat miselyum (yaklasik 0.35-0.5 mm ¢apinda) ve
bazi ortamlarda hava miselyum iiretebilirler, katalaz pozitiftir ve mikolik asit yoktur.
Tip II hiicre duvari bilesimi mezo-diaminopimelik asit ve glisindir [Potekhina ve ark.,
1993]. Karakteristik seker olarak riboz igerir. Baskin olarak dallanmis yag asitleri ve
fosfolipid igermektedir [Labeda ve Kroppenstedt, 2005].

2.3.5 Micromonospora cinsi

Micromonosporaceae familyasina ait olan Micromonospora cinsi 1923 yilinda Orskov
tarafindan tanimlanmustir [Zhi ve ark., 2009]. Cinsin tip tiirii Micromonospora chalcea
ATCC 12452™dir. Micromonospora cinsinin iiyeleri Gram-pozitiftir ve asit-fast
ozellik gostermezler, karakteristik hiicre duvar polisakkarit yapisi arabinoz ve
ksiloz’dur [Lechevalier ve Lechevalier, 1970]. Micromonospora tiirlerinde sporlar
substrat miselyumunda olusur ve kiiresel, oval ya da eliptik yapida olabilirler [Cross,
1981; Kawamoto, 1989; Koch ve ark., 1996a]. Micromonospora cinsi iiyelerinde
benzer mikroskobik hiicre morfolojisi goriiliir. Organizmalar 0,25-1,5 pm capinda
dallanmig, bolmeli hifler olusturur ve koloniler beyaz, turuncu, giilkurusu veya

kahverengi renkte olabilirken, besiyerine ¢dziiniir pigment yayan tiirlerde mevcuttur
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[Hirsch ve Valdés, 2010]. Cogunlukla koloniler ilk olarak hafif sar1 ve agik turuncu
renkler de olusurken, koloniler yaslandik¢a renkleri koyulasir ve koyu turuncu,
kirmizi, kahverengi ve siyah renk alabilirler [Vobis, 2006]. Micromonospora cinsine
ait 76 tiir ve 7 alt tiir bulunmaktadir [URL-5].

Micromonospora fiyeleri iSo- ve anteiso- doymus yag asitleriyle birlikte bazi
doymamig yag asitlerini kompleks bir karisim seklinde bulundurur. Menakinon
profilleri olduk¢a komplekstir; genellikle major bilesikleri MK-10(Hs) ve MK-
10(He)’dur. Genel olarak fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilinozitol (PI) ve
fosfatidilinozitol mannozit (PIM)’tir fosfolipitleri baskin konumdadir ve
Micromonospora suslari mikolik asit bulundurmaz [Cross, 1981; Kawamoto, 1989;
Koch ve ark., 1996a].

Micromonosporaceae {iyelerinin hiicre morfolojileri yiiksek oranda benzerlik
gosterdiginden dolay1 diger cinslere ait iiyelerin Micromonospora cinsi iiyelerden
morfolojik olarak ayrimi1 oldukg¢a zordur. Tanimlama yapabilmek igin tiir diizeyinde
genellikle 16S rRNA ya da gryB gen dizi analizleri kullanilmaktadir [Koch ve ark,
1996; Kasai ve ark., 2000].

16S rRNA gen bolgesi ya da gryB gen bolgesi dizi analizleri sonucu suslarin tiir
diizeyinde taksonomik konumu belirlenebilir fakat bazi suslarin alt tiir olarak kabul
edilmesi problem olusturmaktadir. Bu problem DNA-DNA hibridizasyon (DDH)
deneylerinin  yapilmasiyla ortadan kalkmaktadir. Cok sayida DNA-DNA
hibridizasyon (DDH) deneyinin gerceklestirilmesi, cins igerisinde tiir ayriminda 16S
rRNA gen bolgesi verilerine gore gyrB gen bolgesi verilerinin daha giivenilir sonuglar

verdigini gostermektedir [Kasai ve ark., 2000].

Micromonospora cinsi agisindan 16S rRNA gen bolgesi ve gryB gen bolgesi verilerini
kiyaslamak gerekirse Micromonospora cinsine ait tiirler aras1 farkliliklart gostermek
icin gryB gen bolgesi verilerini kullanmak, 16S rRNA gen bdlgesi verilerini

kullanmaktan daha avantajli oldugu dusiiniilmektedir. gryB gen bolgesi, 16S rRNA
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gen bolgesinden daha az korundugu icin daha fazla degisiklige ugramis olabilecegi ve
Micromonospora cinsi suslarin arasindaki farkliligi daha iyi ortaya koydugu goriisii

agir basmaktadir [de Menezes ve ark., 2008].

Micromonospora cinsi tiyeleri gol, akarsu, derin deniz sedimenti, akuatik kaynaklar,
sahil kumu, ¢eltik tarlalar1 ve topraktan izole edilmektedirler [Cross, 1981; Kawamoto,
1989]. Ayrica bitkilerin yapraklarindan [Kirby ve ark., 2010], kdk nodiillerinden de
izole edilen Micromonospora 6rneklerine rastlanmistir [Garcia ve ark., 2010; Trujillo
ve ark., 2006].

Micromonospora iiyeleri sahip oldugu hidrolitik enzimler sayesinde organik madde
dongiistinde 6nemli rol oynamaktadir [Songsumanus ve ark., 2013; Gurovic ve ark.,
2013; Ren ve ark., 2013]. Sahip oldugu bu hidrolitik enzimlerle seliiloz, kitin, lignin
ve diger kompleks polisakkaritleri parcalayabilmektedir [Erikson, 1941; Wilson,
1992; Gacto ve ark., 2000; de Menezes ve ark., 2008].

Ayrica birgok Micromonospora susu aminoglikozid tipi antibiyotik treticisi olarak
bilinmektedirler [Kasai ve ark., 2000]. Gentamisin (Micromonospora echinospora)
bunlarin en iyi bilinen 6rneklerinden biridir [Cross, 1981]. Antibiyotik iiretebilme
kabiliyetlerinin yaninda bazilar1 dogal kaucugu pargalayabilme [Kasai ve ark., 2000]
hatta radon ile kirlenmis su i¢inde hayatta kalma yetenegine sahip oraganizmalara

rastlanmaktadir [Trujillo ve ark., 2005].

2.3.6 Nocardia cinsi

Stackebrandt ve arkadaslari tarafindan 6nerilen Nocardia cinsi, Corynebacterineae alt
takimmin bir parcast olan Nocardiaceae familyasina aittir [Goodfellow ve
Lechevalier, 1989; Gordon ve Mihm, 1957; 1962]. Nocardiaceae familyasi, 16S
rRNA gen bolgesi verilerine gore, kemotaksonomik oOzelliklere ve dnemli olgiide
mikolik asitlerin varligina gore gruplandirilan, Nocardia, Rhodococcus, Gordonia,

Millisia, Skermania, Williamsia ve Smaragdicoccus cinslerini igermektedir



14

[Goodfellow ve ark, 1999; Goodfellow ve Maldonado, 2006; Adachi ve ark., 2007].
Nocardia cinsi iiyeleri aerobik, dallanmis filamentleri bir arada bulundurarak genis bir
yap1 olusuran, Gram pozitif, hareketsiz, katalaz pozitif, asit alkol direncine sahip olan
Aktinobakterilerdir. Nocardia cinsi iiyelerinde yaklasik 0,5-1,2 um ¢apinda farkli
morfolojik yapilar goriilmektedir [Goodfellow ve Cross, 1984; Conville ve Witebsky.,
2010]. Gluniimiizde Nocardia cinsine ait 112 tiir kayit edilmistir [URL-6].

Nocardia cinsi tiyeleri, peptidoglikanin tamaminda mezo-diaminopimelik asit varligi
da dahil olmak ftizere gesitli kimyasal markirlarla karakterize edilir. Karakteristik
sekerleri arabinoz ve galaktozdur. Genomik DNA G+C igerigi % 64-% 72 mol
araligina sahiptir [Trevisan, 1889; Lechevalier, 1976; Goodfellow, 1998].
Kemotaksonomik 6zellikler arasinda, hiicre duvarinda (tip IV) mezo-diaminopimelik
asit (mezo-A2pm) bulunmaktadir. Karakteristik fosfolipitleri PII tipleridir; bunlar
difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilinozitol (PI) ve
fosfatidilinozitol mannozit (PIM) i¢ermektedir. Yag asidi profilleri diiz zincirli,
doymamig ve tiiberkiilostearik asitlerdir (Tip IV yag asidi profili). Baskin
menakinonlart MK-8(H4) ya da MK-9(H2)’dir. Mikolik asitleri 40-60 kadar karbon

atomu igermektedir [Goodfellow & Lechevalier, 1989].

Nocardia cinsinin iiyeleri insan ve hayvan patojenleri olarak bilinirler [Brown-Elliott
ve ark., 2006; Ezeoke ve ark., 2013]. Nocardia'nin tiir zenginliginin ekolojik ve
endiistriyel agidan dogal yasam alanlar1 ve farkli kaynaklardan belirlenmesi 6nemlidir,
¢linkii cinsin yeni {iyeleri nocardicin, tubelactomisin A ve brasilicardin A gibi ticari
acidan onemli biyoaktif bilesikler iiretmektedirler. Bunlar da organizmalarin yasam
alanlarma gore degisiklik gostermektedir [Aoki ve ark., 1976; Komaki ve ark., 1999;
Igarashi ve ark., 2000]. Ayrica dogal yasam ortamlarinda, dzellikle toprakta islevsel
rol oynadiklar1 da bilinmektedir [Maldonado ve ark., 2000]. Bazilar1 topraktan izole
edilmis olsalar da dnemli bir kismi klinik 6rneklerden izole edilmistir. Baz: tiirlerinin
ise insanlarda ve bazi hayvanlarda patojen etki gosterdigi diistinilmektedir
[Goodfellow ve Lechevalier, 1989; Chun ve Goodfellow, 1995]. Nocardia

enfeksiyonunun insanlarda neden oldugu hastaliklardan birisi actinomycete



15

mycetoma’dir. Bu hastaliga Nocardia brasiliensis ve Nocardia transvalensis tiirleri
sebep olmaktadir. Digeri ise nocardiosis’dir ve bu hastaliga ise Nocardia asteroides,
Nocardia farcinica ve Nocardia nova tiirleri sebep olmaktadir [Chun ve Goodfellow,
1995].

2.3.7 Nonomuraea cinsi

Nonomuraea cinsi, 1998 yilinda Zhang ve arkadaslari tarafindan
Streptosporangiaceae ailesinin bir iiyesi olarak 6nerildi. Nonomurae cinsinin iiyeleri,
aerobik, Gram pozitif, asit direnci olmayan, hareketsiz Aktinobakteriler olup, bunlar
yaygin olarak dallanmis bir substrat ve hava miselyumu olustururlar. Hava miselleri
kivrimli, spiral veya diiz spor zincirlerinden olusur ve sporlarin yiizeylerinde
katlanmig, diizensiz, pilirlizsiiz veya piiriizlii siislemeler goriiliir. Nonomuraea cinsi,
kemotaksonomik olarak hiicre duvarinda mezo-diaminopimelik asit bulunur, tiim
hiicre hidrolizatlarinda karakteristik seker olarak maduroz bulunur. Giiniimiizde

Nonomuraea cinsine ait 47 tiir ve 2 tane de alt tiir bulunmaktadir [URL-7].

Major yag asitleri Ci7:0 10-methyl ve is0-Cieio dallanmis zincirli yag asitleri ile
karakterize edilir, dokuz izopren birimi ve bilyilk miktarda difosfatidilgliserol,
hidroksillenmis fosfatidiletanolamin, karakterize edilmemis glikolipidler ve bir
glukozamin igeren fosfolipid igerir. Baskin bulunan menakinonlart MK-9 (Ho), MK-9
(H2), MK-9 (H4)’tiir [Nonomura ve Ohara, 1971; Zhang ve ark., 1998; Quintana ve
ark, 2003]. Nonomuraea cinsinin tip tiirii Nonomuraea pusilla NRRL B-16126"dir
[Zhang ve ark., 1998].
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2.3.8 Oerskovia cinsi

Oerskovia cinsi daha 6nce Nocardia cinsi igerisine yerlestirilmistir [Erikson, 1954]
fakat 1970 yilinda Prauser ve arkadaslar tarafindan tekrar tanimlanmistir. Oerskovia
cinsi, hareketli ve dallanmis hiflere sahip, sar1 pigmentli, Gram pozitif
organizmalardan olusur. Bu hifler hareketli ve ¢ubuk seklindedir, hava miselyumu
yoktur ve hiicre duvar kompozisyonu tip VI ile karakterize edilir [Sukapure ve ark.,
1970]. Tip VI hiicre duvarina sahip diger aktinomisetler arasinda Actinomyces, Rothia,
Arthrobacter ve Promicromonospora cinsleri bulunur. Bunlardan Oerskovia’ya
benzerlik gosteren tek takson Krasilnikov ve arkadaglari tarafindan 1961°de
tanimlanan Promicromonospora’dir. Bu organizma Onceleri, toprak, aliiminyum ve
kuru cayir kaynaklarindan tanimlanmistir. Son 20 yilda klinik kaynaklardan izole
edilmis bir dizi hareketli, gram pozitif, spor olusturmayan, sar1 pigment iireten
organizmalar tanimlanmistir. Gilinlimiizde Oerskovia cinsine ait 5 tane tiir tespit
edilmistir [URL-8].

2.3.9 Streptomyces cinsi

Streptomyces cinsi, Actinomycetales takiminda yer alan Streptomycetaceae
familyasinin gram pozitif aerobik iiyelerinden olusmaktadir [Stackebrandt ve ark.,
1997]. Tip tiirii Streptomyces albus ATCC 25426 dur. Streptomyces iiyeleri Gram-
pozitif, asit-fast olmayan, katalaz pozitif ve aerobik organizmalardir. Genis 6lgiide
karbon ve azot kaynaklarini kullanabilirler. Dallanmis vejetatif miseller iretirler ve
nadir olarak fragment olusturmaktadirlar. Hava miselleri, koloniler olgunlasirken ¢ok
¢ekirdekli hava filamentlerinde iiretilirler [Anderson ve Wellington, 2001]. Spor
zincirlerinin morfolojisi diiz ve dalgali, gengel, spiraller olarak tanimlanabilmektedir.
Spor yiizey sekilleri tiiysii, diiz, dikensi, girintili-gikintili ya da sigilli olabilmektedir.
Bazi tiirlerde ¢ok ¢esitli renklerde pigment iiretimi goriilmektedir. Olgun hava
misellerinin renkleri mavi, gri, yesil, kirmizi, menekse, beyaz ya da sar1 olabilir.
[Kutzner, 1981; Williams ve ark., 1989; Anderson ve Wellington, 2001]. Giiniimiizde
Streptomyces cinsine ait 821 tiir ve 38 alt tiir tespit edilmistir [URL-9].
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Streptomyces iiyelerinin Karekteristik kemotaksonomik 6zelligi hiicre duvarinda glisin
ile LL-DAP bulunmasi ve hiicre duvarinda tanisal higbir seker bulunmamasidir. Ayrica
suslarda mikolik asitte bulunmaz. Dominant menakinonlari; dokuz izopren iiniteli
hekza- ya da okta-hidrogenaz’dir. Major yag asidi profilleri; doymus iso- ve anteiso-
yag asitleridir. Hiicre membranlarinin fosfolipit igerikleri fosfatidilgliserol (PG),
fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilinozitol (PI) ve fosfatidilinozitol mannozit (PIM)
(PII tip fosfolipitler)’dir [Kutzner, 1981; Williams ve ark., 1989; Anderson ve
Wellington, 2001].

Streptomyces cinsi tiyeleri genellikle topraklardan izole edilmektedirler fakat sucul ve
karasal yasam alanlarinda da genis dagilim gosterdigi distiniilmektedir [Kutzner,
1981; Williams ve ark., 1989]. Bu farkli izolasyon kaynaklarina; kompost ve giibre
yiginlari, hayvan yemleri, akarsu, g6l ve sedimentleri 6rnek verilebilir [Kutzner,
1981]. Ayrica bitkilerin kok, yaprak ve saplari [Hasegawa ve ark., 2006]; hastalikli
bitki, insan ve hayvan ornekleri [Kutzner, 1981; Williams ve ark., 1989] siingerler vb.
denizel organizmalar [Ganghimathi ve ark., 2008; Xin ve ark., 2008], termitlerin

bagirsaklar1 da [Watanabe ve ark., 2003] 6rnek verilebilir.

Akuatik kaynaklarin ¢evresinde gergek akuatik streptomisetlerin olup olmadig: ya da
bunlarin karasal kaynaklardan tasinip tasmmadigr ile ilgili ¢ok sayida tartigsma
mevcuttur [Ward ve Bora, 2006; Williams, 2008]. Bununla birlikte giiniimiizde bu
organizmalarin aslinda sucul habitat mikroflorasinin bir parcasi olduguna ve organik
maddenin ayristirilmasina aktif olarak katki sagladigina inanilmaktadir [Williams,
2008].

Streptomyces iiyeleri bitkilerde farkli hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir.
Streptomyces tiirlerinden kaynaklanan bitki hastaliklarina 6rnek vermek gerekirse;
Streptomyces scabies [Williams ve ark., 1989; Hammerschmidt, 2007], Streptomyces
stelliscabiei, Streptomyces europaeiscabiei, Streptomyces turgidiscabies veya
Streptomyces acidiscabies tiirleri patates ve kazik koklii sebzelerde [St-Onge ve ark.,

2008] uyuz hastaligina neden olmaktadirlar. Bu hastalik patates iiretimi yapilan
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tilkelerin kuru alkali nétral topraklarinda goriilmekte ve patates yumrular: iizerinde
yiizeysel ya da derin lezyonlar meydana getirmektedir [Williams ve ark., 1989]. Ayrica
Streptomyces tiirleri tarafindan tiretilen thaxtomin adi verilen toksin yumrularda doku
nekrozuna sebep olmaktadir [Hammerschmidt, 2007; St-Onge ve ark., 2008], kizil
uyuz kahverengi renkte piriizlenme seklinde gorilir ve asirt nemli topraklarda
meydana gelmektedir [Williams ve ark., 1989]. Streptomyces ipomoea tiiriide tatli

patateslerin ¢lirlimesinde etken rol oynamaktadir. [Kutzner, 1981].

Streptomyces iiyelerinde insan patojenlerine 6rnek vermek gerekirse; insanlardan izole
edilen Streptomyces somaliensis ve Streptomyces sudanensis [Quintana ve ark., 2008]
derialti dokusunda graniilomatdz enfeksiyonuna neden olan insan patojenleri olarak
bilinirler. Streptomyces willmorei, Streptomyces albus, Streptomyces griseus ve
Streptomyces violaceoruber dis ¢iiriigii, karaciger streptotrikosi ve kan 6rnekleri gibi

kaynaklardan izolo edilen klinik 6rneklerdir [Kutzner, 1981; Williams ve ark., 1989].

Hayvanlardan izole edilen Streptomyces tiirlerine 6rnek olarak; Streptomyces griseus
tirtinin neden oldugu misetoma iri burunlu sirk yunuslarinda ve Kkedilerde
enfeksiyonlara neden olmaktadir [Williams ve ark., 1989]. Ayrica hasta bir inegin

kanindan Streptomyces albus’un bir susu izole edilmistir [Kutzner, 1981].

Giiniimiizde ticari ve tibbi olarak kullanilan antibiyotiklerin [Kieser ve ark., 2000] ve
tarimsal a¢idan Onemli bilesiklerin [Okami ve Hotta, 1988] dortte tigiiniin
Streptomyces tiirlerinden elde edildigi bilinmektedir. Streptomycetes tiirleri
antibakteriyel, antifungal, antitimor [Berdy, 2005], bocek oldiiriicti, anti-parazitik
[Pimentel-Elardo ve ark., 2010], antiviral [Sacramento ve ark., 2004], ¢iirlime onleyici
[Xu ve ark., 2010], herbisitler [Sousa ve ark., 2008] gibi farkli bilesiklerin yaninda,
enzim inhibitorleri [Hong ve ark., 2009] ve vitaminler [Atta, 2007] gibi farkli biyoaktif
ajanlar1 da sentezleyebilmektedirler. Bundan dolay1r endiistriyel agidan Onemli
mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedirler [Tamehiro ve ark., 2003]. Bu
ozellikler Streptomyces cinsi iiyelerini endiistriyel ve akademik ag¢idan onemli bir

aragtirma konusu yapmaktadir [Tanaka ve Omura, 1993].
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2.4 Bakteriyel Taksonomide Polifazik Yontemler

Dogadaki organizmalarin; filogenetik olarak yakinligi bulunan diger organizmalar ile
bilinen veriler dogrultusunda siniflandirilmasini saglayan ve filogenetik konumu
hakkinda bilgi veren bilim dalina taksonomi denir. Taksonomi genis bir bilgi aginm

organize etmektedir [Sohier ve ark., 2008].

Bakterilerin karakterize edilmesi ve siniflandirilmasinda farkli alanlardan verilerin
toplanmasi yaklagimina ise polifazik taksonomi denilmektedir. Polifazik taksonomi
fenotipik, kemotaksonomik ve genotipik karakteristikleri igermektedir [Gevers ve ark.,
2005; Ludwig, 2007].

2.4.1 Niimerik Taksonomi

Molekiiler tekniklerdeki ilerlemelerden dnce bakteriyel taksonomi yalnizca fenotipik
Ozelliklerin karsilastirmali ¢alismalarina dayanmaktaydi. Bu klasik karakteristik
Ozellikler ~ bakteriyel = smiflandirmada,  bakterilerin ~ tanimlanmasinda  ve

ayristirilmasinda sagladigr bilgilerle giiniimiizde de 6nemli bir rol oynamaktadir.

Bakterilerin simiflandirilmasinda kullanilan klasik yontemlerden biri morfolojik
testlerdir. Spor morfolojisi, koloni morfolojisi ve rengi, hiicre boyama durumlari,
hiicre sekli ve boyutu, hiicrelerin hareket 6zellikleri, organizmalarin flagella veya silia
bulundurmasi, organizmalarin spor bulundurmasi ve spor yapilart morfolojik

karakterleri olusturmaktadir [Prescott ve ark., 2002a].

Biiylime parametreleri pH, sicaklik ve tuz toleransi gibi, farkli karbon ve azot
kaynaklarin1 kullanabilme yetenegi, farkli besinsel ortamlar1 degrede edebilme
yetenegi, sekonder metabolitlerin {iretimi ve metabolik inhibitorler veya
antibiyotiklere olan direng duyarlilik durumu fiziksel karekteristikler olarak verilebilir.

Bakterileri karakterize etmek i¢in rutin olarak kullanilan fizyolojik testlerin genis bir
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aralig1 vardir ve ¢ok ¢esitli bilgiler vermektedir [Busse ve ark., 1996; Prescott ve ark.,

2002a]. Cinslerin karakterize edilmesi 6zel testlerin kullanilmasina baglidir.

2.4.2 Kemotaksonomi

Kemotaksonomi terimi farkli kimyasal bilesenler ya da bakteriyel hiicrelerin
kemotaksonomik markirlar1 ile ilgili bilgi toplanmasi i¢in analitik metotlarin
uygulanmasini ifade etmektedir. En yaygin olarak kullanilan kimyasal markirlar
peptidoglikan, polar lipitler, yag asitlerinin orant ve kompozisyonu, lipopolisakkarit,
izoprenoid kinonlar gibi hiicre duvar/membran bilesenlerinden olusmaktadir. [Prakash
ve ark., 2007]. Ad hoc komitesi 6nemli kemotaksonomik verilerin yeni bir taksanin
olusturulmasini desteklemek i¢in gerekli oldugunu ve ayni familya iiyeleri arasinda

tutarl olmasi gerektigini belirtmektedir [Wayne ve ark., 1987].

Yag asitleri hiicrelerde lipitlerin en 6nemli bilesenlerinden biridir ve genellikle
sitoplazmada ve dis membranda yer almaktadir. Genellikle fosfolipitler ve lipoteikoik
asitler Gram-pozitif bakterilerde, lipopolisakkaritler ve fosfolipitlerin bilesenleri gibi
Gram-negatif bakterilerde rastlanmaktadir [Busse ve ark., 1996]. Yag asitlerinin bazi
tiplerinin varligt ve hiicrede bulunan miktar1 tiirlerin tanimlamasi  ve

siiflandirilmasinda kullanilmaktadir [Huys ve ark., 1994; Busse ve ark., 1996].

Respiratuar izoprenoit kinonlar, hem hiicresel membranlarin bilesenidir hem de
elektron tasima zincirinde gdrev almaktadirlar. izoprenoit birimlerinin sayisi ve
izoprenit yan zincirlerinin uzunlugu tilirler arasinda karakteristik ozellik
gostermektedir bundan dolay1 bakteriyel tanimlamalarda kullanilmaktadirlar [Busse
ve ark., 1996].

Bakteriyel membranlarin ana bileseni olan polar lipitler genelde iki yag asitine
baglanarak olusan polar gruplardan meydana gelmektedir. Polar lipitler ¢ok farkli
tiplerde bulunabilir. Fosfolipitler, ornitin veya serin iceren polar lipitler ve fosfor

icermeyen glikolipitler 6rnek verilebir. Polar lipitler baz1 taksonomik gruplarin
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karakteristigi olabilmektedir. Ornegin; Gram-pozitif bakterilerin farklilasmasi ve
tanimlanmasi igin kullanilan bes taninmis fosfolipit 6rnegi (PI-V) bulunmaktadir

[Busse ve ark., 1996].

Bakteri hiicre duvari; peptidoglikan tabakalarindaki muramik asit ve glikozamin ve
farkli sekerler bulunmaktadir. Hiicre duvarlarinin seker bilesenlerinin karsilagtirilmasi
bakterilerin tanimlanmas1 ve smiflandirilmasi igin 6nemli bilgi saglamakta ve Gram-

pozitif bakterileri tanimlamakta yaygin olarak kullanilmaktadir [Busse ve ark., 1996].

2.4.3 Molekiiler yontemler

2.4.3.1 16S rRNA gen sekans1 ve DNA-DNA hibridizasyon yontemi

Bakteriyel taksonomide artan molekiiler yontemlerin kullanimi oOrganizmalarin
filogenetik iligkilerini belirlemek i¢in referans olarak tiim DNA dizilerinin
kullanilabilir oldugu ad hoc komitesi tarafindan kabul edilmistir [Wayne ve ark.,
1987]. Protein kodlayan gen bolgeleriyle ilgili yapilan ¢alismalar organizmalarin
filogenetik yakinligi hakkinda giivenilir bilgi saglamakta ve bu nedenle de bakteriyel
taksonomide yogun bir sekilde kullanilmaktadir [Prescott ve ark., 2002a]. Bakteriyal
taksonomide kullanilan en 6nemli gen bolgesi 16S rRNA gen bolgesidir.16S rRNA
gen bolgesi protein sentezinde kullanilan bakterilerin yasamini siirdiirebilmeleri i¢in
gerekli olan ve yiiksek derecede korunmus bir molekiiler yapidir. Giiniimiizde 16S
rRNA gen bolgesi sekansina dayanan analizler bakteriyel taksonominin en 6nemli
kismin1 olusturmaktadir [Ludwig, 2007]. Sekanslama ve dizileme metotlarinin yaygin
olarak kullanilmaya baglanmasi bakterilerin akrabaligini degerlendirmek i¢in 16S
rRNA gen bolgesi dizi benzerliginin gelistirilmesine imkan saglamistir [Stackebrandt
ve ark., 2002].

16S rRNA gen sekansinin disinda DNA-DNA hibridizasyon yontemi de bakteriyal
taksonomide 6nemli veri kaynagi olarak kullanilmaktadir. DNA-DNA hibridizasyon

yontemleri 1970 yilindan bu yana prokaryotlar arasindaki akrabalig1 belirlemek i¢in
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kullanilmakta ve DNA benzerliklerini belirlemek i¢in bilinen en giivenilir yontemler
arasindadir [Wayne ve ark., 1987; Gevers ve ark., 2005; Sohier ve ark., 2008]. % 70
ve tizeri DNA-DNA hibridizasyon orani organizmalarin ayn1 genomik tiirlere ait olup
olmadigini belirlemek i¢in kullanilmaktadir [Stackebrandt ve Ebers, 2006; Ludwig,
2007; Staley, 2009].

16S rRNA gen bolgesi sekans verileri ile DDH verileri kiyaslandiginda; DDH
verilerine gore % 70°den daha fazla benzerlige sahip olan suslar % 97°den daha biiyiik
16S rRNA gen bolgesi sekans benzerligine sahiptir [Gevers ve ark., 2005; Sohier ve
ark., 2008].

Taksonomik tanimlamalarda ‘altin standart’ olarak 16S rRNA gen bolgesi sekansi ve
DDH yo6ntemi kullanilmaktadir [Stackebrandt ve Ebers, 2006; Ludwig, 2007]. Fakat
DDH calismalarinda; DNA konsantrasyonu, DNA fragmentlerinin safligi ve
biiytikligi, inkiibasyon sicakligi, farkli RNA seviyelerinin varligi gibi parametreler
hibridizasyon deneylerinin sonuglarini etkilemektedir [Goris ve ark., 2007; Ludwig,
2007]. DDH sadece yakin akraba tiirleri belirlemek igin kullanilir fakat uzak akraba
olan organizmalart belirlemek i¢in kullanilamaz. 16S rRNA gen bolgesi sekans
karsilastirmalar1 ise yakin akraba tiirler ve tiir i¢i ayirimda ¢ok kullanigh degildir
[Konstantinidis ve Tiedje, 2007] fakat cins diizeyinde ki belirlemelerde oldukga
kullanighdir [Keswani ve Whitman, 2001].

2.4.3.2 Multi gen dizi analizi (MLSA)

Ad hoc komitesi filogenetik sistematikte tiir ve tiir alti seviyelerde genomik iligkilerin
ortaya konmasinda; 16S rRNA geninin yani sira hiicre metabolizmasinda temel
fonksiyonlara sahip olan gen bolgelerinin de kullanilabilecegini savunmaktadir
[Stackbrandt ve ark., 2002]. Ad hoc komite bakteriyolojide tiir tanimlamalarinda
housekeeping (kontrol) genlerinin kullanilmasini desteklemistir [ Stackebrandt ve ark.,
2002]. Tiir ve tir st seviyede 16S rRNA gen dizilerinin disinda protein kodlayan
atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gibi kontrol gen bdolgelerinin galisilarak olusturulan
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verilerin analizi 6nerilmektedir [Coenye ve LiPuma, 2002]. Bu DNA gen bdolgelerinin
her genomda tek kopya halinde bulunmasi, horizontal gen transferinin
gerceklesmemesi, molekiiler filogeni oranlarinin 16S rRNA’dan daha yiiksek olmasi,
bakteri tiirlerinin tamaminda bulunmas1 gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir
[Harayama ve Kasai, 2006]. Multi gen dizi analizi, multi gen dizi tiplendirmesinden
(MLST) koken almaktadir. Multi gen dizi tiplendirmesi oncelikle alttiir seviyesinde
prokaryot gruplarinin c¢alisilmasi i¢in gelistirilmis ve epidemiyolojik calismalarda
uygulanmistir [Maiden ve ark., 1998]. Bir multi gen bélgesi ¢alismasinda kullanilacak
oligoniikleotitlerin 16S rRNA bdlgesinden daha yiiksek ozgiilliige sahip olmasi
gerekmektedir [Yamamoto ve Harayama, 1995].

Yapilan MLSA c¢alismalarinda ulasilan sonuglar DNA:DNA hibridizasyon
sonuclariyla tutarli oldugundan tiirlerin tanimlanmasi i¢in kabul edilebilir bir yontem
olarak degerlendirilmektedir [Antony-Babu ve ark., 2008; Guo ve ark., 2008; Rong ve
ark., 2009; Rong ve Huang, 2010].

atpD gen bolgesi

atpD gen bolgesi multi gen dizi analizi ¢aligmalarinda ¢ok sik kullanilan gen
bolgelerinden biridir. ATP-sentaz enzimi, adenozin trifosfat sentezini gergeklestirerek
hiicrenin kullanabilecegi enerji formuna dontistiiren enzimdir ve ATPaz enziminin F1
kompleksi B altiinitesini atpD gen bolgesi tarafindan kodlanmaktadir [Martens ve ark.,
2008]. ADP + Pi’den ATP olusumunu F1 kompleksi tarafindan katalizlenmektedir. F1
kompleksi a, 5, 8, y ve ¢ alt birimlerinden olusmaktadir [Fillingame ve ark., 1986;
Angov ve ark., 1991]. F1 kompleksinin en korunakli bolgesi ise y alt birimini

sentezleyen bolgesidir [Feniouk ve Junge, 2005].
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qyrB gen bolgesi

gyrB gen bolgesi filogenetik ¢alismalarda yogun sekilde kullanilan bir gen bolgesidir.
Son zamanlarda gyrB gen bdlgesi Actinobacteria sinifi igerisinde yer alan
Amycolatopsis, Gordonia, Kribbella, Micromonospora, Nocardia, Nocardiopsis ve
Streptomyces cinslerinin tiyelerini siniflandirmak ve 16S rRNA gen tabanli filogenetik
gruplandirma ¢alismalarini desteklemek i¢in kullanilmaktadir [Kirby ve ark., 2010;
Kasai ve ark., 2000]. gyrB gen bolgesi, DNA giraz enziminin 3 alt tinitesini kodlayan
gen bolgesidir [Huang, 1996]. DNA giraz enzimi bir topoizomeraz enzimdir ve
DNA’da negatif veya pozitif siiper katlanmalara neden olmaktadir. Tiim bakteri
gruplar arasinda evrensel durumdadir [Harayama ve Kasai, 2006]. gyrB gibi protein
kodlayan genler, 16S rRNA geninden ¢ok daha fazla ayrim saglayabilmekte ve bu
nedenle de yakin akraba tiirleri ayirt etmede daha ¢ok fayda saglamaktadir [Kirby ve
ark., 2010].

recA gen bolgesi

recA gen bolgesi multilokus dizi analiz ¢alismalarinda c¢ok fazla kullanilan gen
bolgelerinden bir digeridir. recA gen bolgesi rekombinaz enziminin o alt initesini
kodlamakta ve bakterilerde evrensel olarak bulunmaktadir. Hiicrede gerceklesen;
hiicre boliinmesi, tamir, rekombinasyon, mutagenez ve faj indiiksiyonu gibi bir¢ok
onemli hiicresel fonksiyonda gorev alan 6nemli bir protein recA gen bolgesi tarafindan

kodlanmaktadir [Thompson ve ark., 2008].

Yapilan aragtirmalar sonucunda 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizleri sonucu
olusturulan filogenetik dendogramlar ile recA gen bolgesi niikleotit dizi analizleri
sonucu olusturulan filogenetik agaglar karsilastirilmis ve filogenetik agacglar arasinda

biiyiik oranda uyum oldugu tespit edilmistir [Lloyd ve Sharp, 1993].
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rpoB gen bolgesi

RNA polimeraz, rpoA, rpoB ve rpoC gen bolgeleri tarafindan kodlanmaktadir ve rpoB
gen bolgesi RNA polimeraz enziminin beta alt iinitesini kodlayan orijin bolgedir. RNA
polimeraz enzimleri tim canlilarda evrensel oldugundan filogenetik calismalarda
kullanilmast uygun goriilmektedir [Morse ve ark., 1996]. rplL, rpoB ve rpoC
operonlart ile RNA polimeraz B alt iinitesini kodlayan rpoB gen bdlgesi kontrol
edilmektedir [Taillardat-Bisch ve ark., 2003]. RNA polimeraz [ alt iinitesinin
bakteriyel sekonder metabolizmadaki yap1 ve fonksiyonu arasinda bir iliski oldugu

yapilan mutasyon ¢aligmalari ile belirlenmistir [Tala ve ark., 2009].

Genellikle rpoB temelli filogenetik analizler 16S rRNA gen bolgesi galismalariyla
uyumludur, fakat rpoB filogenetik agaglari daha yiiksek bootstrap degerleri
vermektedir [Adékambi ve ark., 2008]. rpoB gen bdlgesi ve 16S rRNA gen bolgesi
temelli ¢aligmalar karsilastirildiginda rpoB gen bolgesi calismalarinin ¢ok sayida
avantaji oldugu belirlenmistir. 16S rRNA gen bolgesinin bakteriyel genomlarda ¢cok
sayida kopyas1 bulunmasi, tiirden tiire bu kopya sayisinin degisiklik gdstermesi ve bazi
genomlarda farkli 16S rRNA gen bolgesi kopyalar1 arasinda sekans farkliliginin
goriilmesi rpoB gen bolgesi ¢alismalarini daha avantajli yapmaktadir [Walsh ve ark.,
2004; Pei ve ark., 2010].

Yapilan baz1 ¢ahismlarda Bacillus, Burkholderia, Borellia, Escherichia,
Mycobacterium, Pseudomonas, Salmonella ve Shigella cinsi tiyesi tiirlerle 16S rRNA
ve rpoB gen bolgesi niikleotit dizi analizi sonuglar1 ile DNA:DNA hibridizasyonu
sonuclarint karsilastirilmis ve rpoB gen bdlgesinin DNA:DNA hibridizasyon
yontemine alternatif olarak filogenetik ¢aligmalarda kullanilabilecegi belirlenmistir

[Adékambi ve ark., 2008].

Niikleik asit sekans1 dizi ¢aligmalar tiir ve alt-tiir diizeyinde ayrim saglarken, rpoB

gen bolgesinin dizi ¢alismalart domain ya da filum gibi daha yiiksek taksonomik
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diizeylerin ayriminin yapilmasinda kullanilabilmektedir [Volokhov ve ark., 2007
Adékambi ve ark., 2008].

trpB gen bolgesi

Multi gen dizi analizi ¢alismalarinda kullanilan gen bolgelerinden bir digeri de trpB
gen bolgesidir. trpB gen bdlgesi triptofan sentaz enziminin f alt tinitesini kodlayan
gen bolgesidir. Triptofan sentaz ve triptofan biyosentetik asamasinda gorev alan diger
enzimler, bitki ve mikroorganizmalarda bulunurken hayvanlarda bulunmayan enzim
tirlerindendir [Eckert ve ark., 2000].

Triptofan sentaz enzimi sirasiyla trpB, trpA olmak iizere iki gen bolgesi ile katalizlenir
[Yanofsky ve ark., 1981]. Triptofan sentaz enzimini kodlayan genler, Saccharomyces
cerevisiae [Zalkin ve Yanofsky, 1982], Neurospora crassa [Burns ve Yanofsky, 1989]

ve Coprinus cinereus [Skrzynia ve ark., 1989] organizmalarindan klonlanmistir.

Multi gen dizi analizine dayali bazi ¢alismalara bakildiginda bitki patojeni olan
Streptomyces scabiei, Streptomyces acidiscabies, Streptomyces europaeiscabiel,
Streptomyces luridiscabiei, Streptomyces niveiscabiei, Streptomyces puniciscabieli,
Streptomyces reticuliscabiei, Streptomyces stelliscabiei, Streptomyces turgidiscabies
ve Streptomyces ipomoeae tip tiirlerini, bu tiirlerin temsilci suslarin1 ve diger 53 tiirii
igeren bir ¢alisma yapmistir. Bu calismada organizma gruplarinin atpD, recA, rpoB
ve trpB gen bolgeleri ile multi gen dizi analizleri gerceklestirmis ve kiyaslamalar
yapmustir. Bu ¢aligma sonucunda DNA:DNA hibridizasyonuna ihtiya¢ olmaksizin
bitkide patojen suslarin tanimlamasinin yapilabilecegi sonucuna ulasmistir [Labeda

2011].

Bir bagka ¢aligmada Rong ve Huang [2012]’de Streptomyces hygroscopicus tiiriiniin
16S rRNA gen kiimesine ait 58 organizma ile atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen
bolgeleriyle multi gen dizi analizi ¢alismasi yapmistir. MLSA filogenetik uzaklik ile
DNA:DNA hibridizasyon deneyleri sonuglarina gore kiyaslamalar yapmis ve bir
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grafik elde etmistir.Bu grafik yorumlandiginda MLSA filogenetik uzakligir 0.007 ve
altindaki degerlere sahip tiirler arasinda DNA:DNA hibridizasyon degeri % 70’in
tizerinde sonuglanmaktadir. MLSA filogenetik uzakligir 0.007 iistiindeki degerlerde
(0,008, 0,009, 0,012, 0,014 ve 0,015 degerlerinde) ise DNA:DNA hibridizasyon degeri

% 70’in altinda sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 2.1. Streptomyces hygroscopicus 16S rRNA gen kiimesi organizmalarin
MLSA filogenetik uzaklik ve yiizde DNA:DNA homolojisi
karsilagtirmasi [Rong ve Huang, 2012].
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Sonug olarak multi gen dizi analizi ¢alismalarinin DNA:DNA homolojisi yontemine

alternatif olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Bu calisma kapsaminda, pozifazik taksonomi basamaklarini olusturan bilgiler
dogrultusunda Yenigaga Golii’niin Aktinobakteri biyogesitliliginin belirlenmesi igin
izolasyon, amplifikasyon, farkli DNA gen bolgeleri sekans c¢alismalari,

kemotaksonomik analizler ve niimerik taksonomik yontemler kullanilmistir.
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3 MATERYAL VE METOT
3.1 Yontem
3.1.1 Sediment Orneklerinin Kaynag

Bu calisma i¢in Bolu ili Yenigaga il¢esinde bulunan Yenicaga goliinden sediment
ornekleri alinmigtir. Sediment ornekleri goliin ilgeye yakin sahil seridinden, kiyiya 5
metre uzaklik ve 1 metre derinlikten 40° 46 23' K ve 32° 01' 48 D koordinatindan
alinmistir. Yenicaga Goli 40° 42' / 40° 51' kuzey paralelleri ve 31° 55'/ 32° 10' dogu
enlemleri arasinda yer almaktadir. Sediment Ornekleri 1 Mart 2014 tarihinde

alinmistir.
3.1.2 Aktinomisetlerin izolasyonu ve Secici izolasyon Besi Yerleri

Bu c¢alismada aktinomiset izolasyonu ig¢in 10 farkli secici izolasyon besiyeri
kullanilmistir. Besi yerlerinde istenmeyen organizmalarin iliremesini 6nlemek i¢in
antibiyotik ve gelisimlerinde aktifligi artirmak amaciyla B vitamini takviye edilmistir.
Bu dogrultuda on farkli segici izolasyon besiyeri kullanilmistir. Bu besiyerleri ve

icerdikleri secici ajanlar:

¢ SM1 Stevenson’s medium [Tan ve ark., 2006]

Neomycine (4 pg/ml), Cycloheximide (50 pg/ml), Nystatin (50 pg/ml)

¢ SM2 Stevenson’s medium [Tan ve ark., 2006]

Neomycine sulphate (4 pg/ml), Cycloheximide (50 pg/ml), Nystatin (50 pg/ml)
¢ SM3 Medium-Gauze’s medium [Tan ve ark., 2006]

Rifampicin (20 pg/ml), Nystatin (50 pg/ml), Nalidixic acid (10 pg/ml)

e Marine Agar [Buck ve Cleverdon, 1960]

Cycloheximide (50 pg/ml)

e Humik asit vitamin Agar [Taechowisan ve ark., 2003]

B vitamini, Cycloheximide (50 pg/ml), Nalidixic acid (10 pg/ml)
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¢ M1 Agar [Mincer ve dig., 2002]

Cycloheximide (100 pg/ml), Rifampicin (5 pg/ml)
eNocardia Agar [Sanglier ve dig., 1992]

Nystatin (50 pg/ml), Cycloheximide (50 pg/ml)

¢ R2A Agar [Reasoner ve Geldreich, 1985]
Cyclohexmide (50 pg/ml)

¢ NBRC Medium 802 [Hamada ve dig., 2009]
Cycloheximide (50 pg/ml)

e Starch-Casein medium [Kiister ve Williams, 1964]
Nystatin (50 pg/ml), Cycloheximide (50 pg/ml)

Bu arastirmada diliisyon plak yontemi kullanilarak Aktinobakteri’lerin izolasyonu
gerceklestirildi [Waksman, 1927]. Laboratuara getirilen sediment 6rneklerinden her
set icin 1 gram tartilarak, icerisinde steril 9 ml ringer ¢dzeltisi bulunan cam siselere
aktarilarak her bir set i¢in 107 soliisyonlar hazirlandi. Siseler; 30-45 dakika sediment
kolloidlerine tutunmus olan mikroorganizma sporlarin1 ve misellerini ayirmak
amaciyla hafif sekilde alt-iist edilerek ¢alkalandi. Bu islemden sonra 10! soliisyon
siselerinde vejetatif formlarin kontaminasyona sebep olmasmi 6nlemek amaciyla,
siseler 20 dakika 55°C’ye ayarlanmis su banyosunda 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) yardimiyla
aseptik kosullarda 1 ml alinarak steril ve iginde 9 ml ringer ¢6zeltisi bulunan cam
tiiplere aktar1ldi. Bu uygulamayla 10-?’lik sediment soliisyonu elde edildi. Ayni sekilde
107 liikk sediment solisyonu da hazirlandi. Hazirlanmis olan 101 102, 1073 lik
soliisyonlardan otomatik pipet ile 0,2 ml alinip, segici izolasyon besiyerlerinin
yiizeyine eklendi ve steril 6ze kullanilarak yayma plak yontemi ile inokiile edildi
[Waksman, 1927]. Her bir diliisyon i¢in 3 plak hazirland1 ve 28 °C’de 30 giin siireyle

inkiibasyona birakild1.
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3.1.3 Aktinobakterilerin secimi ve saflastirilmasi

28 °C’de 30 giin inkiibasyona birakilan secici izolasyon besiyerlerinden; suslarin
koloni morfolojilerine dikkat edilerek, aktinomiset olabilecek koloniler belirlendi.
Secilmis olan koloniler, steril kiirdan ile alinarak sikloheksimid (50 pg/ml) ilaveli
yeast ekstrakt-malt ekstrakt agar [ISP 2; Shirling ve Gottlieb, 1966] besiyeri yiizeyine
cizgi ekim yapildi.

3.1.4 izolatlarin Kiiltiirlenmesi ve stoklanmasi

Izolatlar lokalite ve besiyerine gére numaralandirilmis olup stoklanmak igin % 25°lik
gliserol igeren, steril edilmis vidali kapakl tiiplere aktarildi. Stok tiipleri -20°C’de

muhafaza edildi.

3.1.5 Genomik DNA izolasyonu

Test i¢in kullanilan izolatlarin DNA izolasyonu, Pitcher ve ark. [1989] tarafindan
tanimlanan “Guanidin thiosiyanat DNA izolasyon” metodu ve DNA izolasyon Kiti

(Invitrogen, PureLink® Genomic DNA Kit ) kullamilarak gergeklestirildi.

3.1.5.1 DNA izolasyonu icin hiicre pelletinin elde edilmesi

Uygun besiyerlerinde saf kiiltlirler halinde gelistirilen test organizmalar1 aseptik
kosullar altinda ayn1 besiyerinin sivisina inokiile edilerek ¢alkalamali inkiibatorde
(Excella, New Brunswick Scientific Co, Inc, NJ) 28°C’de 10 giin 180 devirde
gelistirildi. Her bir siv1 kiiltiirden 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 ¢oktiirildii. Coken hiicre pelletinin {ist kisminda kalan sivi faz uzaklastirildi.
Ayni iglem yeterli hiicre pelleti (yaklasik 300-400 pg) elde edilinceye kadar
tekrarlandi. Sonrasinda steril TE tamponu ile en az 2 kez yikandi ve hiicre pelletleri

DNA izolasyonuna kadar -20°C’de saklandi.
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Uygulama: Guanidin thiosiyanat DNA izolasyon metodu ile;

1. Hiicre pelletleri -20 °C’de ki saklama bdliimiinden c¢ikarilarak buzlar1 ¢oziilene
kadar oda sicakliginda bekletildi. Buzlar1 ¢oziilen hiicre pelleti iizerine 100 pl TE
tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) eklendi. Sonrasinda kiiltiir 13000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Daha sonra tamponun bulundugu st faz eppendorf
tiipten otomatik pipet ile uzaklastirildi.

2. TE ile seyreltilmis, 50 mg/ml™ lizozim (Sigma) iceren tampon -20°C’den almarak
igerisinde 100 ul lizozim, organizma kiiltiirii iceren eppendorf tiipe aktarildi.
Otomatik pipet ile homojenize edilerek 37°C’de bir gece boyunca inkiibe edildi.

3. Bir gece inkiibasyon sonrasinda, 500 ul guanidin thiosiyanat karigima ilave edildi
ve liziz islemi i¢in 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi ve sonrasinda 5 dk buzda
sogutuldu.

4. Lizata 250 pl 7,5 M amonyum asetat ilave edilidi ve birkag defa tiip alt iist edilerek
10 dk buzda sogumaya birakildi.

5. Lizata 500 pl kloroform-izoamil alkol (24:1 v/v) ilave edildi ve birkag defa tiip
alttist edilerek 13000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi.

6. Santrifiij sonrasi siipernatant otomatik pipet yardimu ile steril yeni bir ependorf tiipe
transfer edildi ve 540 pl soguk izo-propanol ilavesi ile DNA’nin ¢okelmesini
takiben 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

7. Izo-propanol dikkatli bir sekilde otomatik pipet ile uzaklastirildi. 100-150 pl soguk
% 70°1ik etanol ilave edilerek 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Bu islem 2 defa
tekrarlandi. iki kez alkol yikamasindan sonra alkol uzaklastirildi ve kapaklar acik
birakilarak yaklasik 20 dk desikatore kurumaya birakildi.

8. 90 ul TE tamponu DNA pelletine ilave edilerek 5 dk bekletildi.

9. 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. 10 pl 8 M LiCl; takiben iizerine 130 pl fenol-kloroform-izo-amil alkol ilave edildi

ve 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 iist faz steril yeni
ependorf tiiplere aktarildi.
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Ayrica, 130 pl kloroform-izo-amil alkol (24:1 v/v) ilave edildi ve 13000 rpm’de
10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi {ist faz steril yeni ependorf tiiplere aktarildi.
Toplam hacmin 2,5 kati olacak sekilde izo-propanol ilave edildi ve tiipler altiist
edilerek 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Alkol, otomatik pipet ile
uzaklagtirildu.

100 pl % 70’lik etanol ilave edilerek 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve alkol
uzaklastirildi. Bu islem bir defa daha tekrarlandi.

DNA pelleti oda sicakliginda 20 dk bekletilerek kurutuldu ve 30-50 pl ddH20
ilave edilerek oda sicakliginda 15 dk siispanse edildi ve -20°C’de gereksinim
duyulana kadar stoklandi.

Gergeklestirilen DNA izalosyonunda DNA’nin varliginin kontrolii i¢in % 1’lik
agaroz jel (30 ml 1XTBE tampon, 0,3 g agaroz) hazirlandi. Hazirlanan jele DNA
yiiklemesi yapildi ve elektroforez tankina yerlestirilen DNA yiiklii agaroz jel 100
voltta 30 dakika yiiriitiildii ve UV transilliminator’de (Vilber Lourmat, UV) DNA
varligi kontrol edildi. Goriintiileme sisteminde (DNR Minilumi Bio Imaging

System) fotografland1 ve kaydedildi.

Uygulama: DNA izolasyon Kiti ile,

N o o bk~ D

Onceden -20 °C de korunan hiicre pelletleri oda sicakliginda ¢dziilmeye birakild.
Coziilen hiicre pelletlerinin tizerine 180 pl Lizozim Sindirim Tamponu ilave edilidi.
Kisa siire vortekslenerek homojenize hale getirildi ve hiicre pelletleri bir gece 37
°C de bekletildi.

Lizozim ilaveli pellete 2 pl triton x ilave edilerek 30 dakika 37 °C de bekletildi.
20 pul Proteinaz K eklendi ve kisa vortekslemeyle iyice karistirildi.

20 pl RNaz eklenerek kisa vortekslenerek karistirildi.

200 pl PureLink Genomik Lysis/Binding Buffer eklenir ve kisa vortekslendi.

55 °C’de 30 dakika bekletildi.

Lizata 200 ul % 96-100’liik etanol eklendi ve homojen bir ¢ozelti elde etmek i¢in

kisa vortekslenerek iyice karigsmasi saglandi.
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8. Paketten her organizma lizat1 i¢in bir PureLink Toplama Tiipii icerisinde Spin

Kolon ¢ikarildi.

9. Pureling Genomik Par¢alama/Baglama Tamponu ve ectanolle hazirlanan lizat

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

(yaklasik 640 ul) PureLink Spin Kolona aktarild.

Lizatin aktarildig1 PureLink Spin Kolon oda sicakliginda 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra toplama tiipii atilip, spin kolon temiz bir PureLink Toplama
Tiipiine yerlestirildi.

Kolona, yikama tampon 1’den (daha 6nceden etanol ilave edilen) 500 pl eklendi.
Yikama tampon 1 ekli kolon oda sicakliginda 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlendi.

Santrifiijden sonra toplama tiipii atild1 ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine
yerlestirildi.

Kolona 6nceden etanol ilave edilerek hazirlanan Yikama Tamponu 2’den 500 pl
eklendi.

Kolon oda sicakliginda 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipii
atild.

Spin kolonu temiz bir 1,5 m1’lik mikrosantrifij tiipiine yerlestirildi.

Kolona 50-100 pl arasinda PureLink Genomik Ayirma Tamponu eklendi.

Oda sicakliginda 1 dakika bekletildi. Kolon oda sicakliginda 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipii saf DNA’y1 igermektedir.

Saflastirilan DNA -20 °C de saklandi.

3.1.5.2 DNA izolasyon kontrolii

Izolasyon sonucunda saf olarak elde edilen DNA &rnekleri geleneksel bir yontem olan

agaroz jel elektoroforezi kullanilarak kontrol edilmistir. % 1°lik agaroz jel hazirlarak

icerisine florasan oOzellik gostererek DNA Orneklerinin goriiniir hale gelmesini

saglayan etidyum bromiir (5 mg/ml) ilave edilmistir. Agaroz jele DNA ornekleri



34

yiiklenerek 100 voltta 30 dakika yiiriitiildii. Sonrasinda UV transilliiminator’de (Vilber
Lourmat, UV) DNA varlig1 kontrol edildi.

3.1.6 16S rRNA’nin PZR amplifikasyonu

Daha dncesinde test organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA 6rneklerinin 16S
rRNA genini kodlayan DNA boélgesinin amplifikasyonu amaglanmis ve bu g¢alisma
dogrultusunda evrensel iki primer [27f: 5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’
ve 1525r: 5°>-AAG GAG GTG WTC CAR CC-3’; Lane, 1991] kullanmilmistir. PZR
reaksiyonu i¢in hazirlanan biitiin stok soliisyonlar steril ddH20 ile hazirlandi. Stok
soliisyonlar kontaminasyon riskinin ortadan kaldirilmas: amaciyla kii¢iik miktarlarda
(25-100 pl) steril ependorf tiiplere ayrildi ve kullanima kadar -20°C’de saklandi.. 16S
rRNA’nin polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde Termal

Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler, Korea)’da yapilmistir.

Hazirlik:

DNA (50-100 ng)
GoTag® Hot Start Colorless Master Mix
Primer stoklar (10 uM)

w e

= 27f (forward primer: 16S rDNA’nin baslangi¢ bolgesine baglanan evrensel primer,
5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’)

= 15251 (reverse primer: 16S rDNA’nin son bolgesine baglanan evrensel primer 5’-
AAGGAGGTGWTCCARCC-3’)

4. ddH20



Uygulama:
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Cizelge 3.1. Bir 6rnegin PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan 50 pl ol¢iideki bir

reaksiyon karigimi

DNA 1-5ul
27f 0,5-5,0 ul
1525r 0,5-5,0 ul
GoTagq® Hot Start Colorless Master Mix 25l
ddH-0 21 pl

1. Reaksiyon karisimindan kullanilanilacak olan materyallerin hesab1 yapildi.

2. Sonrasinda ayr1 olarak her bir 6rnek i¢in DNA 6rnekleri 1-5 pl olacak sekilde steril

0,2 mI’lik PZR tiiplerinin igerisine transfer edildi.

3. Reaksiyon karigimi 1,5 ml’lik PZR tiiplerinde her bir 6rnek i¢in toplam hacim (1-5

ul’lik DNA miktarida goz oniine alinarak) 50 pl olacak sekilde hazirlandi.

4. Sonrasinda 0,2 ml’lik PZR tiiplerine buz iizerinde transfer edildi.

5. Transfer isleminden hemen sonra PZR reaksiyonu (MyGenie-96 Gradient Thermal

Cycler, Korea) Cizelge 3.2°deki sartlarda baslatildi.

6. PZR gerceklestikten sonra 3 pl PZR iiriini, % 1’lik agaroz jele yiiklendi ve

elektroforezde ytiriitiilerek kontrol edildi.

Cizelge 3.2. 16S rRNA gen bolgesi PZR reaksiyon sartlari

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 dongli | 1 dongii
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3.1.6.1 16S rRNA PZR Uriinlerinin Dizi Analizi

16S rRNA PZR iiriinleri 16S rRNA gen bdlgesinin dizi analizi i¢in bes primer ile
(Cizelge 3.3) ABI PRISM 3730XL Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems)
otomatik dizi analizi cihazi kullanilarak dizileme islemi Macrogen Inc., Giiney

Kore’de gergeklestirildi.

Cizelge 3.3. 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyon ve sekans primerleri

Primer kodu Sekans dizisi (5°-37) Biiyiiklik Referans
518F CCAGCAGCCGCGGTAAT 17 Buchholz-Cleven ve ark., 1997
Mg3f CTACGGGRSGCAGCAG 16 Chun, 1995
800R TACCAGGGTATCTAATCC 18 Chun, 1995
Mg5f AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 Chun, 1995
Mg6f AAGGAGGTGWTCCARCC 17 Lane, 1991

M; adenin veya sitozin, R; adenin veya guanin, S; guanin veya sitozin, W; adenin veya
timini ifade eder.

3.1.6.2 16S rRNA Gen Dizisi Verilerinin Analizi

ABI formatindaki kromatogram dosyalart Chromas versiyon 1.7.5 (C.McCarthy,
School of Health Sciences, Griffith University, Queensland, Australia) programi
kullanilarak birlestirildi. EzZTaxon server [URL-10; Kim ve ark., 2012] kullanilarak
izolatlarin en yakin akraba organizmalarla olan 16S rRNA niikleotit benzerligi
belirlendi. Filogenetik analizler i¢in MEGA 7.0 programi [Kumar ve ark., 2016],
hizalama i¢in de ayn1 programin CLUSTAL W secenegi kullanildu.

3.2.7.3 Filogenetik dendogramlarin olusturulmasi

16S rRNA sekans analizi filogenetik dendogramlari neighbour-joining [Saitou ve Nei,
1987] algoritmas1 kullanilarak olusturuldu. Neighbour-joining algoritmasi igin
evrimsel uzaklik matrisi olarak Jukes ve Cantor [1969] metodu izlenerek
gerceklestirildi. Filogenetik analizler icin PHYDIT paket programi kullanildi tekrarh
olarak MEGA 7,0 paket programinda elde edildi.
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3.1.6.3 DNA-DNA homolojisi

16S rRNA dizi analizlerine gore en yakin filogenetik akrabasi ile niikleotit farklilig:
en fazla ve dizi farklilig1 % 97’den daha yiiksek olan izolatlardan baglamak iizere yeni
tiir olma ihtimali yiiksek izolatlarin DNA-DNA homoloji deneyleri Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Gen Miihendisligi

Ana Bilim Dali laboratuarinda gergeklestirildi.

3.1.7 atpD, gyrB, recA, rpoB trpB gen bélgelerinin PZR amplifikasyonu

Streptomyces cinsine ait olan 9 test izolat1 ve 16S rRNA gen bolgesi dizi analizine gore
en yakin tip tlirlerinden Genbankta 5 gen bolgesine ait dizi verileri bulunmayan atpD
icin 11 tip tlirdi, gyrB icin 10, recA icin 11, rpoB i¢in 5 ve trpB i¢in 11 tip tiiri DSMZ
(Deutsche  Sammlung von  Mikroorganismen und  Zellkulturen)  kiiltiir
koleksiyonundan temin edilerek atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri
niikleotit dizileme calismalar1 yapildi. Dizi analizleri yapilan izolat ve tip tiirlerinin

listesi Cizelge 3.4’de verildi.

Cizelge 3.4. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri niikleotit dizileme
caligmalarinda kullanilan izolat ve en yakin akraba tip tiirlerinin
Genbank numara listesi

atpD gyrB recA rpoB trpB
Streptomyces sp. YC306 KU323828 KU356944 KU518256 KU518275 KU518288
Streptomyces sp. YC419 KU323827 KU356945 KU518258 KU518276 KU518289
Streptomyces sp. YC504 KU323833 KU721028 KU518259 KU518277 KU518290
Streptomyces sp. YC512 KU323830 KU356946 KU518260 KU518278 KU518291
Streptomyces sp. YC532 KU323831 KU356947 KU518261 KU518279 KU518292
Streptomyces sp. YC537 KU323829 KU356948 KU518262 KU518280 KU518293
Streptomyces sp. YC541 KU323826 KU518247 KU518263 KU518281 KU518294
Streptomyces sp. YC917 KU323825 KU518248 KU518264 KU518282 KU518295
Streptomyces sp. YC925 KU323823 KU518250 KU518265 KU518283 KU518296
S. aculeolatus DSM 416447 KU323836 KU518251 KU518266 KU518286 KU518297
S.amakusaensis DSM 402197 KU323837 KU721025 KU518267 KJ996727 KU518298
S. aurantiacus DSM 404127 HQ014981 JQ838219 HQO015013 HQ015045 HQ014949
S. beijiangensis DSM 417947 KU721032 KU721026 KU721030 KU721035 KU721036
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Cizelge 3.4 (Devam). atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri niikleotit dizileme
calismalarinda kullanilan izolat ve en yakin akraba tip tiirlerinin Genbank
numara listesi

S. ederensis DSM 407417 HQO014963 JQ838217 HQ014995 HQO015027 HQ014931
S. eurocidicus DSM 406047 KU323838 AB072847 KU518273 KJ996400 KU518299
S. glomeroaurantiacus

DSM 417827 KU323840 KU518252 KU518268 KJ996734 KU518300
S. indicus DSM 420017 KU323841 KU518253 KU518269 KU518285 KU518301
S. inusitatus DSM 414417 KU323839 KU721029 KU518270 KU518284 KU518302
S. lavendofoliae

DSM 402177 HQ014958 JQ838212 HQ014990 HQ015022 HQ014926
S. michiganensis

DSM 400157 KU323835 KU518254 KU518271 KJ996444 KU518303
S. phaeochromogenes

DSM 400737 HQ014951 JQ838189 HQO014983 EU621820 HQ014919
S. synnematoformans

DSM 419027 KU721033 KU721031 KU721034 KU721037
S. tauricus DSM 405607 HQ014965 JQ838190 HQ014997 HQ015029 HQ014933
S. umbrinus DSM 402787 HQO014953 JQ838207 HQO014985 HQO015017 HQ014921
S. vastus DSM 403097 KU323834 KU518255 KU518276 KJ996240 KU518304
S. xanthochromogenes

DSM 401117 KU323832 KU721027 KU518272 KJ996774 KU518305

3.1.7.1 atpD, gyrB, recA, rpoB vetrpB gen bolgeleri PZR amplifikasyonu

atpD gyrB, recA, rpoB, trpB gen bdlgelerinin reaksiyon islemleri 0,2 ml’lik PZR
tiiplerinde Thermal Block (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block, Korea)’da yapildi. 9
adet test organizmasi ve her bir izolatin en yakin akraba tiirleri olan toplamda 11 tiiriin
atpD gyrB, recA, rpoB, trpB gen bolgelerini kodlayan DNA bdlgesinin

amplifikasyonu icin Cizelge 3.5’de verilen primerler kullanildu.

Hazirlik:

1. Primer stoklar (20 uM, Biotech)

2. 5-10 pl ddH20 iginde ¢6ziinmiis, yiiksek oranda saf genomik DNA (50-300 ng)
3. Master mix GoTaq®Hot Start Colorless (Promega, M714)

4. Steril ddH20
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Cizelge 3.5. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri PZR dizi analiz iirtinlerinin
elde edilmesinde kullanilan primerler [Carro ve ark., 2012].

Primer o Baglanma Uriin
Kodu Sekans Dizisi (5-3') Sicakhgi|  Biiyiikliigii
atpDPF | GTCGGCGACTTCACCAAGGGCAAGGTGTTCAACACC 63 998
atpDPR | GTGAACTGCTTGGCGACGTGGGTGTTCTGGGACAGGAA 63 998
oyrBPF géggTCGTGCTGACCGTGCTGCACGCGGGCGGCAAGTT o 1305
gyrBPR {GTTGATGTGCTGGCCGTCGACGTCGGCGTCCGCCAT 65 1305
rpoBPF | GAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGC 65 994
rpoBPR |{CCTCGTAGTTGTGACCCTCCCACGGCATGA 65 994
trpBPF GCGCGAGGACCTGAACCACACCGGCTCACACAAGATC 66 822
AACA
rpBPR 'CI';(C:;C(:‘:ATGGCCGGGATGATGCCCTCGGTGCGCGACAGCA - 822
recAPF | CCGCRCTCGCACAGATTGAACGSCAATTC 60 913
recAPR | GCSAGGTCGGGGTTGTCCTTSAGGAAGTTGCG 60 913
Uygulama:

1. Master mix ve primer soliisyonlar1 -20°C’den ¢ikarilarak buz iizerinde ¢ozdiiriildi.

2. PCR amplifikasyonu yapilan 50 pl’lik bir reaksiyonluk karisimi

DNA (50-100 ng) 1ul
Gen bolgesi i¢in uygun forward primer (20 M) 1 ul
Gen bolgesi i¢in uygun reverse primer (20 pM) 1 ul
DMSO Sul
ddH20 17 wl
Master mix GoTaq®Hot Start Colorless (Promega, M714) 25 ul
Toplam 50 pl

3. 0,2 mI’lik PCR tiiplerine 1 pul DNA ilave edildi.

4. Uygun forward ve reverse primerlerinden 1 pl PCR tiipiine eklendi.

5. 5 ul dimethyl sulfoxide (DMSO) ilave edildi

6. Tiipe 17 wl ddH20 ilave edildi.

7. Her bir reaksiyon tiipiine 25 pl master mix ilave edildi ve her gen bdlgesi i¢in ideal
baglanma sicakliklarina gére PZR reaksiyonu (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block,
Korea) gergeklestirildi. PZR reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.6’da belirtildi.
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Cizelge 3.6. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri PZR reaksiyon sartlari

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon | Baglanma | Uzama Uzama
95°C 95°C 50-62°C 72°C 72°C 25°C
9 dk 1dk 1dk 2 dk 7 dk 1dk
1 dongii 35 dongii 1 dongi 1 dongii

3.1.7.2 atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bdlgeleri PZR amplifikasyonlarinin

kontrolii

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

bantlarin olustugu goézlendi ve goriintii kaydedildi.

3.1.7.3 atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bdélgelerinin dizi analizi

atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgelerinin baz dizilimi, her bir gen bdlgesi i¢in
2 oligoniikleotit primer kullanilarak Macrogen firmasi tarafindan ABI 3730XL
(otomatik baz dizileme) cihazi ile okundu. Cizelge 3.7°de atpD, gyrB, recA, rpoB,
trpB gen bolgelerinin baz dizileme analizinde kullanilan oligoniikleotit primerler, bu

primerlerin niikleotit dizileri verilmistir.
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Cizelge 3.7. atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen bolgeleri baz dizileme analizinde

kullanilan oligoniikleotit primerler, bu primerlerin niikleotit dizileri
[Guo ve ark., 2008].

Primer Kodu Sekans dizisi (5'-3")

gyrBF-1 GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCA
gyrBR-4 CGCTCCTTGTCCTCGGCCTC
rpoBF1 TTCATGGACCAGAACAACC
rpoBR1 CGTAGTTGTGACCCTCCC
trpBF GGCTCACACAAGATCAACAA
trpBR TCGATGGCCGGGATGATGCC
recAF ACAGATTGAACGGCAATTCG
recAR ACCTTGTTCTTGACCACCTT
atpDF ACCAAGGGCAAGGTGTTCAA
atpDR GCCGGGTAGATGCCCTTCTC

3.1.7.4 atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB bolgelerine dayah verilerin analizi ve

filogenetik dendogramlarin olusturulmasi

9 izolat ve bes gen bolgesi niikleotit dizi verileri Genbank’a depozit edilmemis 11 tip
tiriiniin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgelerinin sekans analizleri
gerceklestirildi. Sekanslama islemi tamamlandiktan sonra izolatlar ve dizi verileri veri
tabanlarina kaydedilmis olan tip tiirleriyle birlikte toplamda 26 tane organizmanin dizi
verileri PHYDIT programi [URL-11] kullanilarak manuel olarak birlestirildi.
Filogenetik analizler i¢in MEGA 7,0 programi, hizalama islemi aym programin
CLUSTAL W [Kumar ve ark., 2016] segenegi kullanilarak yapildi. Neighbour Joining
[Saitou ve Nei, 1987] metodu ve Jukes-Cantor filogenetik uzaklik matriksi
kullanilarak filogenetik dendogramlar ¢izildi. Olusturulan filogenetik agaglarin

bootstrap analizleri [Felsenstein, 1985] 1000 tekrarli olarak gergeklestirildi.
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3.1.8 Kemotaksonomik analizler

3.1.8.1 Tiim hiicre seker analizi

Seker analiz ¢alismasinda ilk olarak yaklasik 50 mg kuru hiicre 2 ml’lik viallere
eklenerek, 1,5 ml IN H2SO4’de 100 °C’de 3 saat hidrolize tabi tutuldu. Elde edilen
hidrolizat doygun Ba(OH)2 ile pH: 5-5,5’e ayarlandi. Daha sonra, 6000 rpm’de 5
dakika santrifij edildi. Ust faz ayri bir tiipe alindi ve sivi kismi tamamen
buharlastirilarak uzaklastirildi. Geriye kalan kisim 0,1 ml ddH20 ve 0,25 ml piridinde
¢oziildii. Herbir 6rnek i¢in 3-5’er pul olacak sekilde standartlar ile birlikte 60-F254
silica gel (Merck) TLC plakalarina yiikleme yapildi ve plaka kurumaya birakildi.
Kuruduktan sonra n-butanol:H2O:pyridine:toluene (10:6:6:1, v/v) yiiriitiicii fazinda
ortalama 4 saat bekletildi. 4 saat yiiriitiildiikten sonra TLC plaka 30 dk kurumaya
birakildi. Tamamen kuruduktan sonra aniline-phthalate ayiraci ile spreylendi ve 100
°C’de 4 dk etiivde bekletildi. izolatlarin seker tiplerinin belirlenmesin de iki farkli
standart kullanildi. Aktinobakterilerde varligi bilinen 7 temel seker standart olarak
kullanild1. Bu sekerler birinci standart da galaktoz, arabinoz ve ksiloz, ikinci standart
glikoz, mannoz, riboz ve ramnoz bulunmaktadir. Alt1 karbonlu sekerler, kahve ve koyu

kahve tonlarinda, bes karbonlu sekerler ise kizil tonlarinda goriildii. izolatlarin seker

tipleride standartlara gore kiyaslanarak belirlendi.

3.1.8.2 Yag asitlerinin analizleri

Yag asit analizi i¢in secilen test izolatlarinin 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 enjektorii ile donanimli Agilent Technologies 6890N gaz
kromotografisi (GC) ile Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,

Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yapildi.
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Calismada ilk olarak, tip tiirii ve test izolatlarinin saf kiiltiirlerinden alinan yaklasik 5
ml’lik organizma 150 ml ISP2-Broth besiyeri i¢ine inokiile edilerek 150 rpm’de
28°C’de 5 giin inkiibasyona birakildi. 5 gilin inkiibasyondan sonra yas hiicreler
filtreden gegirilerek (selliiloz filtre, 0,45 um ¢apli) toplandi ve yaklasik 250 mg yas
hiicre kiitlesi vidali teflon kapakl: tiiplere aktarildi. Sonrasinda 4 basamakli iglemden

gegirilerek yag asiti metil esterleri (FAME) ekstrakte edildi.

Saponifikasyon: Bu asama hiicreleri pargalayarak yag asitlerinin lipitlerden ayrilmasi

asamasidir. Sicaklik ile beraber metanol ortamindaki bazin yiiksek derisiminden
faydalanildi. 1 ml metanol ortamina baz [45 g sodyum hidroksit (ACS sertifikali), 150
ml etanol (HPLC grade) ve 150 ml deiyonize distile su] eklenerek vortekslendi ve 95-

100°C’lik kaynamis su banyosunda 30 dakika bekletilerek islem gerceklestirildi.

Metilasyon: Bu islemde, sodyum tuzu halindeki yag asitleri metil esterlerine
doniistiirdii (Gaz Kromatografisi GC analizinde yag asitlerinin uguculugunu arttirmak
icin). 2 ml metilasyon eklenerek vortekslendi ve 80°C’lik sicak su banyosunda 10

dakika tutularak islem tamamlandi.

Ekstraksiyon: Bu basamakta 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 s1vi-sivi ekstraksiyonuyla organik faza aktarildi.

Baz yikama: Bu asamada 3 ml seyreltik baz ¢ozeltisi eklendi. Ardindan 5 dakika
rotator ile g¢alkalandi. Emiilsiyon olusumundan sonra birkag damla doymus tuz
¢ozeltisi damlatildi, temiz bir pastor pipeti kullanilarak tstteki organik fazin yaklasik
2/3’i temiz bir GC sisesine aktarildi. Boylece serbest yag asitleri ve organik

ekstraktaki kalint1 ajanlar uzaklastirildi.
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FAME analizleri MIDI (Microbial Identification System) (Microbial ID, Inc. Newark,
Del.) sistemini kullanan G2614A otosampler ve 6783 enjektdrii ile donanimli Agilent
Technologies 6890N gaz kromatografisi ile kromatografi sartlarinin {iretici firmanin
tavsiye ettigi sekilde ACTIN-1 3.80 kiitliphanesine uygun olarak ayarlanmasiyla
gerceklestirilmistir. FAME pikleri MIDI Microbial Identification System, software
version ACTIN-1 3.80 ile analizi gergeklestirildi.

3.1.8.3 Polar lipitlerin tespit edilmesi

Test izolatlarin polar lipit analizleri hizmet alimi yoluyla Almanya’nin Leibniz
Institute (DSMZ; German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) firmasina
yaptirildi. Polar lipid analizlerinde Minnikin ve ark. [1984] nin tanimladigi metot
kullanildi. Bu metoda gore, 15 ml’lik kapakl tiiplere yaklasik 100 mg kuru hiicre
konuldu, tizerine 3 ml MeOH % 0,3 NaCl (100/10) ve 3 ml petrol eteri ilave edildi.
Tiipler karistiric1 yardimryla 30 dk karistirildi ve 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Ust faz ayri bir tiipe aktarildi ve altta kalan faz igin aym islem bir defa daha
gerceklestirildi. Hidrolizat sicak su banyosunda 5 dk kaynatildiktan sonra oda
sicakligina gelinceye kadar sicakligi diisiiriildi. Sonrasinda 2,3 ml CHCls/MeOH/%
0,3 NaCl (90/100/30 v/v) ilave edilerek 1 saat santrifiijlendi. Karigtirma isleminden
sonra iist faz yeni bir vidali kapakli tiipe alind1 ve tekrar 0,75 ml CHCIls/MeOH/ % 0,3
NaCl (50/100/40 v/v) eklendi ve 30 dk calkalandi. Santrifiij sonrasi tist faz ayni tiipe
alind1 ve ekstrakta 1,3 ml CHCls, 1,3 ml % 0,3 NaCl eklendi ve iyice karistirildi.
Santrifiij sonras1 alt faz temiz bir viale alinarak azot gazi ile buharlagtirildi. 100 pl
CHCI3:MeOH (2:1 v/v)’de ¢6ziildii ve her bir 6rnekten 10 pl alinarak Merck 60-F254
silica gel TLC plakalarina yiiklendi. 1ki boyutlu yapilacak yiiriitme isleminde ilk
yiriitmede CHCls/MeOH/ddH20 (65/25/4), ikinci yiiriitmede CHCla/Asetik
asit/MeOH/ddH20 (80/15/12/4 v/v) yiriitiicii faz olarak kullanildi. Tiim lipitlerin
belirlenmesi i¢in % 10’luk molibdofosforik asit ile sprey isleminden sonra 140°C’de
10 dakika kurutuldu ve TLC plakalar iizerindeki lipitlerin belirlenme islemi

tamamlandi.
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3.1.8.4 Menakinonlarin belirlenmesi

Test organizmalarin menakinonlarinin belirlenmesi hizmet alim1 yoluyla Almanya’nin
Leibniz Institute (DSMZ; German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)
firmasi tarafinda belirlendi. Menakinonlarin belirlenmesinde Collins ve ark. [1977]
tanimladigr ve Tamaoka ve ark. [1983]’nin modifiye ederek gelistirdikleri metod
kullanildi. Ortalama 100 mg liyofilize hiicre 20 ml kloroform/metanol (2:1) ile 1-2 saat
manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra 0,45 pm’lik filtreden gegirildi, rotary
evaporator’de (<37 °C) buharlastirildi ve 200 pl asetonda ¢ozdirildi. Kiesel Gel 60
F254 (Merck) TLC plakaya yiiklenen saf menakinonlar benzende yiiriitiildii ve 254
nm UV’de kontrol edildi. Menaquinone (Sigma) standartinin hizasindaki bant
plakadan kazinarak temiz bir tiipe alind1 ve tekrar 200 pl asetonda ¢6ziildii ve 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.

3.1.9 Nimerik taksonomi

16S rRNA gen dizi analizine gore yeni tiir olma olasilig1 bulunan test izolatlar1 ve
bunlarin en yakin tip tiirlerinin sikloheksimid (50 ug/ml) ilave edilmis yeast ekstrakt-
malt ekstrakt agar [ISP 2; Shirling ve Gottlieb, 1966] besiyerleri iizerine ¢izgi ekimleri
yapildi. 28°C’de 14 giin siireyle inkiibasyona birakilan organizmalar niimerik

siniflandirmada uygulanacak testler i¢in aktif hale getirildi.

Yeni tiir olma potansiyeline sahip izolatlar ile en yakin akraba tip tiirlerinin fenotipik
karakterlerinin belirlenmesi ve aralarinda kiyaslamalar yapabilmek i¢in bazi1 fizyolojik
testler uygulandi. Bu testler temel hidroliz testleri ile karbon ve azot kaynaklarin
kullanabilme, belirli maddeleri degrade edebilme, NaCl, sicaklik ve pH toleransi gibi

farkli fizyolojik testleri icermektedir.
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Caligmada test izolatlar1 ve 16S rRNA gen dizi analizine gore en yiiksek benzerlik
gosterdigi tip tiirleri olmak iizere toplamda 30 organizmayla calisildi. Niimerik
taksonomik ¢alismalar dikkate alinarak 87 birim karaktere gore testler yapildi.

Niimerik taksonomik ¢alismada kullanilan birim karakterler Cizelge 3.8’de verildi.

Niimerik tesler i¢in inokiilasyondan once yapilacak testler icin uygun bazal kiiltiir
ortamlar1 hazirlandi. Test edilecek herbir organizma i¢in, agz1 kapakli 5 ml’lik cam
siselere 2 ml Ringer ¢6zeltisi ilave edildi. Siseler 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril hale getirildi. Yeast ekstrakt-malt ekstrakt agar [ISP 2; Shirling ve Gottlieb,
1966] plaklarda gelisen test suslarinin spor ve substrat miselleri steril 6ze yardimiyla
etiketlenmis siselere aseptik olarak aktarildi. Daha sonra, vorteks ile karistirilarak
homojen hale getirilen bakteri soliisyonlari, steril kabin (Pbi, Miniflo International,
Milano-Italy) igerisinde Multipoint inokiilatoriin tablasina aktarilarak test plagina
inokiilasyonu saglandi. Test organizmalarin kiiltlir ortamina aktarilmasi ayni anda 19
organizma inokiile edebilen Multipoint inokiilatér (Order Code SCAN 400, Mast
Group Ltd., Merseyside, UK) kullanilarak ger¢eklestirildi.
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A. Besinsel Testler

B. Degredasyon Testi

Temel Karbon Kaynaklari (% 1)

Temel Azot Kaynaklari(% 1)

Adonitol L(+)Rhamnose Alfa-iso-leucine L-Serine Adenin
D(-)Arabinoz Lactose DL-Phenylalanin L-Threonine Casein
D(-)Fruktoz L-Glutamin Glycine L-Tyrosine Chitin
D(+)Cellobioz Maltose L-Alanine L-Valine Elastine
D(+)Galaktoz Mannitol L-Arginine Gelatin
D(+)Mannose myo-inositol L-Asparagine Guanine
D(+)Melibioze Succinic Acid L-Cysteine Hypoxanthine
D(+)Riboz Sucrose L-Histidine Starch
Dextran Xylitol L-Hydroxyproline Tween 20
Dextrin Xylose L-Lycine Tween 40
Glikoze L-Methionine Tween 80
Inuline L-Phenylalanine Xhantine
L(+)Arabinose L-Proline Xylan
C. Biyokimyasal Testler % w/v D. Fizyolojik Testler
Arbutin Ure Sicakhik: 4 °C, 10 °C, 20 °C, 28 °C, 37 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C NaClI Toleransi
Allantoin Nitrat pH:4.5.6,7, 8,910, 11, 12 %0,%1,%2,%3,%4 %5
Aesculin Milk zon %6,%7, %8, %9, % 10 NaCl
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3.1.9.1 Biyokimyasal testler

Test izolatlart ve 16S rRNA gen dizi analizine gore en yakin akraba tip tiirlerine
biyokimyasal test olarak; allantoin hidrolizi, arbutin hidrolizi, H2S analizi, milk

koagiilasyon testi, nitrat rediiksiyonu ve tire hidrolizi olmak tizere toplam 6 test tatbik
edildi.

Allantoin hidrolizi

Allantoin hidrolizi i¢in, Korn-Wendisch ve Kutzner [1992] tarafindan belirlenen bazal
besiyeri kullanildi. Teknige gore; 5 ml’lik deney tiiplerinin her birine 2’ser ml % 1
(w/v) konsantrasyonunda allantoin ilave edildi. Tipler 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril hale getirildi. Otoklavdan sonra steril tiipler egik konuma
getirilerek sogumasi saglandi ve yatik agar hazirlandi. Steril 6ze ile inokiilasyonu
yapilan tiipler, 28 °C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol olarak allantoin
icermeyen tiipler hazirlandi. Negatif kontrollerden farkli olarak koyu pembe renk
olusumu pozitif (+) sonug olarak kaydedildi. Indikator olarak, reaksiyon sonunda koyu
pembe renk degisikligi gosteren fenol red kullanildi. Allantoin testinin pozitif sonucu,
iki hidrolitik enzimin varligin1 gosterir. Bu enzimlerden biri, allantoini allantoik asite

cevirirken, diger enzim allantoik asidi tlire ve glikooksalata doniistiiriir.

Arbutin hidrolizi

Arbutin hidrolizi i¢in Korn-Wendisch ve Kutzner [1992] tarafindan belirlenen bazal
besiyeri kullanildi. Bazal ortama % 0,5 (w/v) konsantrasyonlarinda Arbutin ilave
edildi. 5 mI’lik deney tiiplerinin her birine 2’ser ml arbutin ilaveli edildi ve 121 °C’de
15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi. Otoklavdan ¢ikan steril tlipler egik
konuma getirilerek yatik agar hazirlandi. Negatif kontrol i¢in arbutin igermeyen tiipler
hazirlandi. Steril 6ze ile inokiilasyonu yapildi. Inokiilasyon yapilan tiipler, 28°C’de 7

giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kiyaslamalar yapildi. Negatif kontrollerden
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farkli olarak koyu kahverengi/siyah renk olusumu pozitif (+) sonug olarak
degerlendirildi.

H-S analiz testi

Hidrojen siilfiir testi, test organizmalarinin, siilfiir igeren bazi aminoasitleri (sistin,
sistein, metionin, glutation) veya bilesikleri (siilfatlar1) ayrigtirarak hidrojen siilfiir
(H2S) meydana getirebilme durumlarini saptamak igin yapilir. SIM (siilfat indol,
hareketlilik besiyeri) besi yerine, mikroorganizma kiiltlirleri batirilmis igne ile dikine
inokiile edildi. Tiipler 28°C’de 2-7 giin inkubasyona birakilarak her giin gozle kontrol
edildi. SIM besi yerinde, inokulasyon hatt1 boyunca siyah rengin (demir sulfid, FeS)
meydana gelmesi pozitif (+) reaksiyon olarak degerlendirildi. Higbir degisiklik yoksa
negatif (-) olarak kabul edildi.

Milk koagiilasyon testi

Bu analiz i¢in Goodfellow [1971] ve Gordon ve arkadaslarinin 1974 yillarinda
gelistirdikleri teknikler kullanilarak analizler yapildi. Sonuglarin yorumlanmasi da

yine ayn1 metodlara gore gergeklestirildi.

Nitrat rediiksiyonu

Goodfellow [1996] tarafindan tanimlanmig bazal besiyeri kullanilarak gergeklestirilen
Nitrat (% 0,1 w/v) rediiksiyonu analizi i¢in 5 mI’lik tiiplerin her birine 2’ser ml besiyeri
konularak 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Steril besiyerlerine 6ze ile inokiilasyon
yapildi. Sonrasinda 28 °C’de 14 giin inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol olarak
mikroorganizma ekimi yapilmamus tiipler segildi. Inkiibasyon sonrasinda tiiplere esit
miktarlarda nitrat rediiksiyon ayiraglarindan (A ve B soliisyonlar1; Goodfellow, 1996)
ilave edildi. Siilfanilik asit, nitrit ile reaksiyona girerek diazonyum tuzunu olusturur,
naftilamin varliginda pembe-kirmizi (koyu kirmizi: stabil red azo) renk olusan tiipler

nitrat rediiksiyonu i¢in pozitif (+) sonug olarak kaydedildi.
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Eger renk degisimi goriilmemis ise; nitratin, nitrit agamasindan daha asagi kademede
olan azot gazina kadar indirgendigini gosterir [NO3 (Nitrat) — NO7 (Nitrit)— N2
(Nitrojen)], ya da nitratin indirgenmedigini gosterir. Boyle bir durumda renk degisimi
olmayan tiiplere az miktarda ¢inko iyonlarini (Zn*?) igeren (nitrat rediiktaz enzimiyle
ayni reaksiyonu katalizleyen) ¢inko tozu eklendi. Eger ortamda nitrat kalmissa ¢inko
tozu ilavesiyle nitrite ¢evrilecek, karakteristik kirmizi renk olusacaktir. Bu sekilde
gbzlenen test tiipleri negatif sonug olarak degerlendirildi. Cinko tozunun ilavesiyle
herhangi bir renk degisimi gozlenmedigi durumda nitratin nitrojen gazina

indirgendigini gosterir ve bu reaksiyonlarda pozitif sonug olarak kaydedildi.

Ure hidrolizi

Korn-Wendisch ve Kutzner [1992] tarafindan tamimlanmis bazal besiyeri iirenin
disinda diger maddeler 900 ml saf suyla hazirlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
% 0,2 (w/v) konsantrasyonlu iire 100 ml saf su igerisinde ¢6ziildii ve filtreden
gegirilerek steril edildi. Otoklavda steril edilmis bazal ortam igerisine aseptik
kosullarda ilave edildi. Besiyeri, 5 ml’lik steril tiiplere her birine 2’ser ml olacak
sekilde aseptik kosullarda transfer edildi ve tiipler egik konuma getirilerek yatik agar
hazirlandi. Negatif kontrol olarak {ire igcermeyen tiipler hazirlandi. Steril 6ze ile
inokiilasyonu yapilan tiipler, 28°C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda, mikroorganizma inokiilasyonu yapilmis tiipler negatif kontrol ortamiyla
karsilagtirilarak ~ degerlendirme yapildi. Negatif kontrollerden farkli olarak
sari/turuncudan parlak pembe/kirmizi renk degisimi gozlenmesi pozitif (+) sonug
olarak degerlendirildi. Indikator olarak, sari/turuncudan parlak pembe/kirmizi renk

degisimini gosteren fenol red kullanilmistir.

3.1.9.2 Degredasyon testleri

Williams ve ark. [1983] tarafindan tanimlanmis metotlar kullanilarak adenin, elastin,
guanin, hipoksantin, jelatin, kazein, kitin, ksilen, ksantin ve nisasta degredasyonlari
belirlendi. Testler igin bazal ortam olarak Bennett’s agar [Jones, 1949] se¢ildi. Tween

20, Tween 40 ve Tween 80 degredasyonu icin Nash ve Krent [1991] tarafindan
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tanimlanan pepton agar bazal ortami1 kullanildi. Maddeler tindalizasyon ile steril edildi
ve steril bazal ortama eklenerek besiyerleri hazirlandi. Test edilecek organizmalar
kiltiir ortamina Multipoint inokulatdr (Order Code SCAN 400, Mast Group Ltd.,
Merseyside, UK) kullanilarak inokiile edildi.

Adenin, elastin, guanin, hipoksantin, jelatin, kazein, kitin, ksilen, ksantin degradasyon
petrileri 28°C’de inkiibasyona birakildi ve 3. 7. 14 ve 21. giinlerde petriler kontrol
edildi. Kontroller sonucunda her bir test susunun besiyeri ortaminda olusturdugu
koloniler etrafinda veya petri plagin alt kismindan bakildiginda agik bir zon olusumu
varsa pozitif (+) sonug, zon olusumu yoksa negatif (-) sonu¢ olarak kabul edilidi.
Digerlerinden farkli olarak inkiibasyonun 7. giiniinde adenin, 30. giiniinde ise guanin

ve ksantin’in degredasyon degerlendirmeleri yapildi.

Nisasta degredasyon analizinde bazal ortam olarak Bennett's agar [Jones, 1949]
kullanilarak belirlendi. 50 ml saf su igerisinde nisasta ¢6ziildiikten sonra bazal ortama
ilave edildi. Besiyeri otoklavlanarak steril hale getirildi. Organizma inokiilasyonunda
sonra 28°C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. 7. giiniin sonunda Lugol’s iodin eriyigi
petri plag: ylizeyine ince bir tabaka olusturacak sekilde yayilarak nisasta degredasyonu
degerlendirilmesi yapildi [Cowan ve Steel, 1974]. Petri plag: lizerine yayilan iodin
eger ortamda nisasta varsa nisastayla birlesip koyu mavi bir renk kompleksi meydana
getiririr. Fakat nisasta molekiilleri degradasyona ugramis ise iodinle koyu mavi
kompleks olusmaz. Bundan dolay1 organizmanin biiyiime alanlari etrafindaki agik zon
olusumu bize nisasta degradasyonunun gergeklestigini ve degerlendirmelerde bu

durum pozitif (+) olarak kabul edilir.

Tween 20, 40 ve 80 degredasyon testi i¢in, Nash ve Krent [1991] tarafindan
tanimlanan pepton agar bazal ortam1 kullanildi. Tween 20, 40 ve 80 tindalizasyon ile
steril edildi. Sonrasinda steril bazal ortama katild1 ve petrilere dokiildii. Bazal ortam
petri plaklarina organizmalar inokiile edildikten sonra plaklar, 28°C’de inkiibasyona
birakildi. Degerlendirmeler inkiibasyonun 3. 7. ve 14. giinlerinde yapildi. Tweenlerin
degradasyonu sonucunda serbest yag asitlerinin agiga g¢ikarak ortamda bulunan

kalsiyum iyonlarn ile birleserek karakteristik beyaz ¢oziinmeyen kalsiyum tuzlarimi
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meydana getirirler. Coziinemeyen kalsiyum tuzu kristalleri koloniler etrafinda beyaz

opak bir halka olusturdugunda pozitif (+) sonug olarak yorumlanir.

Jelatin inokiilasyon sonrasi, 28°C’de 7 giin inkiibasyona birakildi. Degerlendirme,
besiyeri ortam ylizeyine ince bir tabaka olusacak sekilde trikloroasetik asit soliisyonu
(TCA) dokiilerek yapilir. TCA, ortamda bulunan hayvansal protein olan jelatinin
¢okelmesi ile sonuglanan doniisiimsiiz denatiirasyona neden olur. Koloniler etrafinda

olusan agik zonlar pozitif (+) sonug olarak kabul edilir.

3.1.9.3 Besinsel testler

Temel karbon kaynaklarinda gelisme

Test edilecek organizmalar, gelisme ve enerji gereksinimleri kullanabilme
yeteneklerine gore 23 farkli karbon kaynagi (Cizelge 3.8) bakimindan test edildi.
Testler i¢in, bazal ortam olarak ISP 9 besiyeri kullanildi [ISP 9; Shirling ve Gottlieb,
1966] Belirli miktarlardaki her bir karbon kaynagi, bazal ortamina aseptik kosullarda
aktarildi. Negatif kontrol olarak sadece ISP 9 besiyeri, pozitif kontrol olarak da glikoz
ilaveli besiyeri kullanildi. Plaklara test organizmalarinin inokiilasyonu, 12 igneli
multipoint inokiilatér araciligiyla gergeklestirildi. 28°C’de inkiibasyona birakilan
inakiilasyonlu plakalarda, 7. 14 ve 21. giinlerinde pozitif ve negatif kontrol sonuglarina
bakilarak kiyaslamalar yapildi. Test organizmalarindaki gelisim, negatif kontrol
plagindaki gelismelere benzerse negatif (-), pozitif kontrol plagina yakin ya da daha

cok gelisme varsa pozitif (+) olarak kabul edildi.

Temel azot kaynaklarinda gelisme

Test edilecek organizmalarin gelisme ve enerji gereksinimlerinde azot kaynaklarin
kullanabilme bagarilarini test etmek i¢in 17 farkli azot kaynagi (Cizelge 3.8) kullanildi.
Testler de bazal ortam olarak Williams ve ark. [1983] tarafindan tanimlanan besiyerleri
kullanildi. Yeterli miktarlardaki azot kaynaklari tindalizasyon teknigi ile steril hale
getirilip aseptik sartlarda steril bazal ortama eklendi. Pozitif kontrol olarak L-asparajin
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ilave edilmis bazal ortamlar, negatif kontrol olarak bazal ortamin kendisi kullanildi.
Test organizmalarmin plaklara inokiilasyonu, multipoint inokiilatdr kullanilarak
gerceklestirildi. Inokiilasyon yapilan plaklar, 28°C’de inkiibe edildi ve inkiibasyonun
7. 14. ve 21. ginlerinde pozitif ve negatif kontrol plaklar1 kullanilarak
degerlendirilmeler yapildi. Test suglarinin gelismesi negatif kontrol plagindaki gibiyse
negatif (-), negatif kontrol plagindaki gelismelerden daha genis veya pozitif kontrol
plagindakilere daha yakinsa pozitif (+) sonug olarak kabul edildi.

3.1.9.4 Fizyolojik testler

pH’va tolerans testi

Test organizmalar1, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 9, pH 10, pH 11 ve pH 12 olmak
tizere 9 farkli pH degerinde (Cizelge 3.8) gelisme durumlarini belirlemek tizere test
edildi. Bazal ortam olarak ISP 2 agar kullanildi. Bazal ortam 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril hale getirildi. Istenilen pH (4, 5, 6) degerleri 1M HCI ¢ozeltisi
yardimiyla cam elektrotlu pH metre (Model 292, Unicam Ltd.) ile dl¢iimler yapilarak
belirlendi. Bazal ortamda 1000 ml i¢in gereken 1M HCI ¢ozeltisinden gerekli miktar
hesaplandi, ayr1 bir kapakli sisede 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.
Besiyerlerinin petriye dokiilme agamasinda aseptik kosullarda steril ISP 2 agara ilave
edildi. pH (7, 8, 9, 10, 11, 12) i¢in de NaOH ¢ozeltisi kullanilarak istenilen pH
degerleri ayarlandi. Istenilen degerler igin kag ml NaOH g¢ozeltisi gerektigi cam
elektrotlu pH metre (Model 292, Unicam Ltd.) ile dlgtimler yapilarak belirlendi. 2000
ml i¢in gereken 1M NaOH c¢ozeltisi hesaplandi, ayri bir kapakli sisede 121°C’°de 15
dk otoklavlanarak steril hale getirildi ve besiyerlerinin petriye dokiilme asamasinda
aseptik kosullarda steril ISP 2 agara aktarildi. Test organizmalarinin plaklara
inokiilasyonu, multipoint inokiilatér araciligiyla yapildi. inokiilasyon yapilan plaklar
28°C’de 7 ve 14 giin inkiibasyondan sonra okundu. Test plaginda organizmalar gelisim
gostermis ise pozitif (+), plaklarda organizmalar gelisme gostermemis ise negatif (-)

sonug olarak degerlendirildi.
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Segilen organizmalar, 8 farkl sicaklik (4, 10, 20, 28, 37, 45, 50 ve 55°C) degerlerinde
(Cizelge 3.8) gelisme ve biiylime becerilerini belirlemek igin test edildi. ISP 2 agar
(pH 7,2) bazal ortam olarak segildi. Test organizmalarinin inokiilasyonu multipoint
inokiilator ile gergeklestirildi. Daha sonra istenilen sicakliklara ayarlanmis etiivlerde
inkiibasyona birakildi. Diisiik sicakliktaki (4, 10 ve 20 °C) petriler her hafta kontrol
edilmek kosuluyla 6 hafta, 28°C ve 37°C’deki petriler 7. ve 14. giinlerinde, yiiksek
sicakliktaki petriler (45, 50 ve 55°C) 3. ve 7. giinlerinde kontrol edilerek
degerlendirmeler yapildi. Organizmalar petri plaklarinda gelisme géstermis ise pozitif

(+) sonug, gelisme yoksa negatif (-) sonug olarak kaydedildi.

Tuz tolerans testi

Bazal ortam olarak ISP 2 agar (pH 7,2) kullanilan tuz tolerans testinde organizmalar,
% 1-10 NaCl konsantrasyon araliginda (Cizelge 3.8) gelisme kabiliyetleri iizerine teste
tabi tutuldu. Test organizmalar1 petri plaklarina multipoint inokiilator ile inokiile
edildi. 28 °C’de 14 giin siireyle inkiibe edildi. Test plaginda gelisme gosteren suslar

pozitif (+), gelisme gostermeyenler negatif (-) sonug olarak kaydedildi.
3.1.10 Antimikrobiyal aktivite testi

Test organizmalart 16S rRNA gen dizi analizi verilerine gore yeni tiir olma olasiligt
olan izolatlardan se¢ildi. Test izolatlariin Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler,
maya ve filamentli fungus olmak iizere 10 patojen organizmanin (Cizelge 3.9)
gelismelerini inhibe etme kabiliyetleri test edildi. Her bir izolat i¢in, agz1 kapakli
kiiciik siselere 1,5 ml ringer ¢ozeltisi hazirlandi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
Steril ringer ¢ozeltisi igerisine daha once ISP 2 agarda gelistirilen organizmalar,
aseptik kosullarda ilave edildi ve vorteksle karistirilarak homojenize hale getirildi.
Daha sonra bakteri soliisyonlarindan otomatik pipetle (P10: Nichipet EX, Nichiryo
Co.,Ltd, Tokyo 101-0038, Japan) 7ul alinarak antibiyotik ilavesiz modifiye edilmis
Bennett’s Agar [Jones, 1949] yiizeyine 5’li gruplar halinde nokta ekim inokiilasyonu
yapildi. Inokiilasyon yapilan petri plaklar, 28°C’de 3 giin siireyle inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyonun 3. giiniiniin sonunda gelisme gdsteren koloniler {izerine, steril
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enjektor yardimiyla 3-5 ml kloroform dokiildii. Kloroformun buharlagsmasi igin petri
plaklari, 40 dakika boyunca kapaklar1 yar1 agik bir sekilde bekletildi. Kloroform ile
oldiirtilen koloniler tizerine, patojen test organizmalarinin yayma plak yontemi ekimi
yapildi. Inokiilasyonlu plaklar, 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra koloniler etrafinda olusan inhibisyon zon dl¢iimii yapilarak
kaydedildi.

Cizelge 3.9. Antimikrobiyal aktivite testi i¢in se¢ilen patojen organizmalar

Patojen organizmalar

Aspergillus parasiticus NRLL-465"
Candida utilis NRLL Y-900"

Escherichia coli ATCC 259227
Citrobacter freundii NRLL B-2643T
Enterobakter aerogenes NRLL B-3567"
Pseudomomas aeruginosa NRLL B-2679T
Bacillus subtilis NRLL B-209"
Staphylococcus aureus ATCC 292137
Staphylococcus aureus NRLL B-7677
Micrococcus luteus NRLL B-10187
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ATTC (Amerikan Tip Kiiltiir Kolleksiyonu) 12301 Parklawn Drive, Rockville, Md.,
USA; NRRL (Kuzey Bolgesi Arastirma Laboratuvarr) National Center For
Agricultural Utilization Research, Peopia, Illinois, USA

3.1.11 Kiiltiirel ve morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi
3.1.11.1 izolatlarn farkh besiyerlerindeki biiyiime ve gelisimleri

Calismada 16S rRNA gen dizi analizine gore yeni tiir olabilecek izolatlar ve onlarin
en yakin tip tiirlerinin, farkl kiiltiir ortamlarinda gelisimi, ¢6ziinebilir pigment rengi,
spor rengi ve substrat miselyum rengi belirlemek tizere testler yapildi. Calismada
kiiltiir ortamlar1 olarak; yeast ekstrakt-malt ekstrakt agar [ISP 2; Shirling ve Gottlieb,
1966], oatmeal agar (ISP 3), inorganik salts-starch agar (ISP 4), gliserol asparajin agar
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(ISP 5),Pepton-yeast ekstrakt iron agar (ISP 6), tirozin agar (ISP 7), modifiye
Bennett’s agar, triptik soy agar (TSA), czapek’s agar ve niitrient agar olmak tizere 10
farkli besiyeri kullanildi. Organizmalar kiiltiir ortamlarina inokiile edildikten sonra
28°C’de 14 giin inkiibasyona birakildi. 14 giin sonra; gelisimi, ¢dziinebilir pigment
rengi, spor rengi ve substrat miselyum rengi bakimindan degerlendirilmeler yapilarak
kaydedildi.

3.1.11.2 Taramah elektron mikroskobisi (SEM) ile spor morfolojisi

16S rRNA dizi analizine gore yeni tiir olma olasilig1 bulunan izolatlar spor zincir
morfolojileri Pridham ve ark. [1958] ne gore en iyi sporlandiklari besiyerleri, en yakin
tip tlirlerininki 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 sonrasi, organizmalarin
gelistigi ve sporun yogun oldugu kisimlardan 5 mm ¢apinda birkag¢ agar blok alindi.
Her 6rnek i¢in ayr1 alinan agar bloklar % 2 gluteraldehit icinde +4 °C’ de 24 saat
bekletilerek fikse edildi. Fiksasyon sonrasi her agar blok dehidrasyon islemi igin sirasi
ile % 10-20-30-40-50-60-70-80-90-95-100’1iik etanol ile 10 dk muamele edildi. Daha
sonra Ornekler sivi CO2 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

goriintlilendi.
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4 BULGULAR
4.1 Sediment Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Yenicaga Golii sedimentinden yapilacak izolasyon calismasi i¢in sediment drnekleri
goliin 40°46'26.21"K, 32°01'49.22"D koordinatlarindaki kiy1 seridinde yaklasik 1
metre derinlikteki kismindan alindi. Alinan sediment Ornekleri uygun arag gereg

kullanilarak steril torbalara konuldu ve 6rnekler kullanima kadar +4°C’de saklandi.
4.2 Aktinomisetlerin izolasyonu, Saflastiriimasi ve Stoklanmasi

Yenigaga Golii sedimentinden yapilacak izolasyon ¢aligmasi on farkli se¢ici izolasyon
besiyeri kullanilarak gercgeklestirildi. Birkag izolasyon petri plagina ait bazi1 goriintiiler
Resim 4.1°de verilmektedir.

Resim 4.1. Baz1 segici izolasyon besi yeri petri plak goriintiileri
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Izolasyon igin hazirlanan petriler 28°C’de 30 giin siireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda segilen 92 izolat lokalite ve besiyeri isimleri dikkate aliarak
numaralandirilip, saf kiiltiirleri yapildi. izolatlar % 25°lik gliserol stok igeren
otoklavlanmis vidali kapakli tiiplere steril kiirdan yardimiyla transfer edildi, -20°C’de
stokland1. izolatlara verilen numaralar, izole edildikleri besiyerleri ve lokaliteleri
Cizelge 4.1°de verildi. Kullanilan on farkli segici izolasyon besiyerlerinden NBRC

Medium 802 ve SM1 agardan hicbir organizma izole edilemedi.

Cizelge 4.1. Izole edilen organizmalar ve segici izolasyon besi yerleri

No | SusNo izole Edilen Ortam No | SusNo izole Edilen Ortam
1. YC105 SM2 Stevenson’s medium 47. | YC542 M1 Agar

2. YC107 SM2 Stevenson’s medium 48. | YC601 Nocardia Agar

3. YC111 SM2 Stevenson’s medium 49. | YC602 Nocardia Agar

4. YC112 SM2 Stevenson’s medium 50. | YC603 Nocardia Agar

5. YC113 SM2 Stevenson’s medium 51. | YC605 Nocardia Agar

6. YC114 SM2 Stevenson’s medium 52. | YC606 Nocardia Agar

7. YC204 SM3 Medium 53. | YC607 Nocardia Agar

8. YC205 SM3 Medium 54. | YC608 Nocardia Agar

9. YC206 SM3 Medium 55. | YC609 Nocardia Agar

10. | YC207 SM3 Medium 56. | YC610 Nocardia Agar

11. | YC208 SM3 Medium 57. | YC611 Nocardia Agar

12. | YC209 SM3 Medium 58. | YC614 Nocardia Agar

13. | YC212 SM3 Medium 59. | YC701 R2A Agar

14. | YC214 SM3 Medium 60. | YC703 R2A Agar

15. | YC217 SM3 Medium 61. | YC708 R2A Agar

16. | YC220A SM3 Medium 62. | YC710 R2A Agar

17. | YC220B SM3 Medium 63. | YC712 R2A Agar

18. | YC222 SM3 Medium 64. | YC713 R2A Agar

19. | YC301 Marine Agar 65. | YC715 R2A Agar

20. | YC302 Marine Agar 66. | YC716 R2A Agar

21. | YC303 Marine Agar 67. | YC811 NBRC mediuum

22. | YC304 Marine Agar 68. | YC902 Starch-Casein medium
23. | YC305 Marine Agar 69. | YC903 Starch-Casein medium
24. | YC306 Marine Agar 70. | YC904 Starch-Casein medium
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Cizelge 4.1 (Devam). izole edilen organizmalar ve segici izolasyon besi yerleri

25. | YC307 Marine Agar 71. | YC905 Starch-Casein medium
26. | YC309 Marine Agar 72. | YC906 Starch-Casein medium
27. | YC335 Marine Agar 73. | YC907 Starch-Casein medium
28. | YC402 Humik asit vitamin Agar 74. | YC908 Starch-Casein medium
29. | YC403 Humik asit vitamin Agar 75. | YC912 Starch-Casein medium
30. | YC408 Humik asit vitamin Agar 76. | YC913 Starch-Casein medium
31. | YC419 Humik asit vitamin Agar 77. | YC914 Starch-Casein medium
32. | YC504 M1 Agar 78. | YC916 Starch-Casein medium
33. | YC512 M1 Agar 79. | YC917 Starch-Casein medium
34. | YC513 M1 Agar 80. | YC918 Starch-Casein medium
35. | YC515 M1 Agar 81. | YC921 Starch-Casein medium
36. | YC516 M1 Agar 82. | YC924 Starch-Casein medium
37. | YC520 M1 Agar 83. | YC925 Starch-Casein medium
38. | YC528 M1 Agar 84. | YC926 Starch-Casein medium
39. | YC532 M1 Agar 85. | YC927 Starch-Casein medium
40. | YC533 M1 Agar 86. | YC928 Starch-Casein medium
41. | YC535 M1 Agar 87. | YC932 Starch-Casein medium
42. | YC536 M1 Agar 88. | YC933 Starch-Casein medium
43. | YC537 M1 Agar 89. | YC934 Starch-Casein medium
44. | YC538 M1 Agar 90. | YC936 Starch-Casein medium
45. | YC540 M1 Agar 91. | YC939 Starch-Casein medium
46. | YCbh41 M1 Agar 92. | YC940 Starch-Casein medium

Segilen 92 izolatin 6 tanesi SM2 agar, 25 tanesi nisasta-kazein agar, 12 tanesi SM3
medium, 9 tanesi marine agar, 4 tanesi Humik asit vitamin agar, 17 tanesi M1 agardan,
11 tanesi Nocardia agar, 8 tanesi ise R2A agardan izole edildi. Bazi izolatlara ait petri

goriintlileri Resim 4.2.°de goriilmektedir.

4.3 lizolatlarin Renk Gruplarinin Belirlenmesi

Koloni morfolojilerine gore se¢ilen izolatlarin renk gruplandirmasi cycloheximide (50
ng/ml) antibiyotigi ilave edilmis ISP2 medium iizerinde belirlendi. 22 renk grubu elde
edildi. Renk gruplamasi yapilirken organizmalarin gelisimi, spor rengi, Subsrat
miselyum rengi ve ¢oziiniir pigment rengi bakimindan (Cizelge 4.2.) degerlendirmeler

yapilarak kaydedildi.
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Cizelge 4.2. Secici izolasyon besi yerlerinden izole edilen organizmalara ait renk

gruplari
G ’:'IL(J) p izolatlar Gelisimi Rssr? gri SubstraRtelr\:giiselyu m Cﬁziinéi;-nlaiigment
1. iggg:igsg%\\((%SeoolfYCSZO’ YC538 +++ Yok Parlak Mor Yok
2. ngggﬁggg,vczoavczoz Yes07 +++ Beyaz | Turuncu Parlak Turuncu
3. igggg:\:{ccsggsévcssa,vcelo,Yc712 ++ Beyaz | Acik Kahverengi Agik Kahverengi
4. ig%g:iggig,YC528,YC611,YC701 ++ Yok Koyu Kahverengi Acik Kahverengi
5. YC309,YC105,YC205,YC305,YC928 ++ Beyaz |San Yok
6. |yCliaycaos vcze2 Ycans w+ | Beyaz | Ack Torunen Yok
7. YC402,YC504,YC934 +++ Beyaz | Agik Sar1 Yok
8. YC601,YC602,YC918 ++ Beyaz Kahverengi Yok
9. ig;;é,YCSOZ,YCBlLYCGOG, YC614 ol Beyaz | Koyu Turuncu Yok
10. {YC515,YC713,YC903 ++ Yok Agik Sart Yok
11. | YCT715,YC940 ++ Yok Koyu Sar1 Yok
12. 1YC303,YC541,YC924 ++ Yok Acik Sar1 Yok
13. 1YC214,YC532 +++ Beyaz ! Acik Sar Sar1
14. 1YC403,YC419,YC716,YC905,YC908 +++ Yok Kahverengi Yok
15. 1YC208,YC605 +++ Yok Acik Sar1 Sart
16. {YC537,YC206 +++ Yok Parlak Sari Yok
17. 1YC107,YC710,YC111 +++ Beyaz Parlak Turuncu Turuncu
18. zggii,YCS%,YC542,YC703,YC906 " Gri Acik Yesil Yok
19. 1YC408,YC608,YCI17 +++ Koyu Gri | Siyah Koyu Kirmizi
20. 1YC212, YC904,YC933 ++ Yok Koyu Turuncu Koyu Kahverengi
21. 1YC926, YC902,YC921 +++ Sari Koyu Turuncu Acik Sari
22. 1YC306,YC925 +++ Beyaz Koyu Kahverengi Kahverengi
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Resim 4.2. Segici izolasyon besi yerlerinden saf kiiltiirleri yapilan baz1 izolatlar

4.4 Genomik DNA izolasyonu

16S rRNA ve atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gibi farkli gen bolgelerinin PZR
calismalar1 i¢in ilk etapta her bir renk grubundan bir temsilci se¢ilmek kosuluyla
toplam 22 test izolatinin genomik DNA’lar1t DNA izolasyon kiti (Invitrogen, ABD)
kullanilarak izole edildi. Genomik DNA izolasyonunun kontrolii % 1’lik agaroz jelde
yiriitiilerek yapildi (DNR, MiniLumi Bio-Imaging Systems, Israel). Agaroz jel UV-
transilliminator (DNR, MiniLumi Bio-Imaging Systems, Israel) ile goriintiilendi ve
kaydedildi. Daha sonra biyogesitliligi belirlemek amaciyla test organizmalarinin sayis1

22’den 76’ya ¢ikarildi.
4.5 16S rRNA Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Baglangigta 22 (daha sonra toplamda 76) test izolatinin 16S rRNA gen bolgelerinin
PZR amplifikasyonu gergeklestirildi. PZR amplifikasyonu 27f ve 1525r primerleri
kullanilarak gergeklestirildi. PZR iirlinleri; safligi ve uzama biiyiikliigiiniin kontrolii
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amaciyla % 1,5’luk agaroz jelde, PCR markér ile birlikte 100 voltta 30 dakika
yiriitiildii. Agaroz jel UV-transilliiminator (DNR, MiniLumi Bio-Imaging Systems,
Israel) yardimiyla goriintiilendi ve kaydedildi. Resim 4.3’te izolatlarin 16S rRNA

goriintiisti verilmektedir.

Resim 4.3. 16S rRNA jel goriintiisii

4.6 16S rRNA Gen Bilgesine ait PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve Dizileme

Calismasi

Elde edilen 16S rRNA gen bolgeleri PZR firiinlerinin saflastirilmasi islemi Macrogen
Inc., Giiney Kore’de gergeklestirilmistir. Test izolatlarinin 16S rRNA gen bolgelerine
ait sekanslama islemi, dort forward ve bir reverse primer kullanilarak Macrogen Inc.,
Giiney Kore’de gerceklestirilmistir. 16S rRNA gen bolgesi dizi analizinde kullanilan

primerler Cizelge 4.3.’te verildi.

Cizelge 4.3. 16S rRNA gen bolgesi dizi analizinde kullanilan primerler

Primer Kodu Sekans Dizisi (5°-37) Biiyiikligii Referans
518F CCAGCAGCCGCGGTAAT 17 Buchholz-Cleven ve ark., 1998
Mg3f CTACGGGRSGCAGCAG 16 Chun, 1995
800R TACCAGGGTATCTAATCC 18 Chun, 1995
Mg5f AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 Chun, 1995
Mg6f AAGGAGGTGWTCCARCC 17 Lane, 1991

M; adenin veya sitozin, R; adenin veya guanin, S; guanin veya sitozin, W; adenin veya
timini ifade etmektedir.
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47 16S rRNA Gen Bolgesi Dizisi Verilerinin Analizi ve Filogenetik

Dendogramin Olusturulmasi

Test izolatlarinin sekanslama islemi tamamlandiktan sonra PHYDIT [URL-11] ve
Mega 7,0 [Kumar ve ark., 2016], programlar1 kullanilarak, karsilastirmali ve manuel
olarak 5 farkli primerden elde edilen baz dizi verileri yan yana getirilerek yaklasik
1500 bg¢’den olusan 16S rRNA gen bolgesinin niikleotit baz dizisi olusturuldu. Elde
edilen 16S rRNA gen boélgesi niikleotit baz dizileri EzTaxon [http://eztaxon-
e.ezbiocloud.net/; Kim ve ark., 2011] server kullanilarak uluslararasi veri
tabanlarindaki en yakin akraba tiirlerinin dizi verileri ile karsilastirildi ve yiizde
benzerlikleri belirlendi. Filogenetik analizler i¢in MEGA 7,0 [Kumar ve ark., 2016]
paket programi kullanildi. Test izolatlarnin 16S rRNA niikleotit dizisine dayali
olusturulan her bir cinse ait Neighbour-joining [Jukes ve Cantor, 1969; Saitou ve Nei,

1987] filogenetik dendogramlari olusturuldu.

Dizi verilerinin filogenetik analizleri sonucunda Streptomyces cinsi tiyesi 37 izolat,
Nocardia cinsi iiyesi 18 izolat, Nonomuraea cinsi iiyesi 6 izolat, Micromonospora
cinsi iiyesi 5 izolat, Actinomadura cinsi tiyesi 4 izolat, Oerskovia, Glycomyces,
Amycolatopsis ve Cellulosimicrobium cinsi tiyelerine ait 1’er izolat elde edildi. Ayrica
Actinobacteria smifina girmeyen Staphylococcus cinsi iiyesi de 2 izolat elde edildi.
Sekil 4.1°de 16S rRNA gen bolgesi dizisi verilerine gore belirlenen cinslerdeki tiir

sayilar1 daire grafik olarak gosterilmektedir.



Amycolatopsis; 1 Staphylococcus; 2

Nonomuraea; 6_\ v \

Glycomyces; 1____
Actinomadura; 4

Micromonospora; 5

Cellulosimicrobium; 1_/-

Nocardia ; 18/

Oerskovia; 1

= Streptomyces * Oerskovia = Nocardia
® Micromonospora ® Actinomadura Glycomyces
* Amycolatopsis Staphylococcus

/_
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Streptomyces; 37

* Cellulosimicrobium
Nonomuraea

Sekil 4.1. 16S rRNA Gen Bolgesi dizisi verilerine gore belirlenen cinslerdeki tiir

sayilarinin daire grafik olarak gosterilmesi

Izolatlarin 16S rRNA gen bélgesine bagli en yakin benzer tiirleri ve % benzerlikleri

belirlenerek listelendi. 16S rRNA sekans verilerine gore tiim izolatlarin en yakin tip

tiirleriyle % benzerlik oranlar Cizelge 4.4.’te verilmektedir.

Cizelge 4.4. 16S rRNA sekans verilerine gore tiim izolatlarin en yakin tip tiirleriyle %

benzerlik oranlart

No | Sus No |En Yakn Tip Tiirii % Benzerlik
1. |[YC105 Oerskovia enterophila DSM 438527 99,93
2. |YC107 Nocardia soli DSM 444887 99,45
3. |YC1i11 Amycolatopsis lurida DSM 431347 99,28
4, |YC112 Nocardia puris DSM 445997 100,00
5. |YC113 Nocardia abscessus NBRC 1003747 100,00
6. |YC1l14 Nocardia thailandica NBRC 100428" 99,14
7. |YC205 Micromonospora siamensis TT2-47 98,94
8. |YC206 Nocardia kroppenstedtii N1286" 99,93
9. |YC208 Glycomyces algeriensis NRRL B-163277 99,59
10. [YC212 Micromonospora coxensis 2-30-b/28" 99,32
11. |YC214 Nocardia rhamnosiphila NRRL B-246377 99,72
12. |YC217 Nocardia higoensis NBRC 100133T 99,52
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Cizelge 4.4 (Devam). 16S rRNA sckans verilerine gore tiim izolatlarin en yakin tip
tiirleriyle % benzerlik oranlari

13. | YC220B |Nocardia higoensis NBRC 100133" 99,52
14, |YC222 Nocardia thailandica NBRC 1004287 99,21
15. |YC301 Actinomadura meyerae A288" 99,58
16. | YC302 Streptomyces griseorubens NBRC 127807 99,73
17. |YC305 Nonomuraea maritima FXJ7,2037 99,72
18. | YC306 Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 99,79
19. |YC307 Nocardia asiatica NBRC 1001297 100,00
20. |YC309 Staphylococcus kloosii ATCC 439597 99,79
21. |YC335 Streptomyces albogriseolus NRRL B-1305" 100,00
22. |YC402 Streptomyces marokkonensis AplT 98,91
23. | YC403 Streptomyces europaeiscabiei KACC20186" 99,86
24. |YC408 Streptomyces coerulescens ISP 51467 99,44
25. |YC419 Streptomyces vastus NBRC 130947 98,90
26. | YC504 Streptomyces indicus IH32-17 98,02
27. |YC512 Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 99,45
28. |YC513 Streptomyces marokkonensis Ap1T 98,90
29. |YC515 Actinomadura madurae DSM 430677 99,65
30. |YC516 Nocardia kroppenstedtii N1286" 99,93
31. |YC528 Streptomyces galilaeus JCM 47577 100,00
32. |YC532 Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676" 99,11
33. |YC533 Nonomuraea muscovyensis FMNO3" 99,93
34. |YC535 Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676" 99,11
35. | YC536 Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 99,73
36. |YC537 Streptomyces tauricus JCM 48377 97,95
37. | YC538 Nocardia soli DSM 444887 99,45
38. [YC540 Actinomadura citrea IFO 14678" 99,57
39. |YC541 Streptomyces umbrinus NBRC 130917 98,91
40. |YC542 Streptomyces albogriseolus NRRL B-1305" 100,00
41. |YC602 Nonomuraea muscovyensis FMNO3" 100,00
42. | YC603 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" 99,93
43. |YC607 Nocardia cyriacigeorgica NBRC 100375" 100,00
44. | YC608 Micromonospora auratinigra TT1-117 99,45
45, |YC611 Micromonospora saelicesensis Lupac 09" 99,93
46. |YC614 Streptomyces marokkonensis Ap1” 98,91
47, | YC701 Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC129127 100,00
48. |YC708 Streptomyces anulatus NRRL B-2000" 99,93
49. |YC710 Streptomyces fulvissimus DSM 405937 100,00
50. |YC712 Streptomyces malachitospinus NBRC 1010047 99,93
51. |YC713 Staphylococcus kloosii ATCC 439597 99,79
52. | YCT715 Streptomyces albidoflavus DSM 404557 99,72
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Cizelge 4.4 (Devam). 16S rRNA sckans verilerine gore tiim izolatlarin en yakin tip
tiirleriyle % benzerlik oranlari

53. |YC716 Streptomyces marokkonensis Ap1T 99,38
54, |YC811 Streptomyces chartreusis NBRC 127537 99,52
55. [YC902 Nocardia higoensis NBRC 100133T 99,45
56. |YC903 Cellulosimicrobium cellulans LMG 161217 99,86
57. [ YC905 Actinomadura cremea JCM 33087 99,93
58. | YC906 Streptomyces iakyrus NRRL ISP-5482T 99,62
59. |YC907 Nocardia carnea NBRC 144037 100,00
60. | YC908 Nonomuraea muscovyensis FMNO3" 99,93
61. |YC912 Streptomyces cellulosae NBRC 130277 99,93
62. | YC914 Streptomyces marokkonensis Ap1” 99,39
63. | YC916 Nonomuraea muscovyensis FMNO3" 99,93
64. | YC917 Streptomyces umbrinus NBRC 130917 99,73
65. |YC918 Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 99,73
66. | YC921 Streptomyces marokkonensis Ap1” 99,38
67. | YC924 Streptomyces umbrinus NBRC 130917 98,84
68. | YC925 Streptomyces umbrinus NBRC 130917 99,59
69. | YC926 Streptomyces anulatus NRRL B-2000" 99,80
70. | YC927 Nocardia rhamnosiphila NRRL B-246377 99,31
71. |YC928 Streptomyces anulatus NRRL B-2000" 99,93
72. | YC932 Nocardia fluminea S17 99,45
73. | YC933 Streptomyces albogriseolus NRRL B-1305" 99,93
74. |YC934 Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 99,66
75. |'YC936 Nocardia soli DSM 444887 99,38
76. | YC939 Nonomuraea muscovyensis FMNO3" 100.00

Test izolatlarinin 16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizileme ¢aligmalart sonucunda

izolatlarin cins diizeyinde en yakin akraba tip tiirleri belirlendi. Herbir test izolat1 ait

oldugu cinse gore her izolatin en yakin ilk 3 tip tiirli baz alinarak diger izolatlarla

birlikte listelendi.

Streptomyces cinsi

Streptomyces cinsi izolatlar ve ilk 3 tip tiirleriyle olusturulan liste belirlendikten sonra

ilk olarak 37 Streptomyces izolat1 ile dendogram olusturuldu. Izolatlarn 16S rRNA

gen bolgesi sekans analizi verilerine gore izolatlarin filogenetik iliskilerini belirten

dendogramlar ¢izildi. Streptomyces cinsi izolatlarin filogenetik agagtaki konumlarinin

net olarak belirlenebilmesi i¢in A ve B seklinde 2 grup olarak incelendi. Streptomyces



67

cinsi izolatlarin tamamiyla olusturulan A-B seklinde gruplandirilan dendogram Sekil
4.2.°de gosterilmektedir. Daha sonra bu gruplarin dendogramlar tip tiirleriyle tekrar
cizildi (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.). Streptomyces cinsine ait izolatlar ve en yakin akraba

3 tip tiirti ile % benzerlik oranlar Cizelge 4.5.’te verilmektedir.

Cizelge 4.5. Streptomyces cinsine ait izolatlar ve en yakin akraba 3 tip tiirii

No izolatin Adi ve En Yakin U¢ Tip Tiirii Gen Bank B % . Nt.Farki
enzerlik

Streptomyces sp. YC302 izolat1

1. S. griseorubens NBRC 127807 AB184139 99,73 4/1463

2. S.albogriseolus NBRC 127807 AJ494865 99,66 5/1468

3. S. viridodiastaticus NBRC 131067 AB184317 99,66 5/1462

Streptomyces sp. YC306 izolati

1. S. aculeolatus NBRC 148247 AB184624 99,79 3/1453

2. S. cacaoi subsp. cacaoi NBRC 127487 AB184115 97,61 35/1465
3. S. albospinus NBRC 138467 AB184527 97,57 35/1441
Streptomyces sp. YC335 izolati

1. S. albogriseolus NRRL B-1305" AJ494865 100,00 0/1453

2. S. viridodiastaticus NBRC 131067 AB184317 100,00 0/1453

3. S. coeruleorubidus ISP 51457 AJ306622 99,58 6/1443

Streptomyces sp. YC402 izolati

1. S. marokkonensis Ap1” AJ965470 98,91 16/1465
2. S. althioticus NRRL B-39817 AY999791 98,91 16/1463
3. S. matensis NBRC 128897 AB184221 98,90 16/1449
Streptomyces sp. YC 403 izolat1

1. S. europaeiscabiei KACC 201867 AY20759 99,86 2/1463

2. S. scabiei NRRL B-16523" LBNJ01000196 99,79 3/1463

3. S. deccanensis DAS-1397 EF219459 99,45 8/1463

Streptomyces sp. YC408 izolat1

1. S.coerulescensISP 51467 AY999720 99,44 8/1434

2. S. viridochromogenes NBRC 31137 AB184728 99,38 9/1462

3. S. violaceochromogenes NBRC 131007 AB184312 99,38 9/1456

Streptomyces sp. YC419 izolat1

1. S. vastus NBRC 130947 AB184307 98,77 18/1463
2. S. tricolor NBRC 154617 AB184687 97,72 33/1449
3. S. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-17737 DQ026631 97,6 34/1462
Streptomyces sp. YC504 izolat1

1. S. indicus I1H32-17 EF157833 98,02 29/1467
2. S. exfoliatus NRRL B-29247 JNZP01000081 97,48 37/146

3. S. omiyaensis NBRC 134497 AB184411 97,40 38/1459
Streptomyces sp. YC512 izolat1

1. S. aculeolatus NBRC 148247 AB184624 99,45 8/1453

2. S. synnematoformans S1557 EF121313 98,41 22/1387
3. S. albospinus NBRC 138467 AB184527 97,64 34/1439
Streptomyces sp. YC513 izolat1

1. Streptomyces marokkonensis Ap1T AJ965470 98,91 16/1465
2. Streptomyces althioticus NRRL B-3981T AY999791 98,90 16/1459
3. Streptomyces matensis NBRC 128897 AB184221 98,90 16/1449
Streptomyces sp. YC528 izolat1

1. S. galilaeus JCM 47577 AB045878 100,00 0/1470

2. S. bobili JCM 46247 AB045876 99,93 1/1469

3. S. phaeoluteigriseus NRRL ISP-51827 AJ391815 99,45 8/1444




68

Cizelge 4.5 (Devam). Streptomyces cinsine ait izolatlar ve en yakin akraba 3 tip tiirii

Streptomyces sp. YC532 izolat1

1. S. eurocidicus NRRL B-1676" AY999790 99,11 13/1467
2. S. xanthochromogenes NRRL B-5410" DQ442559 98,98 15/1469
3. S. michiganensis NBRC 127977 AB184153 98,97 15/1462
Streptomyces sp. YC535 izolat1

1. S. eurocidicus NRRL B-1676" AY999790 99,11 13/1467
2. S. xanthochromogenes NRRL B-5410" DQ442559 98,98 15/1469
3. S. michiganensis NBRC 127977 AB184153 98,97 15/1462
Streptomyces sp. YC537 izolat1

1. S. tauricus JCM 48377 AB045879 97,95 30/1466
2. S. beijiangensis NBRC 1000447 AB249973 97,75 33/1464
3. S. umbrinus NBRC 130917 AB184305 97,60 35/1461
Streptomyces sp. YC541 izolat1

1. S. umbrinus NBRC 130917 AB184305 98,91 16/1462
2. S. ederensis NBRC 154107 AB184658 98,81 17/1432
3. S. aurantiacus NBRC 130177 AB184259 98,43 23/1465
Streptomyces sp. YC542 izolati

1. S. viridodiastaticus NBRC 131067 AB184317 100.00 0/1463
2. S, albogriseolus NRRL B-1305" AJ494865 99,93 1/1470
3. S. coeruleorubidus ISP 51457 AJ306622 99,58 6/1443
Streptomyces sp. YC614 izolati

1. S. marokkonensis Ap1" AJ965470 98,91 16/1463
2. S. althioticus NRRL B-3981" AY999791 98,90 16/1455
3. S. matensis NBRC 128897 AB184221 98,90 16/1449
Streptomyces sp. YC701 izolat1

1. S. globisporus NBRC 128677 AB184203 100,00 0/1462
2. S. sindenensis NBRC 33997 AB184759 100,00 0/1462
3. S. pluricolorescens NBRC 128087 AB184162 100,00 0/1459
Streptomyces sp. YC708 izolat1

1. S. griseorubiginosus NBRC 130477 AB184276 99,93 1/1463
2. S. microflavus NBRC 130627 AB18428 99,93 1/1463
3. S. fulvorobeus NBRC 158977 AB184711 99,93 1/1461
Streptomyces sp. YC710 izolati

1. S. microflavus NBRC 130627 AB184284 100,00 0/1463
2. S. griseorubiginosus NBRC 130477 AB184276 100,00 0/1463
3. S. fulvissimus DSM 405937 CP005080 100,00 0/1470
Streptomyces sp. YC712 izolati

1. S. malachitospinus NBRC 1010047 AB249954 99,93 1/1463
2. S. parvulus NBRC 131937 AB184326 99,45 8/1463
3. S. violaceorubidus LMG 203197 AJ781374 99,38 9/1463
Streptomyces sp. YC715 izolati

1. S. albidoflavus DSM 404557 776676 99,73 4/1460
2. S. somaliensis NBRC 129167 AB184243 99,66 5/1464
3. S. hydrogenans NBRC 134757 AB184868 99,66 5/1452
Streptomyces sp. YC716 izolati

1. S. lienomycini LMG 200917 AJ781353 99,38 9/1454
2. S. marokkonensis Ap1” AJ965470 99,25 11/1465
3. S. rubrogriseus LMG 203187 AJ781373 99,25 11/1464
Streptomyces sp. YC811 izolat1

1. S. chartreusis NBRC 127537 AB184839 99,52 7/1463
2. S.resistomycificus NRRL I1SP-51337 JOBA01000220 98,98 15/1471
3. S. osmaniensis OU-637 FJ613126 98,87 16/1418




69

Cizelge 4. 5. (Devam) Streptomyces cinsine ait izolatlar ve en yakin akraba 3 tip tiirii

Streptomyces sp. YC906 izolat1

1. S. iakyrus NRRL ISP-54827 JNX101000062 99,52 7/1466
2. S. coeruleorubidus ISP 51457 AJ306622 99,51 7/1443
3. S. albogriseolus NRRL B-13057 AJ494865 99,45 8/1467
Streptomyces sp. YC912 izolat1

1. S. cellulosae NBRC 130277 AB184265 100,00 0/1465
2. S. gancidicus NBRC 154127 AB184660 99,86 2/1452
3. S. capillispiralis NBRC 142227 AB184577 99,79 3/1458
Streptomyces sp. YC914 izolat1

1. S. marokkonensis Ap1” AJ965470 99,39 9/1465
2. S. rubrogriseus LMG 203187 AJ781373 99,39 9/1464
3. S. althioticusNRRL B-3981" AY999791 99,38 9/1463
Streptomyces sp. YC917 izolat1

1. S. umbrinus NBRC 130917 AB184305 99,73 4/1462
2. S. ederensis NBRC 154107 AB184658 99,65 5/1433
3. S. aurantiacus NBRC 130177 AB184259 99,04 14/1465
Streptomyces sp. YC918 izolati

1. S ambofaciens ATCC 238777 M27245 99,73 4/1471
2. S. lienomycini LMG 200917 AJ781353 99,45 8/1454
3. S. heliomycini NBRC 158997 AB184712 99,39 9/1464
Streptomyces sp. YC 921 izolati

1. S marokkonensis Ap1T AJ965470 99,38 9/1454
2. S. lienomycini LMG 200917 AJ781353 99,38 9/1454
3. S. rubrogriseus LMG 203187 AJ781373 99,38 9/1453
Streptomyces sp. YC 924 izolati

1. S. umbrinus NBRC 130917 AB184305 98,84 17/1462
2. S. ederensis NBRC 154107 AB184658 98,74 18/1432
3. S. aurantiacus NBRC 130177 AB184259 98,43 23/1465
Streptomyces sp. YC 925 izolati

1. S. umbrinus NBRC 130917 AB184305 99,59 6/1452
2. S. ederensis NBRC 154107 AB184658 99,58 6/1433
3. S. aurantiacus NBRC 130177 AB184259 99,31 10/1455
Streptomyces sp. YC 926 izolati

1. S. anulatus NRRL B-2000" DQ026637 99,80 3/1470
2. S. setonii NBRC 130857 AB184300 99,79 3/1452
3. S. griseoplanus AS 4.18687 AY999894 99.79 3/1401
Streptomyces sp. YC 928 izolati

1. S. anulatus NRRL B-2000" DQ026637 99,93 1/1468
2. S.fulvissimus DSM 405937 CP005080 99,93 1/1468
3. S. cyaneofuscatus NRRL B-25707 JOEM01000050 99,93 1/1468
Streptomyces sp. YC 933 izolati

1. S. albogriseolus NRRL B-1305" AJ494865 99,93 1/1467
2. S. viridodiastaticus NBRC 131067 AB184317 99,93 1/1463
3. S. coeruleorubidus ISP 51457 AJ306622 99,51 7/1442
Streptomyces sp. YC 934 izolati

1. S. ambofaciens ATCC 238777 M27245 99,66 5/1469
2. S. violaceochromogenes NBRC 131007 AB184312 99,38 9/1456
3. S. collinus NBRC 127597 AB184123 99,38 9/1454
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75Streptomyces sp. YC542 1

99 |streptomyces sp. YC335

55 Streptomyces sp. YC933

Streptomyces sp. YC302
53 Streptomyces sp. YC408
Streptomyces sp. YC906
Streptomyces sp. YC934
Streptomyces sp. YC918

77'Streptomyces sp. YC536

Streptomyces sp. YC712
Streptomyces sp. YC914 ——
@{Streptomyces sp. YC716
Streptomyces sp. YC921

Streptomyces sp. YC614
Streptomyces sp. YC513
100

IStreptomyces sp. YC402

A grubu

78| ]

.

67
Streptomyces sp. YC912

64 Streptomyces sp. YC715

Streptomyces sp. YC419
Streptomyces sp. YC512

100 “—Streptomyces sp. YC306 —

Streptomyces sp. YC537 —

§|—_Streptomyces sp. YC925

100 Streptomyces sp. YC917

— Streptomyces sp. YC924
W'Streptomyces sp. YC541
Streptomyces sp. YC504
95 Streptomyces sp. YC811
—|j8treptomyces sp. YC528
Streptomyces sp. YC403
100 [Streptomyces sp. YC535
4|Streptomyces sp. YC532

Streptomyces sp. YC926

B grubu

Streptomyces sp. YC701
99 |Streptomyces sp. YC710
Streptomyces sp. YC928

65/Streptomyces sp. YC708 —

N. dassonvillei DSM 431117

0.01

Sekil 4.2. Streptomyces cinsi izolatlarin tamamiyla olusturulan ve A ve B seklinde
gruplandirilan dendogram
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treptomyces coeruleorubidus ISP 5145 AJ494865
95streptomyces coeruleorubidus ISP 5145 AJ306622
g4[Streptomyces griseorubens NBRC 12780 AB184139
Streptomyces griseoflavus LMG 19344 AJ781322
YC302

Streptomyces longispororuber NBRC 13488 AB184440
Streptomyces matensis NBRC 12889 AB184221

53|[ Streptomyces lusitanus NBRC 13464" A8184424
S\}r(e:ptozmyces gancidicus NBRC 15412" AB184660

74Streptomyces cellulosae NBRC 13027 AB184265
treptomyces violaceochromogenes NBRC 13100' AB184312
Streptomyces iakyrus NRRL ISP- 5482 JNX101000062

1 Streptomyces collinus NBRC 12759" A8184123

Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 M27245
YC906

YC934
'YC918
C536
—_ Streptomyces coerulescens ISP 5146' AY999720
90-YC408
_{l| Streptomyces viridochromogenes NBRC AB184728 3113
4"_0Lreptomyces parvulus NBRC 13193’ AB184326

YC712

85 Streptomyces malachitospinusT NBRC 101004’ AB249954
Streptomyces marokkonensis Apl AJ965470
Streptomyces rubrogriseus LMG 20315T3 AJ781373
Streptomyces tricolor NBRC 15461 AB184687

95 YC715
99BStrept0myces albidoflavus DSM 40455 Z76676
9 Streptomyces somallen5|s NBRC 12916' AB184243

99 Streptomyces vastus NBRC 13094’ AB184307

84

Streptomyces synnematoformans S155' EF121313
12

Y

99

%treptomyces aculeolatus NBRC 14824’ AB184624
96—YC306

Streptomyces albospinus NBRC 13846 AB184527

Kitasatospora setalba KM-6054" U93332

P
0.005

Sekil 4.3. A grubu Streptomyces izolatlar1 ve en yakin tip tiirleri ile ¢izilen dendogram
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99 s. aurantiacus NBRC 13017 AB184259

S. glomeroaurantiacus NBRC 15418" AB249983
YC541

100 'YC924

St. tauricus JCM 4837' AB045879

S. phaeochromogenes NBRC 3180' AB184738

Streptomyces umbrinus NBRC 13091 AB184305

Streptomyces ederensis NBRC 15410' AB184658
YC925

YC917

S. rectiviolaceus NRRL B-16374" DQ026660
YC537

S. beijiangensis NBRC 100044" AB249973
100 — YC504
1

S. indicus IH32-1" EF157833

Streptomyces phaeoluteigriseus NRRL ISP-5182" AJ391815
99| YC528

97 Streptomyces galilaeus JCM 4757" A8045878

53— S, resistomycificus NRRL 1SP-5133" JOBA01000220
Streptomyces pseudovenezuelae NBRC 12904' AB184233

S. cyslabdanicus K04-0144' AB915216

% prrosiL
99 S. osmaniensis 0U-63" FI613126

4|'_Streptomyces exfoliatus NRRL B-2924" JTNZP01000081
Streptomyces omlyaenSJrs NBRC 13449 AB184411
Streptomyces setonii NBRC 13085 A8184300

Streptomyces griseoplanus AS 4.1868" AY999894

Streptomyces anulatus NRRL B-2000T DQO026637
YC926

YC701

Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 12912 AB184240
68 Streptomyces sindenensis NBRC 3399TT AB184759

58 Streptomyces parvus NBRC 3388" A8184756
[~ Streptomyces cyaneofuscatus NRRL B- 2570 JOEMOlOOOOSO

[ Streptomyces griseus subsp. griseus KCTC 9080" M76388
YC710

Streptomyces fulvorobeus NBRC 15897' AB184711
Streptomyces microflavus NBRC 13062" AB184284
Streptomyces griseorubiginosus NBRC 13047" AB184276
YC928

59

YC708

_| Streptomyces xanthochromogenes NRRL 3-5410T DQ442559
100 ' Streptomyces michiganensis NBRC 12797 AB184153

Streptomyces eurocidicus NRRL B- AY999790 1676
97 YC532
100 ' YC535

Streptomyces lavendofoliae NBRC 12882 AB184217

Streptomyces deccanensis DAS-139' EF219459
YC403
79 Streptomyces europaeiscabiei KACC 2T0186 AY207598
Streptomyces scabiei NRRIT_ B-16523 LBNJ01000196
Kitasatospora setalba KM-6054 U93332

100

| —
0.005

Sekil 4.4. B grubu Streptomyces izolatlar1 ve tip tiirleri ile ¢izilen dendogram
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Nocardia cinsi tiyelerine ait 18 izolatin en yakin ilk 3 tip tiiriiniin yiizde benzerlikleri

ve niikleotit benzerliklerini belirten liste olusturuldu. Nocardia cinsine ait izolatlar ve

en yakm ilk 3 tip tliriinden olusan liste Cizelge 4.6.’da verilmektedir. Sonrasinda

Nocardia cinsine ait izolatlar ve tip tiirleriyle filogenetik dendogramlar ¢izildi. 16S

rRNA sekans analizleri yapilmigs Nocardia cinsi izolatlar ve tip tiirlerinden olusan

filogenetik dendogram Sekil 4.5’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.6. Nocardia cinsine ait izolatlar ve yakin ilk 3 tip tiiriinden olusan liste

No | izolatin Adive En Yakin U¢ Tip Tiirii | GenBank | % benzerlik | N.t Farkhlig

Nocardia sp.YC107 izolat1

1. Nocardia soli DSM 444887 AF430051 99,45 8/1457
2. Nocardia cummidelens R89 T AF277202 99,44 8/1441
3. Nocardia fluminea S17 AF277204 99,38 9/1442
Nocardia sp.YC112 izolati

1. Nocardia puris DSM 44599 7 AJ508748 100,00 0/1434
2. Nocardia higoensis NBRC 100133 T BAGA01000039 98,56 21/1458
3. Nocardia asiatica NBRC 100129 T BAFS01000062 98,22 26/1458
Nocardia sp.YC113 izolati

1. Nocardia abscessus NBRC 100374 T BAFP01000036 99,79 3/1458
2. Nocardia exalbida NBRC 100660 T BAFZ01000028 98,83 17/1458
3. Nocardia asiatica NBRC 1001297 BAFS01000062 98,83 17/1458
Nocardia sp.YC114 izolat1

1. Nocardia thailandica NBRC 100428 7 BAGK01000053 99,14 12/1399
2. Nocardia asteroides NBRC 15531 T BAFO01000006 99,07 13/1399
3. Nocardia neocaledoniensis SBHR OA6 AY 282603 98,91 15/1376
Nocardia sp.YC206 izolat1

1. Nocardia kroppenstedtii N1286 DQ157924 99,93 1/1462
2. Nocardia farcinica ATCC 33187 736936 99,86 2/1457
3. Nocardia higoensis NBRC 1001337 BAGA01000039 98,97 15/1462
Nocardia sp.YC214 izolat1

1. | Nocardia rhamnosiphila NRRL B-24637 T JOAJ01000028 99,52 7/1460
2. Nocardia carnea NBRC 14403 T BAFV01000017 99,38 9/1460
3. Nocardia testacea NBRC 1003657 BAGJ01000040 99,32 10/1460
Nocardia sp.YC217 izolati

1. Nocardia higoensis NBRC 1001337 BAGA01000039 99,52 7/1461
2. Nocardia shimofusensis IFM 103117 AB108775 99,32 10/1461
3. Nocardia asiatica NBRC 1001297 BAFS01000062 99,18 12/1461
Nocardia sp.YC220B izolati

1. Nocardia higoensis NBRC 1001337 BAGA01000039 99,32 10/1466
2. Nocardia shimofusensis IFM 103117 AB108775 99,11 13/1466
3. Nocardia farcinica ATCC 33187 736936 99,04 14/1457
Nocardia sp.YC222 izolati

1. Nocardia thailandica NBRC 100428 T BAGK01000053 99,22 11/1414
2. Nocardia asteroides NBRC 15531 T BAF001000006 99,08 13/1414
3. | Nocardiea sungurluensis CR3272 7 JN989289 98,80 17/1414
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No ‘ izolatin Adi1 ve En Yakin Uc Tip Tiirii ‘ Gen Bank ‘ % benzerlik ‘ N.t Farklihg:
Nocardia sp.YC307 izolati
1. |Nocardia asiatica NBRC 100129 T BAFS01000062 99,86 2/1464
2. |Nocardia abscessus NBRC 100374 T BAFP01000036 98,91 16/1464
3. |Nocardia arthritidis IFM 10035 T AB108781 98,84 17/1464
Nocardia sp.YC516 izolati
Nocardia kroppenstedtii N1286 T DQ157924 99,93 1/1459
- |Nocardia farcinica ATCC 33187 Z36936 99,86 2/1457
3. |Nocardia higoensis NBRC 100133 T BAGA01000039 98,97 15/1459
Nocardia sp.YC538 izolati
1. |Nocardia soli DSM 444887 AF430051 99,45 8/1457
Nocardia fluminea S17 AF277204 99,45 8/1442
Nocardia cummidelens R89 T AF277202 99,44 8/1441
Nocardia sp.YC607 izolati
1. |Nocardia cyriacigeorgica NBRC 1003757 |BAFY01000107 100,00 0/1466
. |Nocardia abscessus NBRC 100374 T BAFP01000036 98,91 16/1466
3. |Nocardia asteroides NBRC 155317 BAFO01000006 98,50 22/1464
Nocardia sp.YC902 izolati
1. |Nocardia higoensis NBRC 100133 T BAGA01000039 99,45 8/1461
Nocardia shimofusensis IFM 103117 AB108775 99,25 11/1461
- |Nocardia asiatica NBRC 1001297 BAFS01000062 99,11 13/1461
Nocardia sp.YC907 izolati
1. |Nocardia carnea NBRC 144037 BAFV01000017 100,00 0/1457
- |Nocardia rhamnosiphila NRRL B-24637 T |JOAJ01000028 99,45 8/1457
3. |Nocardia testacea NBRC 100365 T BAGJ01000040 99,18 12/1457
Nocardia sp.YC927 izolati
Nocardia rhamnosiphila NRRL B-24637T |JOAJ01000028 99,31 10/1456
- |Nocardia flavorosea JCM 33327 746754 99,18 12/1455
3. |Nocardia carnea NBRC 14403 T BAFV01000017 99,11 13/1456
Nocardia sp.YC932 izolati
1. |Nocardia fluminea S17 AF277204 99,45 8/1442
Nocardia soli DSM 444887 AF430051 99,38 9/1457
Nocardia cummidelens R89 T AF277202 99,38 9/1441
Nocardia sp.YC936 izolati
1. |Nocardia soli DSM 444887 AF430051 99,38 9/1457
2. | Nocardia cummidelens R89 T AF277202 99,38 9/1441
3. |Nocardia fluminea S17 AF277204 99,24 11/1443
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YC538
YC932
YC936
63 1lvcio7
59 Nocardia fluminea S1 (AF277204)

Nocardia salmonicida JCM 4826 ' (246750)

100 ko Nocardia soli DSM 44488 * (AF430051)

99 "Nocardia cummidelens R89 ~ (AF277202)
Nocardia ignorata DSM 44496T (AJ303008)

99 Nocardia coubleae OFN N12 ' (DQ235689)
Nocardia alba YIM 30243 (AY222321)

Nocardia CaISthIenSIS F829 (AF459443)

Nocardia sungurluensis CR3272" (IN989289)

75

YC114

Nocardia neocaledonlen5|s SBHR OAG6 ' (AY282603)
Nocardia asteroides NBRC 15531 (BAFOOlOOOOOG)
Nocardia thailandica NBRC 100428r (BAGKO01000053)
Nocardia shimofusensis IFM 10311 (AB108775)
YC113
Nocardia abscessus NBRC 100374 " (BAFP01000036)
_Lao_Mcardla rhamnosiphila NRRL B- 24637 (BAFZ01000028)
Nocardia gamkensis CZH20T (DQ235272)
Nocardia brevicatena NBRC 12119 ' (BAFU01000024)
100 Nocardia paucivorans NBRC 100373 ' (BAGE01000021)
YC607
100 " Nocardia cyriacigeorgica NBRC 100375 (BAFY01000107)
Nocardia grenadensis GW5- 5797 (FR729900)

a1 — YC927
92 Nocardia flavorosea JCM 3332 " (246754)
—[ Nocardia testacea NBRC 100365 (BAGJ01000040)
Nocardia sienata IFM 10088 ' (AB121770)
YC214
81 Nocardia rhamnosiphila NRRL B-24637 ' (JOAJ01000028)
53 | |YC907

94 "Nocardia carnea NBRC 14403" (BAFV01000017)

Nocardia brasiliensis NBRC 14402 (BAFT01000033)
Nocardia asiatica NBRC 100129 ' (BAFSOlOOOOGZ)
Nocardia arthritidis IFM 10035 ' (AB108781)
YC516

Nocardia farcinica ATCC 3318 (Z36936)
YC206
Nocardia kroppenstedtii N1286" (DQ157924)

Nocardia higoensis NBRC 100133 (BAGA01000039)
YC217

YC220B
YC902

99

YC112
100 " Nocardia puris DSM 44599T (AJ508748)

Streptomyces somaliensis DSM 40738" (AJ007403)

—_
0.01

Sekil 4.5. 16S rRNA sckans analizleri yapilmig Nocardia cinsi izolatlar ve tip
tiirlerinden olusan filogenetik dendogram. Neighbor-joining algoritmasina
gore cizilen agacta, bootstrap degeri % 50 {lizeri dallanmalar i¢in verildi
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16S rRNA gen bolgesi sekans analizi sonuglarina gére Nonomuraea cinsine ait oldugu

belirlenen 6 tane test izolat1 ve en yakin benzerlik goterdigi 3 er tane tip tiiriiniin yilizde

benzerlikleri ve niikleotit farklar: belirtilerek listelendi. Nonomuraea cinsi izolatlar ve

yakin akraba tip tiirleri arasindaki % benzerlik oranlari ve niikleotit farkliliklari

Cizelge 4.7’de verildi. Sonrasinda filogenetik iligkileririn belirlenmesi i¢in filogenetik

dendogrami ¢izildi. Nonomuraea cinsine ait filogenetik dendogram Sekil 4.6.’da

goriilmektedir. Filogenetik dendogram ¢iziminde Neighbor-joining algoritmasi

kullanildi. Bootstrap degeri % 50’nin tizerindeki dallanmalar i¢in verildi ve agagtaki

niikleotit degisimi de listelendi.

Cizelge 4.7. Nonomuraea cinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri

No izolatin Adi ve En Yakin Ug Tip Tiirii Gen Bank Benoz/grlik FI;IIFkl

Nonomuraea sp. YC305 izolati

1. Nonomuraea maritima FXJ7.2037 GU002054 99,59 6/1465
2. Nonomuraea turkmeniaca DSM 439267 AF277201 98,11 2711429
3. Nonomuraea helvata IFO 146817 U48975 98,08 27/1409
Nonomuraea sp. YC533 izolati

1. Nonomuraea muscovyensis FMNQ3T JN896617 99,93 1/1460
2. Nonomuraea indica DRQ-2T KM522835 99,22 11/1413
3. Nonomuraea salmonea DSM 436787 X97892 98,14 2711449
Nonomuraea sp. YC602 izolati

1. Nonomuraea muscovyensis FMNO3T JN896617 100,00 0/1459
2. Nonomuraea indica DRQ-2T KM522835 99,22 11/1413
3. Nonomuraea salmonea DSM 436787 X97892 98,07 28/1449
Nonomuraea sp. YC908 izolati

1 Nonomuraea muscovyensis FMNO3T JN896617 99,93 1/1465
2. Nonomuraea indica DRQ-2T KM522835 99,22 11/1413
3. Nonomuraea salmonea DSM 436787 X97892 98,14 27/1449
Nonomuraea sp. YC916 izolati

1 Nonomuraea muscovyensis FMNO3T JN896617 99,93 1/1463
2. Nonomuraea indica DRQ-27 KM522835 99,22 11/1413
3. Nonomuraea muscovyensis FMNQ3T JN896617 99,93 1/1463
Nonomuraea sp. YC939 izolati

1. Nonomuraea muscovyensis FMNQ3T JN896617 100,00 0/1465
2. Nonomuraea indica DRQ-2T KM522835 99,22 11/1413
3. Nonomuraea salmonea DSM 43678T X97892 98,07 28/1449




77

YC908
YCI16
99| YC533
YC602
100 "v(C939

66
Nonomuraea muscovyensis FM NO3" (JN896617)

63

o Nonomuraea indica DRQ-2TT (KM522835)
Nonomuraea guangzhouensis NEAU-ZJ3 T (KC417349)
| 67| [ Nonomuraea harbinensis NEAU—yn31T (KC306503)
S0————n. roseoviolacea subsp. carminata IFO 15903 T (AB039961)
Nonomuraea salmonea DSM 43678 ' (X97892)

Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14 (AB290014)
92 —Nonomuraea kuesteri NRRL B-24325 ' (JOAMO01000718)
— Nonomuraea endophytica YIM 65601 T (GU367158)

Nonomuraea turkmeniaca DSM 43926 ' (AF277201)
Nonomuraea candida HMC10 ' (DQ285421)
Nonomuraea rubra DSM 43768 ' (AF277200)
Nonomuraea helvata IFO 14681 ' (U48975)
78 Nonomuraea angiospora IFO 13155 T (U48843)
54 —Nonomuraea jabiensis A4036 ' (HQ157186)

YC305

100 “—Nonomuraea maritima FXJ7.203 (GU002054)

Nonomuraea dietziae DSM 44320 ' (AJ278220)
Nonomuraea szyzgii GKU 164" (KF667499)

Amycolatopsis orientalis IFO 12806 (D86935)
0.01

Sekil 4.6. Nonomuraea cinsine ait filogenetik dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore ¢izilidi Bootstrap degeri % 50’nin {izerindeki
dallanmalar i¢in verildi ve agagtaki niikleotit pozisyon degisimi 0.01°dir.



78

Micromonospora cinsi

16S rRNA gen bolgesi sekans analizi sonuglarina gére Micromonosprora cinsine ait
oldugu belirlenen 5 tane test izolati ve en yakin benzerlik goterdigi 3’er tane tip
tirlinlin ~ ylzde benzerlikleri ve niikleotit farklar1 belirtilerek listelendi.
Micromonosprora cinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri arasindaki % benzerlik
oranlar1 ve niikleotit farkliliklar1 Cizelge 4.8.’de verildi. Sonrasinda filogenetik
iliskilerinin  belirlenmesi i¢in filogenetik dendogrami ¢izildi. Sekil 4.7.°de
Micromonaspora cinsine ait filogenetik dendogram goriilmektedir. Filogenetik
dendogramin olusturulmasinda Neighbor-joining algoritmasi kullanildi. Bootstrap
degeri % 50’nin iizerindeki dallanmalar i¢in verildi ve agactaki niikleotit degisimi de

listelendi.

Cizelge 4.8. Micromonosprora cinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri

No izolatin Adi ve En Yakin Ug Tip Tiirii Gen Bank % Benzerlik FI;IIFkl

Micromonospora sp. YC205 izolati

1. M. siamensis TT2-47 AB193565 98,94 15/1417
2. M. coxensis 2-30-b/287 AB241455 98,77 18/1458
3. M. maoerensis NEAU-MES197 KC469639 98,70 19/1459
Micromonospora sp. YC212 izolati

1. M. coxensis 2-30-b/287 AB241455 99,32 10/1460
2. M. siamensis TT2-47 AB193565 99,22 11/1417
3. M. purpureochromogenes DSM 438217 X92611 99,18 12/1460
Micromonospora sp. YC603 izolati

1. M. saelicesensis Lupac 097 AJ783993 99,93 1/1459
2. M. chokoriensis 2-19/67 AB241454 99,52 7/1458
3. M. violae NEAU-zh8" KC161209 99,38 9/1458
Micromonospora sp. YC608 izolati

1. M. auratinigra TT1-117 AB159779 99,45 8/1451
2. M. chaiyaphumensis MC5-17 AB196710 99,37 9/1435
3. M. endophytica DCWR9-8-27 AB981049 99,17 12/1452
Micromonospora sp. YC611 izolati

1. M. saelicesensis Lupac 097 AJ783993 99,93 1/1459
2. M chokoriensis 2-19/67 AB241454 99,52 7/1458
3. M violae NEAU-zh8" KC161209 99,38 9/1458
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100 | YC611

M. saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
66 C603

M. jinlongensis NEAU GRX11' (KC134254)
M. zeae NEAU-gq9 T(KC287242)
53 M. zamorensis CR38 (FN658656)

M. lupini lupac 14N (AJ783996)
M.chokoriensis 2-19/6 1(ABZ41454)
99 M. violae NEAU-zh8 (KC161209)

M. mirobrigensis WA201 (AJ626950)
M. krabiensis MA-2" (A8196716)
M. schwarzwaldensis HK10641" (KC517406)

YC205

YC212
M. siamensis TT2-4" (AB193565)
M. maoerensis NEAU-MES19" (KC469639)
M. matsumotoense IMSNU 22003 (AF152109)
M. wenchangensis 2602GPT1- 05" (JQ768361)
M. halkouen5|s 232617" (GU130129)
M. humi P0402" (GU459068)
M. coxensis 2-30-b/28" (ABZ41455)
M. halophytica DSM 43171" (X926011)
M. purpureochromTogenes DSM 43821 (X92611)
M. maritima D10-9-5 (HQ704071)
M. chalcea DSM 43026 (X92594)
M. aurantiaca ATCC 27029" (CP002162)
M. marina JSMl 1 (AB196712)
M. eburnea LK2-10" (ABlO?231)
= M. narathiwatensis BTG4 1 (AB193559)
M.spongicola S3- ik (ABG45957)
M.endophytica DCWR9-8- 2 (A8981049)
M. echinospora ATCC 1583; (U58532)
M. yangpuensis FXJ6.011 (GU002071)
M. coerulea DSM 43143 (X92598)
M.echinofusca DSM 43013" (X92625)
M. citrea DSM 43903" (X92617)
M. chaiyaphumensis MC5- 1 (ABl%?lO)
M. peucetia DSM 43363" (X92603)
YC608
M. auratinigra TT1- 11" (A8159779)
99 M. inyonensis DSM 46123 T(X92629)
M. sagamiensis DSM 43912 (X92624)
M. halotolerans CR18" (FN658652)
M. chersina DSM 44151" (X92628)
M.endolithica DSM 44398 (AJ560635)
M cremea CR30" (FN658654)
M coriariae NAROL' (AJ784008)
M. equina v22' (JF912511)
M pattaloongensis TJ2- 2' (AB275607)
Nocardia araoensis IFM 0575 (AB108779)

68

96

0.01

Sekil 4.7. Micromonaspora cinsine ait filogenetik dendogram. Neighbor-joining
algoritmasina gore c¢izilidi Bootstrap degeri % 50’nin {izerindeki
dallanmalar i¢in verildi ve agactaki niikleotit pozisyon degisimi 0.01 dir
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16S rRNA gen bolgesi sekans analizi sonuglarina gore Actinomadura cinsine ait

oldugu belirlenen 4 tane test izolati ve en yakin benzerlik gdterdigi 3’er tane tip

tiirtiniin ylizde benzerlikleri ve niikleotit farklar1 belirlenerek listelendi. Actinomadura

cinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri arasindaki % benzerlik ve niikleotit

farkliliklar1 Cizelge 4.9.’da verildi. Sonrasinda filogenetik iligkilerinin belirlenmesi

i¢in filogenetik dendogramu ¢izildi. Sekil 4.8.”de Actinomadura cinsine ait filogenetik

dendogram goriilmektedir. Filogenetik dendogramin olusturulmasinda Neighbor-

joining algoritmasi kullanildi. Bootstrap degeri % 50’nin iizerindeki dallanmalar i¢in

verildi ve agagtaki niikleotit degisimi de listelendi.

Cizelge 4.9. Actinomadura cinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri

No izolatin Adi ve En Yakin Ug Tip Tiirii Gen Bank % Benzerlik FI;I:m
Actinomadura sp. YC301 izolati

1. Actinomadura meyerae A288" AY273787 99,58 6/1437
2. Actinomadura bangladeshensis 3-46-b37 AB331652 99,45 8/1455
3. Actinomadura geliboluensis A80367 HQ157187 98,97 15/1461
Actinomadura sp. YC515 izolati

1. Actinomadura madurae DSM 430677 X97889 99,65 5/1445
2. Actinomadura bangladeshensis 3-46-b37 AB331652 98,83 17/1458
3. Actinomadura darangshiensis DSLS-70" FN646682 98,80 17/1417
Actinomadura sp. YC540 izolati

1. Actinomadura citrea IFO 146787 U49001 99,50 7/1406
2. Actinomadura mexicana A290" AF277195 99,37 9/1421
3. Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-507 | AB331731 99,31 10/1449
Actinomadura sp. YC905 izolat1

1. Actinomadura cremea JCM 33087 AF134067 99,93 1/1428
2. Actinomadura apis IM17-17 AB557596 98,44 23/1477
3. Actinomadura rifamycini IFO 141837 U49003 98,15 26/1408
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YC301

A. meyerae A288' (AY273787)

A.geliboluensis A8036" (HQ157187)
A. napierensis B60' (AY568292)
A.bangladeshensis 3-46-b3" (AB331652)

97 A. chokoriensis 3-45-a/11" (AB331730)

Axylanilytica BK147" (FR692101)

A. yumaensis JCM 3369" (AF163122)

Allivida JCM 3387" (AF163116)

A. viridis IFO 15238" (D85467)

99 A. vinacea JCM 3325' (AF134070)
50] A. syzygii (ZKF667496)

A. pelletieri JCM 3388" (AF163119)
A. macra IFO 14102" (U49009)

A. darangshiensis DSLS-70" (FN646682)

| YC515
7 ool

A. madurae DSM 43067 (X97889)
A farmnsensis 1CM 74747 (AFON2263)

65 YC540
— L A. citrea IFO 14678T (U49001)

— A.mexicana A290" (AF277195)
91| 98| A.maheshkhaliensis 13-12-50" (AB331731)
A alanciflava AS 4 12027 (AF153881)
Aluteofluorescens IFO 13057" (U49008)
59 A.verrucosospora NBRC 14100" (U49011)
58 A. coerulea IFO 14679" (U49002)

A. sediminis YIM M 10931" (JF272484)
YC905

72

A. cremea JCM 3308" (AF134067)

90 |— A. apis IM17-1T (AB557596)
98 ; i T
A. rifamycini IFO 14183 (U49003)

A. fibrosa ATCC 49459T (AF163114)
A rudentiformis HM(‘.1T (NDO?285420)

0.005

Streptosporangium album DSM 43023T(X89934)

Sekil 4.8. Actinomadura cinsine ait filogenetik dendogram Neighbor-joining
algoritmasina gore c¢izilidi. Bootstrap degeri % 50°nin iizerindeki
dallanmalar i¢in verildi ve agactaki niikleotit pozisyon degisimi 0.005dir
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Amycolatopsis cinsi

16S rRNA gen bolgesi sekans analizi sonuglarina gére Amycolatopsis cinsine ait
oldugu belirlenen 1 tane test izolat1 ve en yakin benzerlik gosterdigi 3 tane tip tliriiniin
yiizde benzerlikleri ve niikleotit farklari belirlenerek listelendi. Cizelge 4.10’da
Amycolatopsis cinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri arasindaki % benzerlik ve
niikleotit farkliliklar1 verildi. Sonrasinda filogenetik iligkilerin belirlenmesi igin
filogenetik dendogrami ¢izildi (Sekil 4.9). Filogenetik dendogramin olusturulmasinda
Neighbor-joining algoritmasi kullanildi. Bootstrap degeri % 50’nin tizerindeki

dallanmalar igin verildi ve agagtaki niikleotit degisimi de listelendi.

Cizelge 4.10. Amycolatopsis cinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri

No | izolatin Adi ve En Yakin Ug Tip Tiirii | GenBank | 9% Benzerlik | Nt.Farki
Amycolatopsis sp. YC111 izolat1
1. Amycolatopsis luridaDSM 431347 AJ577997 99,28 10/1392
2. Amycolatopsis orientalis DSM 400407 ASJB0100002 98,97 15/1459
3. Amycolatopsis regifaucium GY0807 AY129760 98,88 16/1434

78 Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila DSM 44409" (AJ278496)

Amycolatopsis keratiniphila subsp. nogabecina DSM 44586" (AJ508238)
Amycolatopsis lurida DSM 43134" (AJ577997)

Amycolatopsis azurea DSM 43854T(ANM601000133)

Amycolatopsis roodepoortensis M29" (KF771262)

Amycolatopsis decaplanina DSM 44504" (AJ508237)

YCi11

52
Amycolatopsis orientalis DSM 40040T(ASJ B01000052)

971 Amycolatopsis regifaucium GY080" (AY129760)
Amycolatopsis speibonae 3572" (KF771257)
Amycolatopsis alba DSM 44262" (KB913032)

Amycolatopsis umgeniensis um1' (DQ110876)

Amycolatopsis thailandensis CMU-PLAO7" (FJ581021)

54 Amycolatopsis coloradensis IMSNU 22096" (AJ293753)

_|——Amycolatopsis benzoatilytica AK 16/65" (ARPK01000002)
93

Amycolatopsis tolypomycina DSM 44544 (AJ508241)

Pseudonocardia autotrophica IMSNU 20050" (AJ252824)

P
0.01

Sekil 4.9. Amycolatopsis cinsine ait filogenetik dendogram Neighbor-Joining
algoritmasina gore cizildi. Bootstrap degeri % 50’nin {izerindeki
dallanmalar i¢in verildi ve agactaki niikleotit pozisyon degisimi 0.01°dir
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83

16S rRNA gen bolgesi sekans analizi sonuglarina gére Cellulosimicrobium cinsine ait

oldugu belirlenen 1 tane test izolat1 ve en yakin benzerlik gosterdigi 3 tane tip tiliriiniin

yiizde benzerlikleri ve niikleotit farklar1 belirlenerek listelendi (Cizelge 4.11).

Sonrasinda filogenetik iligkilerinin belirlenmesi igin filogenetik dendogrami ¢izildi

(Sekil 4.10). Filogenetik dendogramin olusturulmasinda Neighbor-joining algoritmasi

kullanildi. Bootstrap degeri % 50°nin iizerindeki dallanmalar i¢in verildi ve agactaki

niikleotit degisimi de listelendi.

Cizelge 4.11. Cellulosimicrobium cinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri

97

100

No | izolatin Adive En Yakin Ug Tip Tiirii GenBank | % Benzerlik F':rtkl

Cellulosimicrobium sp. YC903 izolati

1. Cellulosimicrobium cellulans LMG 161217 CAO0I01000359 99,86 2/1464

2. Cellulosimicrobium funkei ATCC BAAS86" AY501364 99,79 3/1443

3. Cellulosimicrobium terreum DS-617 EF076760 97,53 36/1457
66 —YC903

. cellulans LMG 16121 (CAOI101000359)

C. funkei ATCC BAA-886' (AY501364)

88

0.01

Jonesia denitrificans DSM 20603 (X83811)

C. terreum DS-61' (EF076760)
.. . . T
Luteimicrobium xylanilyticum W-15 (DF158879)

Luteimicrobium album R1148-Li105" (AB646194)

Sekil 4.10. Cellulosimicrobium cinsine ait filogenetik dendogram Neighbor-joining
algoritmasma gore ¢izildi. Bootstrap degeri, % 50’nin iizerindeki
dallanmalar i¢in verildi ve agactaki niikleotit pozisyon degisimi 0.01°dir
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Glycomyces cinsi

16S rRNA gen bolgesi sekans analizi sonuglaria gore Glycomyces cinsine ait oldugu
belirlenen 1 tane test izolat1 ve en yakin benzerlik gbterdigi 3 tane tip tiirliniin yiizde
benzerlikleri ve niikleotit farklar1 belirlenerek Cizelge 4.12°de listelendi. Sonrasinda
filogenetik iliskilerinin belirlenmesi i¢in filogenetik dendogram ¢izildi (Sekil 4.11).
Filogenetik dendogramin olusturulmasinda Neighbor-joining algoritmasi kullanildi.
Bootstrap degeri % 50°nin iizerindeki dallanmalar i¢in verildi ve agagtaki niikleotit

degisimi de listelendi.

Cizelge 4.12. Glycomycescinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri

izolatin Ad1 ve En Yakin Uc Tip % Nt.
No Tiirii Gogenk Benzerlik | Farki
Glycomyces sp. YC208 izolati
1. Glycomyces algeriensis NRRL B-163277 AY 462044 99,59 6/1473
2. Glycomyces lechevalierae NRRL B-161497 AY462041 99,19 12/1473
3. Glycomyces rutgersensis IMSNU 220747 AJ293748 99,05 14/1471

97/G. lechevalierae NRRL B-16149" (AY462041)
G. rutgersensis IMSNU 220747 (AJ293748)

G. algeriensis NRRL B-16327 (AY462044)
100 YC208

—G. endophyticus YIM 56134 1 (EU200681)

G. harbinensis IFO 14487 ' (D85483)

G. artemisiae 1XS4 ' (JN408755)

98

G. mayteni YIM 61331 ' (EU814511)

Stackebrandtia nassauensis NRRL B-16338" (AY650268)

0.01

Sekil 4.11. Glycomyces cinsine ait filogenetik dendogram Neighbor-joining
algoritmasina gore cizildi. Bootstrap degeri % 50’nin {izerindeki
dallanmalar i¢in verildi ve agactaki niikleotit pozisyon degisimi 0.01’dir
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16S rRNA gen bolgesi sekans analizi sonuglarina gore Oerskovia cinsine ait oldugu

belirlenen 1 tane test izolat1 ve en yakin benzerlik goterdigi 3 tane tip tiirliniin yiizde

benzerlikleri ve niikleotit farklar1 belirlenerek Cizelge 4.13’de listelendi. Sonrasinda

filogenetik iligkilerin belirlenmesi i¢in filogenetik dendogrami ¢izildi (Sekil 4.12).

Filogenetik dendogramin olusturulmasinda Neighbor-joining algoritmasi1 kullanildi.

Bootstrap degeri % 50°nin iizerindeki dallanmalar i¢in verildi ve agagtaki niikleotit

degisimi de listelendi.

Cizelge 4.13. Oerskovia cinsi izolatlar ve yakin akraba tip tiirleri

; o % Nt.

No | Izolatin Adi ve En Yakin Ug¢ Tip Tiirii Gen Bank Benzerlik Farki
Oerskovia sp. YC105 izolati

1. Oerskovia enterophila DSM 438527 X83807 99,93 1/1445
2. Oerskovia paurometabola DSM 142817 AJ314851 99,59 6/1449
3. Oerskovia turbata NRRL B-8019" JOFV01000029 99,59 6/1449

92 [Oerskovia paurometabola DSM 14281 (AJ314851)
80 | loerskovia jenensis DSM 46000" (AJ314848)
99 | “Oerskovia turbata NRRL B-8019' (JOF\V01000029)
55 YC105
’7 97 L0erskovia enterophila DSM 43852" (X83807)
Sediminihabitans luteus H97-3 " (AB695376)
Luteimicrobium subarcticum R19-04" (AB489904)
53 Cellulomonas terrae DB5' (AY884570)
68 C. denverensis W6929" (AY501362)
93 C. hominis DMMZ CE40' (X82598)
Brevibacteriumlinens DSM 20425" (X77451)
—
0.01
Sekil 4.12. Oerskovia cinsine ait filogenetik dendogram Neighbor-joining

algoritmasina gore cizildi. Bootstrap degeri % 50’nin iizerindeki
dallanmalar i¢in verildi ve agactaki niikleotit pozisyon degisimi

0.01°dir
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Izolasyon sonucunda belirlenen test izolatlarinin 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizi
yapilarak izolatlar cins diizeyinde 9 Aktinobakteri grubu belirlendi. Bu Aktinobakteri
cinslerinin herbiri 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi verilerine gore filogenetik
agaclar1 ¢izilerek ayrmtili bir sekilde incelendi. izolatlar igerisinde filogenetik
durumuna gore yeni tiir olma olasiligi bulunan 10 tane test izolat1 belirlendi. Bu 10
tane izolatin herbirinin 16S rRNA gen bolgesi analiz verilerine gore filogenetik
dendogramlan ¢izildi. Calismanin bu asamalarindan sonra ki yapilan deneylerde
belirlenen bu tiirler kullanilmistir. Gergeklestirilen deneylerde bu izolatlar ile birlikte
en yakin akraba tip tiirleri de deneylerde kullanildi ve degerlendirmeler bu tip tiirleriyle

kiyaslanarak yapildi. Belirlenen izolatlar ve tip tiirleri Cizelge 4.14’te verildi.

Cizelge 4.14. Taksonomik ¢aligmalarda kullanilan test izolatlar1 ve yakin akraba tip

tirleri
Test izolatlar En yakin akraba tip tiirleri
Amycolatopsis orientalis DSM 400407
1. Amycolatopsis sp. YC111 | Amycolatopsis lurida DSM 431347
Amycolatopsis regifaucium DSM 450727
2. Streptomyces sp. YC306 Streptomyces aculeolatus DSM 416447
:
3 Streptomyces sp. YC512 Streptomyces synnematoformans DSM 41902
4. Streptomyces sp. YC419 Streptomyces vastus DSM 403097
5. Streptomyces sp. YC504 Streptomyces indicus DSM 420017
Streptomyces eurocidicus DSM 406047
Streptomyces amakusaensis DSM 402197
Streptomyces inusitatus DSM 414417
6. Streptomyces sp. YC532 Streptomyces michiganensis DSM 400157
Streptomyces lavendofoliae DSM 402177
Streptomyces xanthochromogenes DSM 401117
Streptomyces tauricus DSM 405607
! Streptomyces sp. YC537 Streptomyces beijiangensis DSM 417947
Streptomyces umbrinus DSM 402787
8. Streptomyces sp. YC541
ptomy P Streptomyces ederensis DSM 407417
Streptomyces sp. YC917 Streptomyces phaeochromogenes DSM 400737
Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827
10. . YC92 .
0 Streptomyces sp. YC925 Streptomyces aurantiacus DSM 404127
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4.8 DNA-DNA homoloji degerlerinin belirlenmesi

Izolatlarm 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi verilerine gére olusturulan
dendogramlarda filogenetik konumu belirlendikten sonra yeni tiir olma ihtimalinin
netlik kazanmasi amaciyla DNA-DNA homoloji deneyleri gerceklestirildi.
Deneylerde yeni tiir oldugu diisiiniilen izolat ile en yakin akraba tip tiirii kullanildi.
YC419 ve YC504 izolatlarin tip tiirleri ile DNA-DNA hibridizasyon % degerleri
Cizelge 4.15te verildi.

Cizelge 4.15. YC419 ve YC504 izolatlarin tip tiirleri ile DNA-DNA hibridizasyon %

degerleri
DNA-DNA Hibridizasyonu Streptomyces sp.YC419
Streptomyces vastus DSM 403097 % 54
DNA-DNA Hibridizasyonu Streptomyces sp. YC504
Streptomycesindicus DSM 420017 % 55,4

4.9 atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgelerinin PZR amplifikasyonu

9 test izolat1 ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri PZR
amplifikasyonlar1 MyGenie96 (Bioneer, MyGenie96 Thermal Block, Korea)’da
gerceklestirildi. Elde edililen PZR iriinleri % 1,5’luk agaroz jelde PZR markor ile
birlikte 100 voltta 45 dakika yiiriitiilerek UV-transilliiminatdr (DNR, MiniLumi Bio-
Imaging Systems, Israel) goriintilendi ve kaydedildi. Resim 4.4’te test
organizmalarinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri PZR iiriinlerinin % 1,5
agaroz jel gortintiisii verilmektedir. Tip tiirlerinden Genbank’da gen bolgesi niikleotit
dizileri bulunan tiirlerin veileri Genbank’dan alindi. atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB
gen bolgelerinin saflagtirilmasi ve niikleotit dizi analizleri G. Kore’de Macrogen Inc.

firmasindan hizmet alim1 seklinde yapildi.
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Resim 4.4. Test organizmalarinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri PZR
iriinlerinin % 1,5 agaroz jel goriintiisii

4.10 atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpBgen bolgelerinin sekans analizleri ve

filogenetik dendrogram olusturulmasi

Streptomyces cinsine ait oldugu 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizi sonucu
belirlenen 9 test izolatin1 ve en yakin akraba tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve
trpB gen bolgesi niikleotit baz dizileri sekans dizileme ¢alismalariyla elde edildi. Daha
onceden niikleotit dizi sonuglari bulunan organizmalarin verileri NCBI/GenBank gibi
veri tabanlarindan temin edildi. Mega 7 paket programi kullanilarak gen bdlgerinin
baz dizileri karsilastirmali bir sekilde manuel olarak hizalandi. 2 primer kullanilarak
elde edilen baz dizileri yan yana getirilerek yaklasik 496 bg’den olusan atpD gen
bolgesi, 408 bg¢’den olusan gyrB gen bolgesi, 504 bg’den olusan recA gen bolgesi, 540
b¢’den olusan rpoB gen bolgesi, 571 bg¢’den olusan trpB niikleotit baz dizileri elde
edildi. Sonrasinda tiim test organizmalarinin 5 gen boélgeleri bir araya getirilerek
birlestirilmis niikleotit diziler olusturuldu. Daha sonra olusturulan gen bdolgelerinin
niikleotit baz dizileri kullanilarak filogenetik dendogramlar ¢izildi. Sekil 4.14, Sekil
4.16, Sekil 4.18, Sekil 4.20, Sekil 4.22, Sekil 4.24’te izolatlarin atpD, gyrB, recA,
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rpoB, trpB gen bdlgelerinin niikleotit dizilerinin birlestirilmesi sonucu ¢izilen

dendogram gosterilmektedir.

Her test izolatinin da 16S rRNA gen bolgesi verilerine gore dendogramu ¢izilerek, 5
gen bolgesi birlestirilmis dendogramla karsilastirilarak degerlendirildi. Sekil 4.13,
Sekil 4.15, Sekil 4.17, Sekil 4.19, Sekil 4.21, Sekil 4.23’te ise izolatlarin ve yakin
akraba tip tiirlerinin 16S rRNA gen bolgesine dayali filogenetik dendogrami
gorilmektedir. 5 gen bolgesi birlestirilmis dendogramlart ve 16S rRNA
dendogramlarinin ¢iziminde Neighbour-joining [Jukes ve Cantor, 1969] algoritmasi
ve Jukes ve Cantor [1969] uzaklik matriksi kullanildi.

Herbir Streptomyces test izolat1 ve en yakin tip tiirlerinin, atpD, gyrB, recA, rpoB ve
trpB gen bolgesi niikleotit baz dizileri PHYDIT [URL-11] paket programi
kullanilarak, toplamda 10’ar tane organizmanin aralarindaki benzerlik oranlari
belirlendi. Cizelge 4.17, Cizelge 4.18, Cizelge 4.19, Cizelge 4.20, Cizelge 4.21,
Cizelge 4.23, Cizelge 4.24, Cizelge 4.25, Cizelge 4.26, Cizelge 4.27, Cizelge 4.29,
Cizelge 4.30, Cizelge 4.31, Cizelge 4.32, Cizelge 4.33, Cizelge 4.35, Cizelge 4.36,
Cizelge 4.37, Cizelge 4.38, Cizelge 4.39, Cizelge 4.41, Cizelge 4.42, Cizelge 4.43,
Cizelge 4.44, Cizelge 4.45, Cizelge 4.47, Cizelge 4.48, Cizelge 4.49, Cizelge 4.50,
Cizelge 4.51°de Streptomyces izolatlariin ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB,
trpB gen bolgelerinin niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari
verilmektedir. Ayrica test izolatlari ve tip tiirlerinden olusan toplam 15 organizmanin
Mega 7.0 programi kullanilarak filogenetik uzakliklar1 da belirlendi. Cizelge 4.16,
Cizelge 4.22, Cizelge 4.28, Cizelge 4.34, Cizelge 4.40, Cizelge 4.46°da Streptomyces
izolatlarinin ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen bdlgelerinin
birlestirilmis niikleotit dizilerinin birbirlerine gore filogenetik uzakliklar

verilmektedir.
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67 [Streptomyces nigrescens NBRC 12894" (AB184225)
Streptomyces libani subsp. libani NBRC13452" (AB184414)
Streptomyces angustmycinicus NBRC 3934" (AB184817)
Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408" (DQ026654)
Streptomyces albospinus NBRC 13846" (AB18452)
Streptomyces catenulae NRRL B-2342" (JODY01000075)
Streptomyces tateyamensis DSM 41969" (AB473555)
Streptomyces rhizosphaericus NBRC 100778" (AB249941)
9 4Stlreptomyces melanosporofaciens NBRC 13061" (AET3184283)
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus NBRC 13472 (BBOX01000593)
Streptomycesdemainii NRRL B-1478" (DQ334782)
89 |[[Streptomycesyogyakartensis NBRC 100779" (AB249942)
gg(Streptomycesjavensis NBRC 100777" (AB249940)
Streptomycesviolaceusniger NBRC 13459" (AB184420)
~ Streptomycesmorookaense LMG 20074" (AJ781349)
Streptomycescacaoi subsp. cacaoi NBRC 12748" (AB184115)
Streptomycesmarinus DSM 41970 (AB473556)

Streptomyces synnematoformans S155" (EF121313)
YC512

62

63
97

51

56

99
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00 88Streptomyces aculeolatus NBRC 14824" (AB184624)

Streptomyces ruber NBRC 14600" (AB184604)
Streptomyces roseiscleroticus NBRC 13002 (NR041094)

Streptomyces spiralis NBRC 14215" (ABl§4575)
52—Streptomyces carpinensis NBRC 14214 (AB184574)
treptomyces fimbriatus NBRC 15411" (AB184659)
Streptomyces caelestis NRRL 2418" (X80824)

87 Streptomycesgancidicus NBRC 15412 (AB184660)

96
75

Micrococcus lylae DSM 20315 (NR026200)

0.01

Sekil 4.13. Streptomyces sp. YC306 ve Streptomyces sp. YC512 izolatlar1 ve yakin
akraba tip tilirlerinin 16S rRNA gen bolgesine dayali filogenetik
dendogrami. Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmistir.



100 [ Streptomyces gancidicus NRRL B-1872' (KT384561)
100

Streptomyces pseudogriseolus NRRL B-3288' (KT384694)
Streptomyces cellulosae NRRL B-2889 (KT384505)
Streptomyces ruber NRRL B-5315T(KT384712)
Streptomyces fimbriatus NRRL B-3175" (KJ137022)
Streptomyces spiralis NRRL B-16922" (KT384726)

100 Streptomyces carpinensis NRRL B-16921" (KT384503)
Streptomyces caelestis NRRL ISP-5084" (KT384495)

Streptomyces sioyaensis AS 4.1306 ! (FJ406132)

Streptomyces morookaense NRRL B-12429T(KT384650)

70 [ Streptomyces albospinus AS 4.1628 ! (FJ406146)

wo0| [ Streptomyces catenulae AS 4.1701 (FJ406152)

95 Streptomyces tubercidicus AS 4.1414 T (FJ406137)

100 Streptomyces nigrescens AS 4.1410 (FJ406135)
Streptomyces libani subsp. libani DSM 40555 (FJ406169)

88 Streptomyces sp. YC306
&(L: Streptomyces sp. YC512
100

Streptomyces aculeolatus DSM 41644" (KU323836)

Streptomyces synnematoformans DSM 41902" (KU721033)

68 Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi NRRL B-1220" (KT384494)

[ S.hygroscopicus subsp. hygroscopicus CGMCC 4.1527 ! (HQ244473)
63 100 [ Streptomyces sporoclivatus DSM 41461 " (FJ406172)

Streptomyces antimycoticus AS 4.1591 ! (FJ406144)

100

Streptomyces melanosporofaciens AS 4.1742 ! (FJ406153)
59 Streptomyces demainii DSM 41600 ' (FJ406182)
Streptomyces violaceusniger AS 4.1423 ! (FJ406139)
Streptomyces rhizosphaericus DSM 41760T(FJ406175)
Streptomyces yogyakartensis DSM 41766 (FJ406178)

98 Streptomyces javensis DSM 41764T(FJ406177)

Mycobacterium tuberculosis H37RV' (AL123456)

0.02

Sekil 4.14. Streptomyces sp. YC306 ve Streptomyces sp. YC512 izolatlarin atpD,

gyrB, recA, rpoB, trpB gen bdlgeleri niikleotit dizilerinin birlestirilmesi

sonucu ¢izilen dendogram. Neighbor joining algoritmasina gore
cizilmistir
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Cizelge 4.16. Streptomyces sp. YC306 ve Streptomyces sp. YC512 izolatlar1 ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen bolgeleri
birlestirilmis niikleotit dizilerinin birbirlerine gore filogenetik uzakliklar

Streptomyces sp. YC306
Streptomyces sp. YC512

Streptomyces aculeolatus

Streptomyces synnematoformans
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi
Streptomyces albospinus
Streptomyces yogyakartensis
Streptomyces javensis
Streptomyces violaceusniger
Streptomyces ruber

Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus
Streptomyces morookaense
Streptomyces demainii
Streptomyces fimbriatus
Streptomyces spiralis

0,022
0,020

0,052
0,127
0,115
0,090
0,089
0,091
0,118
0,118
0,114
0,116
0,127
0,129

0,026

0,049
0,134
0,118
0,093
0,092
0,098
0,126
0,121
0,113
0,121
0,128
0,133

0,054
0,128
0,114
0,085
0,084
0,089
0,118
0,114
0,109
0,112
0,121
0,124

0,120
0,106
0,089
0,090
0,090
0,107
0,110
0,104
0,113
0,111
0,119

0,115
0,099
0,100
0,097
0,137
0,127
0,118
0,110
0,143
0,148

0,106
0,107
0,106
0,113
0,124
0,076
0,111
0,114
0,114

0,001
0,018
0,116
0,066
0,098
0,043
0,115
0,119

0,019
0,116
0,065
0,097
0,044
0,114
0,118

0,118
0,062
0,102
0,039
0,118
0,123

0,134
0,102
0,123
0,057
0,076

0,120
0,065
0,142
0,139

0,105
0,102 0,131
0,106 0,134 0,060
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Cizelge 4.17. Streptomyces sp. YC306 ve Streptomyces sp. YC512 izolatlar1 ve tip tiirlerinin atpD gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki
farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

1. | Streptomyces sp. YC306 --- 10/496 6/496 19/496 31/496 51/495 29/495 28/495 28/495 55/496
2. | Streptomyces sp. YC512 97,98 12/496 20/496 38/496 54/495 36/495 35/495 35/495 64/496
3. | Streptomyces aculeolatus 98,79 97,58 --- 17/496 35/496 52/495 31/495 30/495 30/495 61/496
4. | Streptomyces synnematoformans 96,17 95,97 96,57 29/496 471495 24/495 25/495 23/495 57/496
5. | Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi 93,75 92,34 92,94 94,15 41/495 18/495 19/495 17/495 48/496
6. | Streptomyces albospinus 89,70 89,09 89,49 90,51 91,72 34/495 35/495 33/495 52/495
7. | Streptomyces yogyakartensis 94,14 92,73 93,74 95,15 96,36 93,13 1/495 1/495 44/495
8. | Streptomyces javensis 94,34 92,93 93,94 94,95 96,16 92,93 99,80 2/495 43/495
9. | Streptomyces violaceusniger 94,34 92,93 93,94 95,35 96,57 93,33 99,80 99,60 43/495
10. | Streptomyces ruber 88,91 87,10 87,70 88,51 90,32 89,49 91,11 91,31 91,31

1. Streptomyces sp. YC306, 2. Streptomyces sp. YC512, 3. Streptomyces aculeolatus, 4. Streptomyces synnematoformans, 5. Streptomyces
cacaoi subsp. cacaoi, 6. Streptomyces albospinus, 7. Streptomyces yogyakartensis, 8. Streptomyces javensis, 9. Streptomyces
violaceusniger, 10. Streptomyces ruber
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Cizelge 4.18. Streptomyces sp. YC306 ve Streptomyces sp. YC512 izolatlar1 ve tip tiirlerinin gyrB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki
farkliliklar ve yilizde benzerlik oranlari

9.

10.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC306 11/406 9/406 64/376 ~ 72/376  66/376  66/376  63/376  85/406  74/376
Streptomyces sp. YC512 97,29 --- 14/406 70/376 771376 73/376 73/376 721376 90/406 79/376
.| Streptomyces aculeolatus 97,78 96,55 --- 65/376 721376 67/376 67/376 66/376 82/406 68/376
Streptomyces synnematoformans 82,98 81,38 82,71 70/376 67/376 67/376 65/376 75/376 741376
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi 80,85 79,52 80,85 81,38 56/376 56/376 55/376 79/376 571376
Streptomyces albospinus 82,45 80,59 82,18 82,18 85,11 0/376 8/376 66/376 45/376
.| Streptomyces yogyakartensis 82,45 80,59 82,18 82,18 85,11 100,00 8/376 66/376 45/376
Streptomyces javensis 83,24 80,85 82,45 82,71 85,37 97,87 97,87 65/376 42/376
Streptomyces violaceusniger 79,06 77,83 79,80 80,05 78,99 82,45 82,45 82,71 741376
Streptomyces ruber 80,32 78,99 81,91 80,32 84,84 88,03 88,03 88,83 80,32

1. Streptomyces sp. YC306, 2. Streptomyces sp. YC512, 3. Streptomyces aculeolatus, 4. Streptomyces synnematoformans, 5. Streptomyces
cacaoi subsp. cacaoi, 6. Streptomyces albospinus, 7. Streptomyces yogyakartensis, 8. Streptomyces javensis, 9. Streptomyces

violaceusniger, 10. Streptomyces ruber
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Cizelge 4.19. Streptomyces sp. YC306 ve Streptomyces sp. YC512 izolatlar1 ve tip tiirlerinin recA gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki
farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari

9.

10.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC306 - 12/504 16/504 16/504 74/504 55/504 47/504 48/504 55/504 56/504
Streptomyces sp. YC512 97,62 --- 15/504 9/504 73/504 54/504 43/504 44/504 55/504 52/504
Streptomyces aculeolatus 96,83 97,02 - 19/504 70/504 52/504 46/504 47/504 55/504 52/504
Streptomyces synnematoformans 96,83 98,21 96,23 75/504 55/504 46/504 47/504 54/504 57/504
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi 85,32 85,52 86,11 85,12 63/504 61/504 62/504 59/504 69/504
Streptomyces albospinus 89,09 89,29 89,68 89,09 87,50 51/504 52/504 48/504 53/504
Streptomyces yogyakartensis 90,67 91,47 90,87 90,87 87,90 89,88 1/504 31/504 51/504
Streptomyces javensis 90,48 91,27 90,67 90,67 87,70 89,68 99,80 32/504 52/504
Streptomyces violaceusniger 89,09 89,09 89,09 89,29 88,29 90,48 93,85 93,65 61/504
Streptomyces ruber 88,89 89,68 89,68 88,69 86,31 89,48 89,88 89,68 87,90

1. Streptomyces sp. YC306, 2. Streptomyces sp. YC512, 3. Streptomyces aculeolatus, 4. Streptomyces synnematoformans, 5. Streptomyces
cacaoi subsp. cacaoi, 6. Streptomyces albospinus, 7. Streptomyces yogyakartensis, 8. Streptomyces javensis, 9. Streptomyces

violaceusniger, 10. Streptomyces ruber
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Cizelge 4.20. Streptomyces sp. YC306 ve Streptomyces sp. YC512 izolatlar1 ve tip tiirlerinin rpoB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki
farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari

9.

10.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

Streptomyces sp. YC306 6/540 6/540 7/540 57/540  54/540  23/540  22/540 24/540  49/540
Streptomyces sp. YC512 98,89 8/540 9/540 57/540  54/540  25/540  24/540 26/540  51/540
Streptomyces aculeolatus 98,89 98,52 --- 11/540 57/540 56/540 23/540 22/540 24/540 49/540
Streptomyces synnematoformans 98,70 98,33 97,96 60/540 58/540 28/540 271540 29/540 53/540
Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi 89,44 89,44 89,44 88,89 54/540 48/540 47/540 47/540 67/540
Streptomyces albospinus 90,00 90,00 89,63 89,26 90,00 55/540  56/540  56/540  61/540
Streptomyces yogyakartensis 95,74 95,37 95,74 94,81 91,11 89,81 1/540 5/540 61/540
Streptomyces javensis 95,93 95,56 95,93 95,00 91,30 89,63 99,81 4/540 60/540
Streptomyces violaceusniger 95,56 95,19 95,56 94,63 91,30 89,63 99,07 99,26 56/540
Streptomyces ruber 90,93 90,56 90,93 90,19 87,59 88,70 88,70 88,89 89,63

1. Streptomyces sp. YC306, 2. Streptomyces sp. YC512, 3. Streptomyces aculeolatus, 4. Streptomyces synnematoformans, 5. Streptomyces
cacaoi subsp. cacaoi, 6. Streptomyces albospinus, 7. Streptomyces yogyakartensis, 8. Streptomyces javensis, 9. Streptomyces

violaceusniger, 10. Streptomyces ruber
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Cizelge 4.21. Streptomyces sp. YC306 ve Streptomyces sp. YC512 izolatlar1 ve tip tilirlerinin trpB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki
farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1.| Streptomyces sp. YC306 - 19/571 17/569 64/571 89/569 68/567 79/567 79/567 78/567 74/569
2.| Streptomyces sp. YC512 96,67 19/569 61/571 94/569 69/567 78/567 78/567 81/567 79/569
3.| Streptomyces aculeolatus 97,01 96,66 --- 62/569 90/571 65/567 71/567 71/567 721567 72/571
4.| Streptomyces synnematoformans 88,79 89,32 89,10 73/569 51/567 78/567 78/567 74/567  47/569
5.| Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi 84,36 83,48 84,24 87,17 70/567 69/567 69/567 70/567 82/571
6.| Streptomyces albospinus 88,01 87,83 88,54 91,01 87,65 69/567 69/567 721567 55/567
7.| Streptomyces yogyakartensis 86,07 86,24 87,48 86,24 87,83 87,83 0/567 8/567 71/567
8.| Streptomyces javensis 86,07 86,24 87,48 86,24 87,83 87,83 100,00 8/567 71/567
9.| Streptomyces violaceusniger 86,24 85,71 87,30 86,95 87,65 87,30 98,59 98,59 73/567

10.| Streptomyces ruber 86,99 86,12 87,39 91,74 85,64 90,30 87,48 87,48 87,13

1. Streptomyces sp. YC306, 2. Streptomyces sp. YC512, 3. Streptomyces aculeolatus, 4. Streptomyces synnematoformans, 5. Streptomyces
cacaoi subsp. cacaoi, 6. Streptomyces albospinus, 7. Streptomyces yogyakartensis, 8.Streptomyces javensis, 9. Streptomyces

violaceusniger, 10. Streptomyces ruber
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Streptomyces anthocyanicus NBRC 14892" (AB184631)

Streptomyces violaceoruber NBRC 12826' (AB184174)

Streptomyces coelescens DSM 40421 AF503496

Streptomyces tricolor NBRC 15461" (A8184687)

51 | LiStreptomyces violaceolatus DSM 40438" (AF503497)

b Streptomyceshumiferus DSM 43030 (AF503491)

Streptomyces rubrogriseus LMG 20318" (AJ781373)

|[Streptomyces lienomycini LMG 20001" (AJ781353)

Streptomyces violaceorubidus LMG 20319" (AJ781374)

62 Streptomyces tendae ATCC 19812" (D63873)

| Streptomyces hyderabadensis 0u-40" (FM998652)

89 |_|Streptomyces olivaceus NRRL B-3009" (JOFH01000101)

100 ‘streptomycespactum NBRC 13433' (AB184398)

_|__Streptomycesmarokkonensis AplT (AJ965470)

0 Streptomycesthinghirensis DSM 41919" (FM202482)
Streptomycesfragilis NRRL 2424" (AY999917)

‘|_ES. diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773" (DQ026631)

64 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399" (AB184650)

96 [Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (CP012382)

68 Streptomyces viridochromogenes NBRC 3113T(ABl84728)

[ Streptomyceseurythermus ATCC 14975" (D63870)

73 Streptomycesgriseoaurantiacus NBRC 15440" (AB184676)

100 Streptomycesjietaisiensis FX146" (AY314783)

— Streptomycesalfalfae XY25' (KR080524)

Streptomycesarenae ISP 5203 (AJ399485)

100 ‘streptomycesviolarus NBRC 13104' (AB184316)
—YC419

98 _| Streptomyces vastus NBRC 13094 (AB184307)
99

Streptomycescinereus NBRC 12247" (AB184072)
Micrococcuslylae DSM 20315 NR' (026200)

87

0.01

Sekil 4.15. Streptomyces sp. YC419 izolati ve yakin akraba tip tiirlerinin 16S rRNA
gen bolgesine dayali filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmistir.
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991 Streptomyces coelescens NRRL B-12348 (KT384523)
Streptomyces violaceoruber NBRC 12826 (AB184174)
Streptomyces rubrogriseus NRRL B-24295 ' (KT384715)
Streptomyces tendae NRRL B-2313 T (KT384733)
58 ——s, diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773 ' (KT384534)
85 ||[ Streptomyces coelicoflavus NRRL B-16363 ' (KT384524)
— Streptomyces lienomycini LMG 20091 (AJ781353)
Streptomyces olivaceus NRRL B-1224" (KT384667)
— Streptomyces ambofaciens NRRL B-2516 ! (KT384462)
Streptomyces arenae NRRL ISP-5293 T(KT384470)
68 Streptomyces vastus DSM 40309 (KU323834)
100 Streptomyces sp. YC419
66

99
53

~h
€O

100

— Streptomyces cinereus NRRL B-2909 T(KT384513)

Streptomyces viridochromogenes NRRL B-1511 ! (KT384756)
—Streptomyces tricolor NRRL B-16925T (KT384741)

100

100 Streptomyces eurythermus NRRL ISP-5014 ' (KT384544)
Streptomyces jietaisiensis NRRL B-24616T (KT384605)
Streptomyces pactum NRRL ISP-553OT(KT384673)
Mycobacterium tuberculosis H37RvT (AL123456)

0.05

Sekil 4.16. Streptomyces sp. YC419 izolatinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen
bolgeleri niikleotit dizilerinin birlestirilmesi sonucu ¢izilen dendogram.
Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmistir
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Cizelge 4.22. Streptomyces sp. YC419 izolati ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen bolgeleri birlestirilmis niikleotit dizilerinin
birbirlerine gore filogenetik uzakliklar

Streptomyces sp. YC419
Streptomyces vastus
Streptomyces tricolor
Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus
Streptomyces coelescens
Streptomyces anthocyanicus
Streptomyces coelicoflavus
Streptomyces rubrogriseus
Streptomyces eurythermus
Streptomyces cinereus
Streptomyces jietaisiensis
Streptomyces arenae
Streptomyces olivaceus
Streptomyces pactum
Streptomyces ambofaciens

0,031
0,113
0,107
0,105
0,218
0,104
0,107
0,112
0,019
0,110
0,085
0,105
0,130
0,105

0,123
0,118
0,114
0,228
0,113
0,114
0,117
0,031
0,117
0,095
0,115
0,141
0,119

0,082
0,089
0,200
0,081
0,085
0,037
0,111
0,086
0,084
0,084
0,115
0,085

0,028
0,140
0,024
0,025
0,075
0,106
0,088
0,075
0,030
0,133
0,035

0,116
0,026
0,012
0,079
0,104
0,086
0,076
0,033
0,136
0,036

0,140
0,127
0,188
0,218
0,186
0,189
0,146
0,248
0,149

0,019
0,075
0,101
0,087
0,072
0,029
0,131
0,033

0,076
0,104
0,086
0,071
0,028
0,130
0,033

0,109
0,073
0,078
0,076
0,119
0,076

0,113
0,084
0,106
0,132
0,105

0,097
0,085
0,118
0,089

0,074
0,111 0,130
0,074 0,038 0,129
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Cizelge 4.23. Streptomyces sp. YC419 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD gen bdlgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yilizde benzerlik

oranlari

atp 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1. | Streptomyces sp. YC419 == 6/496 58/496  54/496  56/496  56/496  55/496  56/496 60/496 6/496
2. | Streptomyces vastus 98,79 63/496  59/496  57/496  57/496  58/496  57/496  61/496 9/496
3. | Streptomyces tricolor 88,31 87,30 --- 18/496  24/496  24/496 19/496 24/496 10/496 57/496
4. | Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus 89,11 88,10 96,37 6/496 6/496 1/496 6/496 18/496  53/496
5. | Streptomyces coelescens 88,71 88,51 95,16 98,79 0/496 5/496 0/496 20/496  53/496
6. | Streptomyces anthocyanicus 88,71 88,51 95,16 98,79 100,00 5/496 0/496 20/496  53/496
7. | Streptomyces coelicoflavus 88,91 88,31 96,17 99,80 98,99 98,99 5/496 19/496  52/496
8. | Streptomyces rubrogriseus 88,71 88,51 95,16 98,79 100,00 100,00 98,99 20/496 53/496
9. | Streptomyces eurythermus 87,90 87,70 97,98 96,37 95,97 95,97 96,17 95,97 59/496
10, Streptomyces cinereus 98,79 98,19 88,51 89,31 89,31 89,31 89,52 89,31 88,10

1. Streptomyces sp. YC419, 2. Streptomyces vastus, 3. Streptomyces tricolor, 4. Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus,
5. Streptomyces coelescens, 6. Streptomyces anthocyanicus, 7. Streptomyces coelicoflavus, 8. Streptomyces rubrogriseus,
9. Streptomyces eurythermus, 10. Streptomyces cinereus



Cizelge 4.24. Streptomyces sp
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. YC419 izolat1 ve tip tiirlerinin gyrB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3: 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC419 -—- 71408 44/408  45/408  43/408  42/408  44/408  42/408  48/408 5/408
Streptomyces vastus 98,28 44/408  45/408  42/408  41/408  44/408  42/408  48/408 6/408
Streptomyces tricolor 89,22 89,22 --- 46/408  47/408  48/408  48/408  48/408  20/408  42/408
Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus 88,97 88,97 88,73 11/408  10/408  13/408 8/408 51/408  46/408
Streptomyces coelescens 89,46 89,71 88,48 97,30 1/408 14/408 3/408 48/408  43/408
Streptomyces anthocyanicus 89,71 89,95 88,24 97,55 99,75 13/408 2/408 47/408  42/408
Streptomyces coelicoflavus 89,22 89,22 88,24 96,81 96,57 96,81 11/408  49/408  43/408
Streptomyces rubrogriseus 89,71 89,71 88,24 98,04 99,26 99,51 97,30 47/408  43/408
Streptomyces eurythermus 88,24 88,24 95,10 87,50 88,24 88,48 87,99 88,48 46/408
Streptomyces cinereus 98,77 98,53 89,71 88,73 89,46 89,71 89,46 89,46 88,73

1. Streptomyces sp. YC419, 2. Streptomyces vastus, 3. Streptomyces tricolor, 4. Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus,
5. Streptomyces coelescens, 6. Streptomyces anthocyanicus, 7. Streptomyces coelicoflavus, 8. Streptomyces rubrogriseus,
9. Streptomyces eurythermus, 10. Streptomyces cinereus
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Cizelge 4.25. Streptomyces sp. YC419 izolat1 ve tip tiirlerinin recA gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

oranlari

1. 2. B 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1. | Streptomyces sp. YC419 == 32/504  55/504  34/504  33/504  33/504  33/504  34/504  41/504  17/504
2. | Streptomyces vastus 93,65 65/504  48/504  47/504  47/504  46/504  44/504  51/504  32/504
3. | Streptomyces tricolor 89,09 87,10 - 40/504  43/504  43/504  38/504  37/504  35/504  53/504
4. | Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus 93,25 90,48 92,06 12/504  12/504  12/504  11/504  22/504  35/504
5. | Streptomyces coelescens 93,45 90,67 91,47 97,62 0/504 14/504  13/504  25/504  34/504
6. | Streptomyces anthocyanicus 93,45 90,67 91,47 97,62 100,00 14/504  13/504  25/504  34/504
7. | Streptomyces coelicoflavus 93,45 90,87 92,46 97,62 97,22 97,22 5/504 22/504  32/504
8. | Streptomyces rubrogriseus 93,25 91,27 92,66 97,82 97,42 97,42 99,01 21/504  33/504
9. | Streptomyces eurythermus 91,87 89,88 93,06 95,63 95,04 95,04 95,63 95,83 39/504
10. | Streptomyces cinereus 96,63 93,65 89,48 93,06 93,25 93,25 93,65 93,45 92,26

1. Streptomyces sp. YC419, 2. Streptomyces vastus, 3. Streptomyces tricolor, 4. Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus,
5. Streptomyces coelescens, 6. Streptomyces anthocyanicus, 7. Streptomyces coelicoflavus, 8. Streptomyces rubrogriseus,
9. Streptomyces eurythermus, 10. Streptomyces cinereus
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Cizelge 4.26. Streptomyces sp. YC419 izolat1 ve tip tiirlerinin rpoB gen bdlgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3: 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC419 -—- 8/540 52/540  55/540  52/540 268/503 54/540  56/540  51/540 3/540
Streptomyces vastus 98,52 53/540 58/540  53/540 267/503 55/540  57/540  52/540 7/540
Streptomyces tricolor 90,37 90,19 --- 49/540  52/540 268/503 48/540  51/540 9/540 51/540
Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus 89,81 89,26 90,93 22/540 270/503 15/540  19/540  48/540  56/540
Streptomyces coelescens 90,37 90,19 90,37 95,93 272/503  15/540 7/540 50/540  51/540
Streptomyces anthocyanicus 46,72 46,92 46,72 46,32 45,92 270/503 273/503 268/503 270/503
Streptomyces coelicoflavus 90,00 89,81 91,11 97,22 97,22 46,32 12/540  47/540  53/540
Streptomyces rubrogriseus 89,63 89,44 90,56 96,48 98,70 45,73 97,78 51/540  55/540
Streptomyces eurythermus 90,56 90,37 98,33 91,11 90,74 46,72 91,30 90,56 50/540
Streptomyces cinereus 99,44 98,70 90,56 89,63 90,56 46,32 90,19 89,81 90,74

1. Streptomyces sp. YC419, 2. Streptomyces vastus, 3. Streptomyces tricolor, 4. Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus,
5. Streptomyces coelescens, 6. Streptomyces anthocyanicus, 7. Streptomyces coelicoflavus, 8. Streptomyces rubrogriseus,
9. Streptomyces eurythermus, 10. Streptomyces cinereus
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Cizelge 4.27. Streptomyces sp. YC419 izolat1 ve tip tiirlerinin trpB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC419 - 23/571  57/571  61/571  61/571  61/571  55/571  60/571  62/571  17/571
Streptomyces vastus 95,97 59/571  61/571  64/571  64/571  57/571  62/571  61/571  21/571
Streptomyces tricolor 90,02 89,67 --- 42/571  42/571  42/571  40/571  40/571  19/571  56/571
Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus 89,32 89,32 92,64 18/571  18/571  17/571  17/571  41/571  57/571
Streptomyces coelescens 89,32 88,79 92,64 96,85 1/571 16/571 8/571 45/571  61/571
Streptomyces anthocyanicus 89,32 88,79 92,64 96,85 99,82 16/571 8/571 45/571  61/571
Streptomyces coelicoflavus 90,37 90,02 92,99 97,02 97,20 97,20 12/571  41/571  54/571
Streptomyces rubrogriseus 89,49 89,14 92,99 97,02 98,60 98,60 97,90 43/571  58/571
Streptomyces eurythermus 89,14 89,32 96,67 92,82 92,12 92,12 92,82 92,47 62/571
Streptomyces cinereus 97,02 96,32 90,19 90,02 89,32 89,32 90,54 89,84 89,14

1. Streptomyces sp. YC419, 2. Streptomyces vastus, 3. Streptomyces tricolor, 4. Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus,
5. Streptomyces coelescens, 6. Streptomyces anthocyanicus, 7. Streptomyces coelicoflavus, 8. Streptomyces rubrogriseus,
9. Streptomyces eurythermus, 10. Streptomyces cinereus
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80

98

64

99

97
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Streptomyces exfoliatus NRRL B-2924" (JNZP01000081)
Streptomyces zaomyceticus NBRC 13348 (AB184346)
Streptomyces venezuelae ATCC 10712 (FR845719)
Streptomyces lateritius LMG 19372 (AJ781326)
Streptomyces omiyaensis NBRC 13449 (AB184411)
Streptomyces wedmorensis NRRL 3426" (JINWKO01000124)
Streptomyces gardneri NBRC 12865 (AB249908)
Streptomyces litmocidini NBRC 12792 (AB184149)

~Streptomyces narbonensis NBRC 12801 (AB184157)

Streptomyces purpureus NBRC 13927 (AB184547)

S. albosporeus subsp. labilomyceticus NBRC 15387 (AB184638)
sQStreptomyces virginiae NRRL ISP-5094" (JTOAK01000082)
Streptomyces cinnamonensis NBRC 15873 (AB184707)
~ Streptomyces avidinii NBRC 13429 (AB184395)

Streptomyces spiroverticillatus NBRC 12821 (AB249921)
[Streptomyces cyaneofuscatus NRRL B-2570" (JOEMO01000050)

74| 94 Streptomyces griseolus NRRL B-2925" (JOFC01000069)

Streptomyces halstedii NBRC 12783 (AB184142)
 Streptomyces griseus subsp. griseus KCTC 9080" (M76388)

51/Streptomyces luridiscabiei NRRL B-24455' (LIQV01000394)
75 Streptomyces fulvissimus DSM 40593 (CP005080)

Streptomyces microflavus NBRC 13062 (AB184284)
Streptomyces sp. YC504

Streptomyces indicus IH32-1" (EF157833)
Streptomyces graminifolii 22" (HQ267984)

97| [ Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 41896" (MPOH01000466)

S. plumbiresistens CCNWHX 13-160" (EU526954)
Streptomyces chartreusis NBRC 12753 (AB184839)

0.01

Micrococcuslylae DSM 20315 NR' (026200)

Sekil 4.17. Streptomyces sp. YC504 izolat1 ve yakin akraba tip tiirlerinin 16S rRNA
gen bolgesine dayali filogenetik dendogrami. Neighbor joining

algoritma;

sina gore cizilmistir
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98

107

99 I:Streptomyces venezuelae NRRL ISP-5230"

Streptomyces gardneri NRRL B-5615"

94

Streptomyces exfoliatus AS 4.1407"

ﬂiStreptomyces omiyaensis NRRL B-1587"

Streptomyces litmocidini NRRL B-3635'

98

—Streptomyces wedmorensis NRRL 3426"
71

Streptomyces zaomyceticus NRRL B-2038'

Streptomyces lateritius NRRL B-5349"
Streptomyces purpureus NRRL B-5737"
Streptomyces phaeoluteigriseus NRRL ISP-5182"

Streptomyces chartreusis NRRL 1SP-5085"

100 Streptomyces sp. YC504

Streptomyces indicus DSM 42001

Streptomyces albosporeus subsp. labilomyceticus NRRL B-24296"

ﬁljsneptomyces fulvissimus NRRL B-1453"

Streptomyces glomeroaurantiacus NRRL B-3375

92

99

100

Streptomyces spiroverticillatus AS 4.1749"
Streptomyces avidinii NRRL ISP-5526"
Streptomyces virginiae AS 41530

78

67

Streptomyces narbonensis NRRL ISP-5016"
Streptomyces griseus subsp. griseus NRRL B-2165
91|:Streptomyces luridiscabiei LMG 21390

99 Streptomyces microflavus AS 4.1428"

98 Streptomyces cyaneofuscatus AS 41612

o] Streptomyces fulvorobeus JCM 9090"

100 [Streptomyces griseolus AS 4.1864"

Streptomyces halstedii NRRL B-1238"

Streptomyces cinnamonensis NRRL B-1588'

0.05

Mycobacterium tuberculosis H37Rv (AL 123456)

Sekil 4.18. Streptomyces sp. YC504 izolatinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen

bolgeleri niikleotit dizilerinin birlestirilmesi sonucu ¢izilen dendogram.
Neighbor joining algoritmasina gore ¢izildi
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Cizelge 4.28. Streptomyces sp. YC504 izolati ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen bolgeleri birlestirilmis niikleotit dizilerinin
birbirlerine gore filogenetik uzakliklar

Streptomyces sp. YC504

Streptomyces indicus 0,083

Streptomyces griseolus 0,137 0,112

Streptomyces halstedii 0,121 0,109 0,121

Streptomyces cinereorectus 0,158 0,151 0,171 0,159

Streptomyces griseus subsp. griseus 0,134 0,113 0,050 0,112 0,169

Streptomyces microflavus 0,131 0,110 0,046 0,111 0,171 0,028

Streptomyces griseorubiginosus 0,216 0,206 0,233 0,232 0,263 0,224 0,224

Streptomyces fulvorobeus 0,144 0,118 0,054 0,121 0,172 0,053 0,046 0,241

Streptomyces cyaneofuscatus 0,134 0,109 0,055 0,215 0,175 0,033 0,023 0,228 0,053

Streptomyces spiroverticillatus 0,128 0,111 0,117 0,109 0,262 0,115 0,112 0,234 0,118 0,113
Streptomyces virginiae 0,119 0,098 0,125 0,099 0,154 0,110 0,110 0,221 0,125 0,113 0,099
Streptomyces exfoliatus 0,120 0,102 0,212 0,104 0,168 0,101 0,099 0,225 0,110 0,097 0,130 0,105

Streptomyces venezuelae 0,116 0,100 0,114 0,111 0,267 0,098 0,101 0,222 0,116 0,099 0,127 0,110 0,041
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Cizelge 4.29. Streptomyces sp. YC504 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC504 - 16/496 46/496 50/496 22/496 28/496 53/496 32/496 55/496 56/496
Streptomyces indicus 96,77 43/496 48/496 14/496 19/496 50/496 23/496 55/496 49/496
Streptomyces exfoliatus 90,73 91,33 - 23/496 45/496 40/496 15/496 54/496 42/496 43/496
Streptomyces omiyaensis 89,92 90,32 95,36 48/496 49/496 32/496 61/496 42/496 54/496
Streptomyces zaomyceticus 95,56 97,18 90,93 90,32 --- 13/496 54/496 18/496 45/496 47/496
Streptomyces wedmorensis 94,35 96,17 91,94 90,12 97,38 48/496 20/496 52/496 37/496
Streptomyces venezuelae 89,31 89,92 96,98 93,55 89,11 90,32 60/496 49/496 471496
Streptomyces lateritius 93,55 95,36 89,11 87,70 96,37 95,97 87,90 571496 52/496
Streptomyces gardneri 88,91 88,91 91,53 91,53 90,93 89,52 90,12 88,51 40/496
Streptomyces cyaneofuscatus 88,71 90,12 91,33 89,11 90,52 92,54 90,52 89,52 91,94

1. Streptomyces sp. YC504, 2. Streptomyces indicus,3. Streptomyces exfoliatus, 4. Streptomyces omiyaensis, 5. Streptomyces zaomyceticus,
6. Streptomyces wedmorensis, 7. Streptomyces venezuelae, 8. Streptomyces lateritius, 9. Streptomyces gardneri, 10. Streptomyces cyaneofuscatus
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Cizelge 4.30. Streptomyces sp. YC504 izolat1 ve tip tiirlerinin gyrB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

oranlari
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

1. | Streptomyces sp. YC504 === 29/408 68/405 66/408 62/408 59/402 60/408 68/408 58/408 71/408
2. | Streptomyces indicus 92,89 57/405 52/408 52/408 56/402 55/408 52/408 55/408 61/408
3. | Streptomyces exfoliatus 83,21 85,93 --- 38/411 34/411 60/408 37/411 45/411 39/411 64/411
4. | Streptomyces omiyaensis 83,82 87,25 90,75 20/414 57/408 29/414 22/414 31/414 68/414
5. | Streptomyces zaomyceticus 84,80 87,25 91,73 95,17 - 56/408 19/414 30/414 21/414 70/414
6. | Streptomyces wedmorensis 85,32 86,07 85,29 86,03 86,27 63/408 55/408 61/408 54/408
7. | Streptomyces venezuelae 85,29 86,52 91,00 93,00 95,41 84,56 39/414 21414 71/414
8. | Streptomyces lateritius 83,33 87,25 89,05 94,69 92,75 86,52 90,58 41/414 63/414
9. | Streptomyces gardneri 85,78 86,52 90,51 92,51 94,93 85,05 99,52 90,10 71/414
10. | Streptomyces cyaneofuscatus 82,60 85,05 84,43 83,57 83,09 86,76 82,85 84,78 82,85

1. Streptomyces sp. YC504, 2. Streptomyces indicus,3. Streptomyces exfoliatus, 4. Streptomyces omiyaensis, 5. Streptomyces zaomyceticus, 6.
Streptomyces wedmorensis, 7. Streptomyces venezuelae, 8. Streptomyces lateritius, 9. Streptomyces gardneri, 10. Streptomyces cyaneofuscatus
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Cizelge 4.31. Streptomyces sp. YC504 izolat1 ve tip tiirlerinin recA gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

oranlari

9.

10.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

Streptomyces sp. YC504 -—- 37/504 36/504 35/504 38/504 39/504 38/504 45/504 36/504 48/504
Streptomyces indicus 92,66 42/504 37/504 42/504 36/504 44/504 48/504 43/504 54/504
Streptomyces exfoliatus 92,86 91,67 - 18/504 10/504 15/504 13/504 21/504 16/504 39/504
Streptomyces omiyaensis 93,06 92,66 96,43 17/504 16/504 17/504 25/504 20/504 39/504
Streptomyces zaomyceticus 92,46 91,67 98,02 96,63 --- 11/504 11/504 21/504 15/504 38/504
Streptomyces wedmorensis 92,26 92,86 97,02 96,83 97,82 13/504 21/504 18/504 41/504
Streptomyces venezuelae 92,46 91,27 97,42 96,63 97,82 97,42 20/504 13/504 44/504
Streptomyces lateritius 91,07 90,48 95,83 95,04 95,83 95,83 96,03 26/504 46/504
Streptomyces gardneri 92,86 91,47 96,83 96,03 97,02 96,43 97,42 94,84 44/504
Streptomyces cyaneofuscatus 90,48 89,29 92,26 92,26 92,46 91,87 91,27 90,87 91,27

1. Streptomyces sp. YC504, 2. Streptomyces indicus,3. Streptomyces exfoliatus, 4. Streptomyces omiyaensis, 5. Streptomyces zaomyceticus,

6. Streptomyces wedmorensis, 7. Streptomyces venezuelae, 8. Streptomyces lateritius, 9. Streptomyces gardneri, 10. Streptomyces cyaneofuscatus
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Cizelge 4.32. Streptomyces sp. YC504 izolat:1 ve tip tiirlerinin rpoB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

oranlari
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

1. | Streptomyces sp. YC504 === 38/540 73/540 68/540 67/540 72/540 68/540 71/540 68/540 68/540
2. | Streptomyces indicus 92,96 59/540 56/540 57/540 58/540 54/540 57/540 56/540 52/540
3. | Streptomyces exfoliatus 86,48 89,07 --- 26/540 15/540 8/540 8/540 44/540 8/540 55/540
4. | Streptomyces omiyaensis 87,41 89,63 95,19 32/540 25/540 27/540 44/540 25/540 49/540
5. | Streptomyces zaomyceticus 87,59 89,44 97,22 94,07 - 11/540 9/540 43/540 7/540 52/540
6. | Streptomyces wedmorensis 86,67 89,26 98,52 95,37 97,96 6/540 43/540 4/540 56/540
7. | Streptomyces venezuelae 87,41 90,00 98,52 95,00 98,33 98,89 44/540 2/540 51/540
8. | Streptomyces lateritius 86,85 89,44 91,85 91,85 92,04 92,04 91,85 42/540 39/540
9. | Streptomyces gardneri 87,41 89,63 98,52 95,37 98,70 99,26 99,63 92,22 53/540
10. | Streptomyces cyaneofuscatus 87,41 90,37 89,81 90,93 90,37 89,63 90,56 92,78 90,19

1. Streptomyces sp. YC504, 2. Streptomyces indicus,3. Streptomyces exfoliatus, 4. Streptomyces omiyaensis, 5. Streptomyces zaomyceticus,
6. Streptomyces wedmorensis, 7. Streptomyces venezuelae, 8. Streptomyces lateritius, 9. Streptomyces gardneri, 10. Streptomyces cyaneofuscatus
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Cizelge 4.33. Streptomyces sp. YC504 izolat1 ve tip tiirlerinin trpB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yilizde benzerlik

9.

10.

oranlari
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

Streptomyces sp. YC504 -—- 42/571 66/569 71/569 73/569 66/569 71/569 71/569 72/569 79/569
Streptomyces indicus 92,64 70/569 72/569 76/569 74/569 72/569 72/569 73/569 74/569
Streptomyces exfoliatus 88,40 87,70 - 36/571 30/571 26/571 29/571 43/571 32/571 46/571
Streptomyces omiyaensis 87,52 87,35 93,70 38/571 41/571 42/571 46/571 43/571 45/571
Streptomyces zaomyceticus 87,17 86,64 94,75 93,35 --- 34/571 35/571 45/571 38/571 51/571
Streptomyces wedmorensis 88,40 86,99 95,45 92,82 94,05 26/571 43/571 29/571 53/571
Streptomyces venezuelae 87,52 87,35 94,92 92,64 93,87 95,45 44/571 5/571 44/571
Streptomyces lateritius 87,52 87,35 92,47 91,94 92,12 92,47 92,29 45/571 46/571
Streptomyces gardneri 87,35 87,17 94,40 92,47 93,35 94,92 99,12 92,12 45/571
Streptomyces cyaneofuscatus 86,12 86,99 91,94 92,12 91,07 90,72 92,29 91,94 92,12

1. Streptomyces sp. YC504, 2. Streptomyces indicus,3. Streptomyces exfoliatus, 4. Streptomyces omiyaensis, 5. Streptomyces zaomyceticus,

6. Streptomyces wedmorensis, 7. Streptomyces venezuelae, 8. Streptomyces lateritius, 9. Streptomyces gardneri, 10. Streptomyces cyaneofuscatus
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86 |streptomyces luridus NBRC 12793' (AB184150)
Streptomyces lavendulocolor NBRC 12881 (AB184216)
Streptomyces gobitricini NBRC 15419T (AB184666)
Streptomyces lavendofoliae NBRC 12882T (AB184217)
Streptomyces roseolilacinus NBRC 12815 (AB184167)
Streptomyces sudanensis SD 504" (EF515876)
Streptomyces amakusaensis NRRL B-3351' (AY999781)
100 “streptomyces inusitatus NBRC 13601 (AB184445)
Streptomyces sanyensis 219820 (FJ261968)
—Streptomyces sp. YC532
_|i8treptomyces purpureus NBRC 13927 (A8184547)T
S. cinereoruber subsp. cinereoruber NBRC 12756 (AB184121)
| ﬂf Streptomyces flavovirens NBRC 3716: (AB184834)
Streptomyces nitrosporeus NBRC 3362 (AB184751)
— Streptomyces hypolithicus HSM10" (EU196762)
4 [ Streptomyces sannanensis NBRC 14239T (AB184579)
Streptomyces mauvecolor LMG 20100T (AJ781358)
72| [ Streptomyces hundungensis MBRL 251T (JN560157)
65|| 85L{Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-5410" (DQ442559)
96'streptomyces michiganensis NBRC 12797 (AB184153)
Streptomyces melanogenes NBRC 12890T (AB184222)
100s4reptomyces noboritoensis NBRC 13065 (AB184287)
Streptomyces mirabilis NBRC 13450 (AB184412)

97 Streptomyces kaempferi I37T (HE591382)
Streptomyces netropsis NBRC 3723T (AB184792)

92

Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676" (AY999790)

Streptomyces stramineus NBRC 16131" (AB184720)

Streptomyces blastmyceticus NRRL B-5480" (AY999802)
98streptomyces hiroshimensis NBRC 3839' (AB184802)
Micrococcuslylae DSM 20315 NR' (026200)

0.01

Sekil 4.19. Streptomyces sp. YC532 izolati ve yakin akraba tip tiirlerinin 16S rRNA
gen bolgesine dayali filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izildi



95 Streptomyces lavendofoliae NRRL B-3371' (HQO014958)

100

64
100

Streptomyces gobitricini NRRL B-2596" (HQ014954)
Streptomyces luridus NRRL B-5409" (HQ014962)
Streptomyces lavendulocolor NRRL B-3367" (HQ014957)
Streptomyces roseolilacinus NRRL B-2699T(HQ014955)

Streptomyces sudanensis NRRL B-24575" (KT384730)
Streptomyces sp.YC532

Streptomyces purpureus NRRL B-5737" (KT384697)

55 {Streptomyces melanogenes NRRL B-2072" (KT384640)
1

00 Lstreptomyces noboritoensis NRRL B-12152" (KT384662)

100 |'Streptomyces xanthochromogenes DSM 40111T (KU323832)

100

|—Streptomyces michiganensis DSM 40015 (KU323835)
Streptomyces amakusaensis NRRL B-3351" (KT384461)

Streptomyces inusitatus NRRL B-16929" (KT384603)

100

100

Streptomyces stramineus NRRL 12292" (KT384729)

Streptomyces netropsis NRRL ISP-5250 ' (KT384657)

87 Streptomyces eurocidicus DSM 40604 (KU323838)

100

Streptomyces sannanensis NRRL B-24303" (KT384719)
Streptomyces mirabilis NRRL ISP-5553" (KT384644)

Streptomyces kaempferi NRRL B-59130" (KT384788)

Streptomyces flavovirens NRRL B-2094 ' (KT384659)

0.05

Mycobacterium tuberculosis H37Rv' (AL123456)

115

Streptomyces hiroshimensis NRRL B-1823 ' (KT384596)

—Streptomyces blastmyceticus NRRL B-5480" (KT384488)

Sekil 4.20. Streptomyces sp. YC532 izolatinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen
bolgeleri niikleotit dizilerinin birlestirilmesi sonucu ¢izilen dendogram.
Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmistir
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Cizelge 4.34. Streptomyces sp. YC532 izolati ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen bolgeleri birlestirilmis niikleotit dizilerinin
birbirlerine gore filogenetik uzakliklar

Streptomyces sp. YC532
Streptomyces eurocidicus 0,119
Streptomyces xanthochromogenes 0,106 0,110

Streptomycesmichiganensis 0,108 0,111 0,004

Streptomyceslavendofoliae 0,081 0,120 0,111 0,112

Streptomycesgobitricini 0,081 0,118 0,105 0,106 0,030

Streptomycesluridus 0,083 0,114 0,109 0,109 0,036 0,033

Streptomyceslavendulocolor 0,094 0,117 0,108 0,108 0,060 0,052 0,036

Streptomycesmelanogenes 0,092 0,109 0,087 0,089 0,100 0,092 0,09 0,097

Streptomycesmirabilis 0,122 0,214 0,200 0,202 0,120 0,119 0,123 0,106 0,108
Streptomycesnoboritoensis 0,092 0,209 0,084 0,085 0,097 0,089 0,095 0,096 0,004 0,106
Streptomycesamakusaensis 0,109 0,204 0,091 0,093 0,124 0,107 0,212 0,207 0,091 0,106 0,090
Streptomycesinusitatus 0,113 0,114 0,095 0,097 0,114 0,110 0,114 0,109 0,101 0,096 0,101 0,047
Streptomycesblastmyceticus 0,117 0,039 0,107 0,108 0,119 0,115 0,209 0,114 0,114 0,121 0,113 0,104 0,110

Streptomycesroseolilacinus 0,085 0,111 0,207 0,108 0,070 0,074 0,068 0,072 0,09 0,107 0,094 0,110 0,110 0,112
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Cizelge 4.35. Streptomyces sp. YC532 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

oranlari

i 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1. | Streptomyces sp. YC532 - 39/496 46/496 47/496 11/496 14/496 12/496 18/496 46/496 49/496
2. | Streptomyces eurocidicus 92,14 29/496 29/496  40/496  39/496 38/496  45/496 29/496 34/496
3. | Streptomyces xanthochromogenes 90,73 94,15 1/496 45/496 43/496 42/496 42/496 25/496 30/496
4. | Streptomycesmichiganensis 90,52 94,15 99,80 46/496 44/496 43/496 43/496 25/496 29/496
5. | Streptomyceslavendofoliae 97,78 91,94 90,93 90,73 --- 3/496 3/496 13/496 47/496 52/496
6. | Streptomycesgobitricini 97,18 92,14 91,33 91,13 99,40 21496 14/496 48/496 51/496
7. | Streptomycesluridus 97,58 92,34 91,53 91,33 99,40 99,60 14/496 46/496 50/496
8. | Streptomyceslavendulocolor 96,37 90,93 91,53 91,33 97,38 97,18 97,18 42/496 47/496
9. | Streptomycesmelanogenes 90,73 94,15 94,96 94,96 90,52 90,32 90,73 91,53 33/496
10. | Streptomycesmirabilis 90,12 93,15 93,95 94,15 89,52 89,72 89,92 90,52 93,35

1. Streptomyces sp. YC532, 2. Streptomyces eurocidicus, 3. Streptomyces xanthochromogenes, 4. Streptomyces michiganensis, 5. Streptomyces lavendofoliae,
6. Streptomyces gobitricini, 7. Streptomyces luridus, 8. Streptomyces lavendulocolor, 9. Streptomyces melanogenes, 10. Streptomyces mirabilis
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Cizelge 4.36. Streptomyces sp. YC532 izolat1 ve tip tiirlerinin gyrB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

oranlari

9.

10.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC532 - 80/375 62/405 62/405 62/405 44/414 42/414 47/414 74/405 53/405
Streptomyces eurocidicus 78,67 68/378 68/378 66/378 82/378 80/378 74/378 57/378 73/378
Streptomyces xanthochromogenes 84,69 82,01 0/408 33/408 721408 68/408 771408 73/408 64/408
Streptomyces michiganensis 84,69 82,01 100,00 33/408 72/408 68/408 77/408 73/408 64/408
Streptomyces lavendofoliae 84,69 82,54 91,91 91,91 - 67/408 68/408 75/408 59/408 60/408
Streptomyces gobitricini 89,37 78,31 82,35 82,35 83,58 20/417 16/417 78/408 61/408
Streptomyces luridus 89,86 78,84 83,33 83,33 83,33 95,20 29/417 77/408 57/408
Streptomyces lavendulocolor 88,65 80,42 81,13 81,13 81,62 96,16 93,05 78/408 61/408
Streptomyces melanogenes 81,73 84,92 82,11 82,11 85,54 80,88 81,13 80,88 63/408
Streptomyces mirabilis 86,91 80,69 84,31 84,31 85,29 85,05 86,03 85,05 84,56

1. Streptomyces sp. YC532, 2. Streptomyces eurocidicus, 3. Streptomyces xanthochromogenes, 4. Streptomyces michiganensis, 5. Streptomyces lavendofoliae,
6. Streptomyces gobitricini, 7. Streptomyces luridus, 8. Streptomyces lavendulocolor, 9. Streptomyces melanogenes, 10. Streptomyces mirabilis
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Cizelge 4.37. Streptomyces sp. YC532 izolat1 ve tip tiirlerinin recA gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC532 - 36/504 40/504 41/504 38/504 42/504 38/504 39/504 39/504 35/504
Streptomyces eurocidicus 92,86 46/504 45/504 41/504 42/504 39/504 47/504 47/504 43/504
Streptomyces xanthochromogenes 92,06 90,87 3/504 37/504 38/504 33/504 37/504 38/504 37/504
Streptomyces michiganensis 91,87 91,07 99,40 38/504 39/504 34/504 38/504 39/504 38/504
Streptomyces lavendofoliae 92,46 91,87 92,66 92,46 - 36/504 34/504 35/504 37/504 24/504
Streptomyces gobitricini 91,67 91,67 92,46 92,26 92,86 14/504 18/504 19/504 36/504
Streptomyces luridus 92,46 92,26 93,45 93,25 93,25 97,22 15/504 15/504 30/504
Streptomyces lavendulocolor 92,26 90,67 92,66 92,46 93,06 96,43 97,02 4/504 36/504
Streptomyces melanogenes 92,26 90,67 92,46 92,26 92,66 96,23 97,02 99,21 37/504
Streptomyces mirabilis 93,06 91,47 92,66 92,46 95,24 92,86 94,05 92,86 92,66

1. Streptomyces sp. YC532, 2. Streptomyces eurocidicus, 3. Streptomyces xanthochromogenes, 4. Streptomyces michiganensis, 5. Streptomyces lavendofoliae,
6. Streptomyces gobitricini, 7. Streptomyces luridus, 8. Streptomyces lavendulocolor, 9. Streptomyces melanogenes, 10. Streptomyces mirabilis
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Cizelge 4.38. Streptomyces sp. YC532 izolat1 ve tip tiirlerinin rpoBgen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC532 - 60/540 41/540 42/540 36/540 37/540 37/540 40/540 39/540 39/540
Streptomyces eurocidicus 88,89 52/540 53/540 47/540 47/540 48/540 46/540 45/540 55/540
Streptomyces xanthochromogenes 92,41 90,37 3/540 5/540 48/540 51/540 53/540 52/540 41/540
Streptomyces michiganensis 92,22 90,19 99,44 6/540 48/540 50/540 52/540 51/540 41/540
Streptomyces lavendofoliae 93,33 91,30 99,07 98,89 - 45/540 48/540 48/540 47/540 36/540
Streptomyces gobitricini 93,15 91,30 91,11 91,11 91,67 15/540 19/540 18/540 43/540
Streptomyces luridus 93,15 91,11 90,56 90,74 91,11 97,22 10/540 9/540 44/540
Streptomyces lavendulocolor 92,59 91,48 90,19 90,37 91,11 96,48 98,15 1/540 46/540
Streptomyces melanogenes 92,78 91,67 90,37 90,56 91,30 96,67 98,33 99,81 45/540
Streptomyces mirabilis 92,78 89,81 92,41 92,41 93,33 92,04 91,85 91,48 91,67

1. Streptomyces sp. YC532, 2. Streptomyces eurocidicus, 3. Streptomyces xanthochromogenes, 4. Streptomyces michiganensis, 5. Streptomyces lavendofoliae,
6. Streptomyces gobitricini, 7. Streptomyces luridus, 8. Streptomyces lavendulocolor, 9. Streptomyces melanogenes, 10. Streptomyces mirabilis
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Cizelge 4.39. Streptomyces sp. YC532 izolat1 ve tip tiirlerinin trpB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yilizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC532 - 65/571 60/571 62/571 52/571 60/571 61/571 59/571 57/571 48/571
Streptomyces eurocidicus 88,58 67/571 69/571 72/571 72/571 67/571 64/571 64/571 57/571
Streptomyces xanthochromogenes 89,46 88,22 3/71 29/571 62/571 55/571 51/571 51/571 43/571
Streptomyces michiganensis 89,14 87,87 99,47 32/571 61/571 56/571 50/571 50/571 45/571
Streptomyces lavendofoliae 90,86 87,35 94,90 94,38 - 50/571 51/571 51/571 48/571 43/571
Streptomyces gobitricini 89,46 87,35 89,10 89,28 91,21 24/571 35/571 32/571 53/571
Streptomyces luridus 89,28 88,22 90,33 90,16 91,04 95,78 26/571 23/571 45/571
Streptomyces lavendulocolor 89,63 88,75 91,04 91,21 91,04 93,85 95,43 5/571 45/571
Streptomyces melanogenes 89,98 88,75 91,04 91,21 91,56 94,38 95,96 99,12 45/571
Streptomyces mirabilis 91,56 89,98 92,44 92,09 92,44 90,69 92,09 92,09 92,09

1. Streptomyces sp. YC532, 2. Streptomyces eurocidicus, 3. Streptomyces xanthochromogenes, 4. Streptomyces michiganensis, 5. Streptomyces lavendofoliae,
6. Streptomyces gobitricini, 7. Streptomyces luridus, 8. Streptomyces lavendulocolor, 9. Streptomyces melanogenes, 10. Streptomyces mirabilis
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Streptomyces fulvissimus DSM 40593" (CP005080)
Streptomyces microflavus NBRC 13062 (AB184284)

50 Istreptomyces luridiscabiei NRRL B-24455" (LIQV01000394)
86 |_|Streptomyces griseolus NRRL B-2925' (JOFC01000069)
"'streptomyces halstedii NBRC 12783' (AB184142)
Streptomyces anulatus NRRL B-ZOOOT (DQ026637)
Streptomyces pulveraceus LMG 20322T (AJ781377)
Streptomyces sanglieri NBRC 100784 (AB249945)

90 “streptomyces atratus NRRL B-16927' (DQ026638)

[ Streptomyces albolongus NBRC 13465 (AB184425)
72| | Streptomyces candidus NRRL ISP-5141" (DQ026663)

Streptomyces spiroverticillatus NBRC 12821 (AB249921)
96 “streptomyces cremeus NBRC 12760 (AB184124)

Streptomyces avidinii NBRC 13429T (AB184395)

66 99| _|Streptomyces virginiae NRRL ISP-5094' (JOAK01000082)

99 Streptomyces cinnamonensis NBRC 15873T (AB184707)
84 Streptomyces rhizosphaerihabitans JR-35" (HQ267983)
Streptomyces siamensis KC—038T (AB773848)
Streptomyces acidiscabies ATCC 49003T (D63865)
50 Streptomyces adustus WH-9' (LC026279)

63| [ Streptomyces bobili JCM 4624" (AB045876)
69 Streptomyces chartreusis NBRC 12753 (AB184839)

725 resistomycificus NRRL 1SP-5133 (JOBA01000220)
Streptomyces tauricus JCM 4837T (AB045879)
Streptomyces rectiviolaceus NRRL B-16374" (DQ026660)
Streptomyces umbrinus NBRC 13091 (AB184305)

67

87

84 99

100 Streptomyces ederensis NBRC 15410 (AB184658)

Streptomyces beijiangensis NBRC 100044T (AB249973)
Streptomyces sp. YC537

Micrococcuslylae DSM 20315 NR' (026200)
0.01

Sekil 4.21. Streptomyces sp. YC537 izolat1 ve yakin akraba tip tiirlerinin 16S rRNA
gen bolgesine dayali filogenetik dendogrami. Neighbor joining
algoritmasina gore ¢izilmistir
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100 [~Streptomyces luridiscabiei LMG 21390T (EF031272)

82 Streptomyces microflavus NRRL B-1229T (KT384624)

[ Streptomyces anulatus NRRL B-2873' (KT384557)

Streptomyces griseus AS 4.1367T (EF031280)
Streptomyces badius AS 4.1406 ! (EF031282)
Streptomyces fulvorobeus JCM 9090 (EF031326)

Streptomyces griseolus AS 4.1864" (EF031315)
1

00 lstreptomyces halstedii NRRL B-1238' (KT384591)

Streptomyces sanglieri NRRL B-24279T(KT384718)

Streptomyces pulveraceus AS 4.1928T (EF031323)

Streptomyces virginiae AS 4.1530T (EF031290)
Streptomyces beijiangensis DSM 41794T (KU721032)

Streptomyces spiroverticillatus AS 4.1749T (EF031304)

91 90
78
] 100
69
60
100

95

Streptomyces cremeus NRRL 3241T (KF433024)

Streptomyces chartreusis NRRL ISP-5085" (KT384507)
82 —Streptomyces tauricus NRRL B-12497T (HQO014965)

Streptomyces acidiscabies ATCC 49003" (D63865)

100

Streptomyces fulvissimus NRRL B-1453' (KT384559)

Streptomyces rectiviolaceus NRRL B-16374' (KT384701)
Streptomyces sp. YC537

Streptomyces cinnamonensis NRRL B-1588' (KT384515)

Streptomyces albolongus NRRL B-3604T (KT384454)

0.05

Mycobacterium tuberculosis H37RvT (AL123456)

Sekil 4.22. Streptomyces sp. YC537 izolatinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen
bolgeleri niikleotit dizilerinin birlestirilmesi sonucu ¢izilen dendogram.
Neighbor joining algoritmasina gore ¢izilmistir
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Cizelge 4.40. Streptomyces sp. YC537 izolati ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen bolgeleri birlestirilmis niikleotit dizilerinin
birbirlerine gore filogenetik uzakliklar

Streptomyces sp. YC537
Streptomyces tauricus
Streptomyces beijiangensis
Streptomyces spiroverticillatus
Streptomyces rectiviolaceus
Streptomyces chartreusis
Streptomyces virginiae
Streptomyces cinnamonensis
Streptomyces sanglieri
Streptomyces albolongus
Streptomyces atratus
Streptomyces pulveraceus
Streptomyces cremeus
Streptomyces griseolus
Streptomyces acidiscabies

0,108
0,122
0,124
0,101
0,106
0,129
0,119
0,114
0,147
0,190
0,111
0,116
0,117
0,118

0,125
0,119
0,102
0,087
0,110
0,141
0,114
0,165
0,181
0,108
0,123
0,117
0,080

0,093
0,107
0,112
0,095
0,145
0,092
0,172
0,152
0,088
0,102
0,120
0,129

0,116
0,108
0,104
0,151
0,108
0,164
0,160
0,101
0,051
0,114
0,121

0,107
0,120
0,117
0,117
0,169
0,192
0,116
0,119
0,119
0,107

0,089
0,131
0,100
0,152
0,168
0,095
0,115
0,116
0,084

0,130
0,093
0,150
0,166
0,090
0,108
0,128
0,110

0,136
0,101
0,191
0,136
0,149
0,151
0,143

0,155
0,116
0,030
0,111
0,091
0,124

0,219
0,154
0,159
0,176
0,165

0,118
0,174
0,156
0,190

0,105
0,086 0,121
0,117 0,221 0,117
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Cizelge 4.41. Streptomyces sp. YC537 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

oranlari

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1. |Streptomyces sp. YC537 === 52/496 61/496 60/496 50/496 60/496 66/496 67/496 66/496 57/496
2. |Streptomyces tauricus 89,52 51/496 52/496 45/496 46/496 41/496 52/496 69/496 58/496
3. |Streptomyces beijiangensis 87,70 89,72 - 29/496 69/496 41/496 23/496 12/496 62/496 25/496
4. |Streptomyces spiroverticillatus 87,90 89,52 94,15 63/496 38/496 26/496 36/496 58/496 26/496
5. |Streptomyces rectiviolaceus 89,92 90,93 86,09 87,30 --- 58/496 64/496 72/496 65/496 66/496
6. |Streptomyces chartreusis 87,90 90,73 91,73 92,34 88,31 31/496 40/496 55/496 38/496
7. |Streptomyces virginiae 86,69 91,73 95,36 94,76 87,10 93,75 22/496 52/496 28/496
8. |Streptomyces avidinii 86,49 89,52 97,58 92,74 85,48 91,94 95,56 66/496 28/496
9. |Streptomyces cinnamonensis 86,69 86,09 87,50 88,31 86,90 88,91 89,52 86,69 60/496
10. |Streptomyces sanglieri 88,51 88,31 94,96 94,76 86,69 92,34 94,35 94,35 87,90

1.Streptomyces sp. YC537, 2. Streptomyces tauricus, 3. Streptomyces beijiangensis,4. Streptomyces spiroverticillatus, 5. Streptomyces rectiviolaceus,

6. Streptomyces chartreusis, 7. Streptomyces virginiae, 8. Streptomyces avidinii,9.Streptomyces cinnamonensis, 10. Streptomyces sanglieri
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Cizelge 4.42. Streptomyces sp. YC537 izolat1 ve tip tiirlerinin gyrB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC537 -—- 64/402 66/405 49/405 65/405 571402 66/405 68/405 59/404 61/405
Streptomyces tauricus 84,08 73/402 65/402 59/408 36/408 62/405 71/405 59/407 72/408
Streptomyces beijiangensis 83,70 81,84 --- 53/408 74/408 66/402 55/408 51/408 78/407 65/408
Streptomyces spiroverticillatus 87,90 83,83 87,01 70/408 57/402 70/408 67/408 70/407 62/408
Streptomyces rectiviolaceus 83,95 85,54 81,86 82,84 - 50/408 66/411 70/411 26/413 71/414
Streptomyces chartreusis 85,82 91,18 83,58 85,82 87,75 62/405 65/405 53/407 65/408
Streptomyces virginiae 83,70 84,69 86,52 82,84 83,94 84,69 20/411 68/410 61/411
Streptomyces avidinii 83,21 82,47 87,50 83,58 82,97 83,95 95,13 74/410 64/411
Streptomyces cinnamonensis 85,40 85,50 80,84 82,80 93,70 86,98 83,41 81,95 72/413
Streptomyces sanglieri 84,94 82,35 84,07 84,80 82,85 84,07 85,16 84,43 82,57

1.Streptomyces sp. YC537, 2. Streptomyces tauricus, 3. Streptomyces beijiangensis,4. Streptomyces spiroverticillatus, 5. Streptomyces rectiviolaceus,

6. Streptomyces chartreusis, 7. Streptomyces virginiae, 8. Streptomyces avidinii,9.Streptomyces cinnamonensis, 10. Streptomyces sanglieri



127

Cizelge 4.43. Streptomyces sp. YC537 izolat1 ve tip tiirlerinin recA gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

oranlari

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1. |Streptomyces sp. YC537 === 27/504 49/504 46/504 31/504 32/504 46/504 31/504 73/504 37/504
2. |Streptomyces tauricus 94,64 46/504 43/504 35/504 28/504 43/504 36/504 73/504 36/504
3. |Streptomyces beijiangensis 90,28 90,87 - 41/504 46/504 44/504 50/504 36/504 78/504 34/504
4. |Streptomyces spiroverticillatus 90,87 91,47 91,87 42/504 41/504 31/504 40/504 70/504 43/504
5. |Streptomyces rectiviolaceus 93,85 93,06 90,87 91,67 --- 42/504 44/504 37/504 72/504 44/504
6. |Streptomyces chartreusis 93,65 94,44 91,27 91,87 91,67 43/504 33/504 77/504 43/504
7. |Streptomyces virginiae 90,87 91,47 90,08 93,85 91,27 91,47 46/504 74/504 51/504
8. |Streptomyces avidinii 93,85 92,86 92,86 92,06 92,66 93,45 90,87 79/504 14/504
9. |Streptomyces cinnamonensis 85,52 85,52 84,52 86,11 85,71 84,72 85,32 84,33 80/504
10. |Streptomyces sanglieri 92,66 92,86 93,25 91,47 91,27 91,47 89,88 97,22 84,13

1.Streptomyces sp. YC537, 2. Streptomyces tauricus, 3. Streptomyces beijiangensis,4. Streptomyces spiroverticillatus, 5. Streptomyces rectiviolaceus,

6. Streptomyces chartreusis, 7. Streptomyces virginiae, 8. Streptomyces avidinii,9.Streptomyces cinnamonensis, 10. Streptomyces sanglieri
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Cizelge 4.44. Streptomyces sp. YC537 izolat1 ve tip tiirlerinin rpoB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC537 -—- 72/540 73/540 70/540 64/540 76/540 72/540 69/540 54/540 74/540
Streptomyces tauricus 86,67 61/540 50/540 51/540 55/540 64/540 61/540 79/540 53/540
Streptomyces beijiangensis 86,48 88,70 --- 38/540 28/540 54/540 57/540 56/540 65/540 47/540
Streptomyces spiroverticillatus 87,04 90,74 92,96 35/540 50/540 60/540 53/540 68/540 51/540
Streptomyces rectiviolaceus 88,15 90,56 94,81 93,52 - 53/540 57/540 51/540 64/540 43/540
Streptomyces chartreusis 85,93 89,81 90,00 90,74 90,19 33/540 55/540 75/540 20/540
Streptomyces virginiae 86,67 88,15 89,44 88,89 89,44 93,89 66/540 62/540 37/540
Streptomyces avidinii 87,22 88,70 89,63 90,19 90,56 89,81 87,78 73/540 58/540
Streptomyces cinnamonensis 90,00 85,37 87,96 87,41 88,15 86,11 88,52 86,48 64/540
Streptomyces sanglieri 86,30 90,19 91,30 90,56 92,04 96,30 93,15 89,26 88,15

1.Streptomyces sp. YC537, 2. Streptomyces tauricus, 3. Streptomyces beijiangensis,4. Streptomyces spiroverticillatus, 5. Streptomyces rectiviolaceus,

6. Streptomyces chartreusis, 7. Streptomyces virginiae, 8. Streptomyces avidinii,9.Streptomyces cinnamonensis, 10. Streptomyces sanglieri
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Cizelge 4.45. Streptomyces sp. YC537 izolat1 ve tip tiirlerinin trpB gen bolgeleri niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yilizde benzerlik

9.

10.

oranlari

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC537 -—- 46/569 40/569 65/569 38/569 30/569 50/569 50/569 51/569 73/569
Streptomyces tauricus 91,92 64/569 73/569 52/569 45/569 52/569 60/569 51/569 81/569
Streptomyces beijiangensis 92,97 88,75 --- 66/569 45/569 61/569 49/569 53/569 47/569 89/569
Streptomyces spiroverticillatus 88,58 87,17 88,40 68/569 70/569 63/569 68/569 68/569 98/569
Streptomyces rectiviolaceus 93,32 90,86 92,09 88,05 - 50/569 54/569 52/569 49/569 91/569
Streptomyces chartreusis 94,73 92,09 89,28 87,70 91,21 46/569 46/569 54/569 75/569
Streptomyces virginiae 91,21 90,86 91,39 88,93 90,51 91,92 28/569 46/569 78/569
Streptomyces avidinii 91,21 89,46 90,69 88,05 90,86 91,92 95,08 52/569 80/569
Streptomyces cinnamonensis 91,04 91,04 91,74 88,05 91,39 90,51 91,92 90,86 75/569
Streptomyces sanglieri 87,17 85,76 84,36 82,78 84,01 86,82 86,29 85,94 86,82

1.Streptomyces sp. YC537, 2. Streptomyces tauricus, 3. Streptomyces beijiangensis,4. Streptomyces spiroverticillatus, 5. Streptomyces rectiviolaceus,

6. Streptomyces chartreusis, 7. Streptomyces virginiae, 8. Streptomyces avidinii,9.Streptomyces cinnamonensis, 10. Streptomyces sanglieri
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95 Streptomyces umbrinus NBRC 13091 (AB184305)
t Streptomyces ederensis NBRC 15410 (AB184658)

Streptomyces phaeochromogenes NBRC 3180" (AB184738)
Streptomyces sp. YC917

Streptomyces tauricus JCM 4837" (AB045879)
| Streptomyces glomeroaurantiacus NBRC 15418" (AB249983)
100treptomyces aurantiacus NBRC 13017 (AB184259)
Streptomyces rectiviolaceus NRRL B-16374" (DQ026660)
64| | Streptomyces kanamyceticus NBRC 13414 (AB184388)
77| | Streptomyces aureus NBRC 100912 (AB249976)
81l Streptomyces durmitorensis MS405" (DQ067287)
| 56  Streptomyces longisporoflavus NBRC 12886 (AB184220)
Streptomyces stelliscabiei NRRL B-24447" (LBNW01000338)
Streptomyces bottropensis ATCC 25435" (KB911581)
~ Streptomyces plumbiresistens CCNWHX 13-160" (EU526954)
9297 Streptomyces lacrimifluminis 21027" (K1829342)
51 Streptomyces turgidiscabies ATCC 700248T (AB026221)
Streptomyces graminilatus NRRL B-59124 (L1QQ01000213)
S. cinereoruber subsp. fructofermentans NBRC 15396T(A8184647)
~ Streptomyces humidus NBRC 12877 (AB184213)
Streptomyces rhizosphaerihabitans JR-35" (HQ267983)
Streptomyces arcticus ZLN234" (KR013752)
Streptomycesgelaticus NRRL B-2928" (DQ026636)
Streptomyces cremeus NBRC 12760 (AB184124)
Streptomyces spiroverticillatus NBRC 12821 (AB249921)
Streptomyces lunaelactis MM109" (KM207217)
Streptomyces griseolus NRRL B-2925" (JOFC01000069)
Micrococcuslylae DSM 20315 NR' (026200)

9

53

0.01

Sekil 4.23. Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp.
YC541 izolatlar1 ve en yakin akraba tip tiirlerinin 16S rRNA gen

bolgesine dayali filogenetik dendogrami. Neighbor joining algoritmasina
gore ¢izilmistir
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74 __Streptomyces sp.YC917

Streptomyces sp.YC925

.
Streptomyces phaeochromogenes NRRL B-3010 (KT384677)

T
Streptomyces umbrinus NRRL B-2572 HQO014953)

;
56 Streptomyces ederensis NRRL B-8146 (HQ014963)

Streptomyces sp.YC541

55
Streptomyces tauricus NRRL B-12497T(HQ014965)

.
100 S. cinereoruber subsp. fructofermentans NRRL 2588 (HQ014950)

Streptomyces turgidiscabies NRRL B-24078T (HQO014968)

.
58 Streptomyces glomeroaurantiacus NRRL B-3375 (KT384570)

| T
99 —_Streptomyces aurantiacus NRRL ISP-5412 (HQ014981)

Streptomyces humidus DSM 40263T (GU383361)

.
97 [Streptomyces stelliscabiei NRRL B-24447 (HQ014977)
100

Streptomyces bottropensis NRRL ISP-5262T (HQ014980)

.
Streptomyces kanamyceticus AS 4.1441 (EF031288)

-
Streptomyces cremeus AS 4.1625 (EF031294)

1 T
v Streptomyces spiroverticillatus AS 4.1749 (EF031304)

.
Streptomyces pulveraceus AS 4.1928 (EF031323)

.
95 — Streptomyces cyaneofuscatus AS 4.1612 (EF031291)

100 Streptomyces griseolus AS 4.1864T (EF031315)
100

.
Streptomyces halstedii NRRL B-1238 (KT384591)

.
Streptomyces cacaoi subsp. asoensis NRRL B-16592 (KT384493)

.
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (AL123456)

0.05

Sekil 4.24. Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp.
YC541 izolatlarin atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gen bolgeleri niikleotit
dizilerinin birlestirilmesi sonucu ¢izilen dendogram.
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Cizelge 4.46. Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp. YC541 izolatlar1 ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA,
rpoB, trpB gen bolgeleri birlestirilmis niikleotit dizilerinin birbirlerine gore filogenetik uzakliklar

Streptomyces sp. YC917

Streptomyces sp. YC925 0,013

Streptomyces sp. YC541 0,055 0,059

Streptomyces umbrinus 0,038 0,046 0,071

Streptomyces ederensis 0,040 0,047 0,071 0,044

Streptomyces glomeroaurantiacus 0,079 0,079 0,075 0,087 0,075

Streptomyces aurantiacus 0,087 0,087 0,072 0,094 0,067 0,055

Streptomyces tauricus 0,046 0,046 0,061 0,065 0,075 0,071 0,069

Streptomyces phaeochromogenes 0,018 0,016 0,059 0,039 0,044 0,078 0,083 0,049

Streptomyces stelliscabiei 0,094 0,092 0,095 0,087 0,091 0,083 0,089 0,095 0,093

Streptomyces cinereoruber subsp. fructofermentans 0,063 0,065 0,068 0,066 0,073 0,078 0,077 0,058 0,064 0,089
Streptomyces cremeus 0,130 0,130 0,129 0,124 0,119 0,119 0,125 0,126 0,128 0,116 0,113
Streptomyces kanamyceticus 0,092 0,095 0,097 0,095 0,101 0,095 0,110 0,096 0,096 0,114 0,093 0,121
Streptomyces humidus 0,095 0,091 0,096 0,097 0,088 0,085 0,088 0,090 0,091 0,068 0,083 0,110 0,102

Streptomyces turgidiscabies 0,066 0,070 0,072 0,084 0,060 0,071 0,081 0,086 0,072 0,089 0,090 0,114 0,106 0,086
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Cizelge 4.47. Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp. YC541 izolatlar ve tip tiirlerinin atpD gen bolgeleri
niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari

18 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1. | Streptomyces sp. YC917 --- 21496 17/496 8/496 54/496 45/496 54/496 3/496 3/496 41/496
2. | Streptomyces sp. YC925 99,60 19/496 10/496 54/496 45/496 54/496 5/496 5/496 41/496
3. | Streptomyces sp. YC541 96,57 96,17 - 18/496 46/496 50/496 48/496 19/496 18/496 43/496
4. | Streptomyces umbrinus 98,39 97,98 96,37 56/496 45/496 56/496 7/496 8/496 41/496
5. | Streptomyces ederensis 89,11 89,11 90,73 88,71 - 32/496 12/496 54/496 55/496 29/496
6. | Streptomyces glomeroaurantiacus 90,93 90,93 89,92 90,93 93,55 38/496 46/496 48/496 16/496
7. | Streptomyces aurantiacus 89,11 89,11 90,32 88,71 97,58 92,34 56/496 55/496 33/496
8. | Streptomyces tauricus 99,40 98,99 96,17 98,59 89,11 90,73 88,71 3/496 42/496
9. | Streptomyces phaeochromogenes 99,40 98,99 96,37 98,39 88,91 90,32 88,91 99,40 44/496
10. | Streptomyces stelliscabiei 91,73 91,73 91,33 91,73 94,15 96,77 93,35 91,53 91,13

1. Streptomyces sp. YC917, 2. Streptomyces sp. YC925, 3. Streptomyces sp. YC541, 4. Streptomyces umbrinus, 5.Streptomyces ederensis, 6. Streptomyces
glomeroaurantiacus, 7. Streptomyces aurantiacus, 8. Streptomyces tauricus, 9. Streptomyces phaeochromogenes, 10.Streptomyces stelliscabiei
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Cizelge 4.48. Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp. YC541 izolatlar ve tip tiirlerinin gyrB gen bolgeleri

niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari

9.

10.

18 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC917 -—- 0/408 44/408 24/408 24/408 27/408 39/408 16/408 3/408 48/408
Streptomyces sp. YC925 100,00 44/408 24/408 24/408 27/408 39/408 16/408 3/408 48/408
Streptomyces sp. YC541 89,22 89,22 --- 45/408 45/408 47/408 40/408 49/408 46/408 46/408
Streptomyces umbrinus 94,12 94,12 88,97 0/408 31/408 37/408 31/408 25/408 46/408
Streptomyces ederensis 94,12 94,12 88,97 100,00 --- 31/408 37/408 31/408 25/408 46/408
Streptomyces glomeroaurantiacus 93,38 93,38 88,48 92,40 92,40 46/408 271408 28/408 52/408
Streptomyces aurantiacus 90,44 90,44 90,20 90,93 90,93 88,73 39/408 41/408 38/408
Streptomyces tauricus 96,08 96,08 87,99 92,40 92,40 93,38 90,44 17/408 51/408
Streptomyces phaeochromogenes 99,26 99,26 88,73 93,87 93,87 93,14 89,95 95,83 50/408
Streptomyces stelliscabiei 88,24 88,24 88,73 88,73 88,73 87,25 90,69 87,50 87,75

1. Streptomyces sp. YC917, 2. Streptomyces sp. YC925, 3. Streptomyces sp. YC541, 4. Streptomyces umbrinus, 5.Streptomyces ederensis, 6. Streptomyces

glomeroaurantiacus, 7. Streptomyces aurantiacus, 8. Streptomyces tauricus, 9. Streptomyces phaeochromogenes, 10.Streptomyces stelliscabiei
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Cizelge 4.49. Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp. YC541 izolatlar ve tip tiirlerinin recA gen bolgeleri

niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari

9.

10.

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC917 -—- 20/504 26/504 6/504 8/504 35/504 38/504 26/504 17/504 28/504
Streptomyces sp. YC925 96,03 30/504 20/504 22/504 36/504 40/504 25/504 9/504 23/504
Streptomyces sp. YC541 94,84 94,05 29/504 30/504 19/504 23/504 17/504 29/504 27/504
Streptomyces umbrinus 98,81 96,03 94,25 - 2/504 36/504 39/504 28/504 13/504 31/504
Streptomyces ederensis 98,41 95,63 94,05 99,60 37/504 40/504 29/504 15/504 32/504
Streptomyces glomeroaurantiacus 93,06 92,86 96,23 92,86 92,66 8/504 14/504 34/504 28/504
Streptomyces aurantiacus 92,46 92,06 95,44 92,26 92,06 98,41 18/504 38/504 33/504
Streptomyces tauricus 94,84 95,04 96,63 94,44 94,25 97,22 96,43 27/504 23/504
Streptomyces phaeochromogenes 96,63 98,21 94,25 97,42 97,02 93,25 92,46 94,64 26/504
Streptomyces stelliscabiei 94,44 95,44 94,64 93,85 93,65 94,44 93,45 95,44 94,84

1. Streptomyces sp. YC917, 2. Streptomyces sp. YC925, 3. Streptomyces sp. YC541, 4. Streptomyces umbrinus, 5.Streptomyces ederensis, 6. Streptomyces

glomeroaurantiacus, 7. Streptomyces aurantiacus, 8. Streptomyces tauricus, 9. Streptomyces phaeochromogenes, 10.Streptomyces stelliscabiei
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Cizelge 4.50. Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp. YC541 izolatlar1 ve tip tlirlerinin rpoB gen bolgeleri

niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari

9.

10.

18 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Streptomyces sp. YC917 -—- 4/540 38/540 6/540 7/540 47/540 44/540 38/540 66/540 48/540
Streptomyces sp. YC925 99,26 36/540 6/540 7/540 45/540 42/540 36/540 66/540 46/540
Streptomyces sp. YC541 92,96 93,33 --- 35/540 37/540 42/540 34/540 37/540 73/540 50/540
Streptomyces umbrinus 98,89 98,89 93,52 2/540 46/540 40/540 35/540 61/540 45/540
Streptomyces ederensis 98,70 98,70 93,15 99,63 --- 48/540 41/540 37/540 63/540 47/540
Streptomyces glomeroaurantiacus 91,30 91,67 92,22 91,48 91,11 45/540 48/540 66/540 49/540
Streptomyces aurantiacus 91,85 92,22 93,70 92,59 92,41 91,67 27/540 78/540 48/540
Streptomyces tauricus 92,96 93,33 93,15 93,52 93,15 91,11 95,00 75/540 43/540
Streptomyces phaeochromogenes 87,78 87,78 86,48 88,70 88,33 87,78 85,56 86,11 57/540
Streptomyces stelliscabiei 91,11 91,48 90,74 91,67 91,30 90,93 91,11 92,04 89,44

1. Streptomyces sp. YC917, 2. Streptomyces sp. YC925, 3. Streptomyces sp. YC541, 4. Streptomyces umbrinus, 5.Streptomyces ederensis, 6. Streptomyces

glomeroaurantiacus, 7. Streptomyces aurantiacus, 8. Streptomyces tauricus, 9. Streptomyces phaeochromogenes, 10.Streptomyces stelliscabiei
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Cizelge 4.51. Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp. YC541 izolatlar1 ve tip tiirlerinin trpB gen bolgeleri
niikleotit sayilarindaki farkliliklar ve yiizde benzerlik oranlari

18 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1. | Streptomyces sp. YC917 --- 5/571 21/571 50/571 9/571 35/571 35/571 31/571 16/571 59/571
2. | Streptomyces sp. YC925 99,12 24/571 52/571 12/571 36/571 36/571 32/571 18/571 62/571
3. | Streptomyces sp. YC541 96,32 95,80 - 54/571 22/571 33/571 35/571 41/571 27/571 64/571
4. | Streptomyces umbrinus 91,24 90,89 90,54 48/571 49/571 51/571 55/571 50/571 45/571
5. | Streptomyces ederensis 98,42 97,90 96,15 91,59 - 30/571 30/571 34/571 17/571 58/571
6. | Streptomyces glomeroaurantiacus 93,87 93,70 94,22 91,42 94,75 2/571 37/571 31/571 55/571
7. | Streptomyces aurantiacus 93,87 93,70 93,87 91,07 94,75 99,65 36/571 31/571 56/571
8. | Streptomyces tauricus 94,57 94,40 92,82 90,37 94,05 93,52 93,70 36/571 70/571
9. | Streptomyces phaeochromogenes 97,20 96,85 95,27 91,24 97,02 94,57 94,57 93,70 58/571
10. | Streptomyces stelliscabiei 89,67 89,14 88,79 92,12 89,84 90,37 90,19 87,74 89,84

1. Streptomyces sp. YC917, 2. Streptomyces sp. YC925, 3. Streptomyces sp. YC541, 4. Streptomyces umbrinus, 5.Streptomyces ederensis, 6. Streptomyces
glomeroaurantiacus, 7. Streptomyces aurantiacus, 8. Streptomyces tauricus, 9. Streptomyces phaeochromogenes, 10.Streptomyces stelliscabiei
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4.11 Organizmalarin kemotaksonomik karakterizasyonu

Calismada cins diizeyinde tespit edilen izolatlarin, ait olduklar1 cinslerin karakteristik
kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla kemotaksonomik analizler yapildi. Bu
analizler baslica seker, yag asiti profilleri, polar lipit ve menakinon analizlerinden

olusmaktadir.

4.11.1 Seker analizi

Test izolatlarinin hiicre duvar kemotiplerinden olan seker profilleri tek boyutlu ince
tabaka kromotografisinde belirlendi. Seker profilleri Aktinobakteriler i¢in 6zel olarak
belirlenen seker standartlariyla kiyaslanarak degerlendirildi. YC419 izolatinin seker
profili glikoz, mannoz ve riboz, YC504 izolatinin seker profili glikoz, mannoz ve riboz
ve YC537 izolatmin seker profili galaktoz, glikoz ve riboz olarak belirlendi. Resim
4.5°de Streptomyces sp. YC419, YC504, YC537 izolatlarma ait seker profilleri

goriilmektedir.

Resim 4.5. Streptomyces sp. YC419, YC504, YC537 izolatlarina ait seker profilleri.
Std 1: Gal; galaktoz; Ara; arabinoz; Xyl; ksiloz; Std 2: Glu; glikoz; Man,
mannoz; Rib, riboz; Rham, ramnoz
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4.11.2 Yag asitlerinin belirlenmesi

Test izolatlar1 ve en yakin akraba tip tiirlerinin yag asiti metil ester profilleri gaz
kromatografi yontemi kullanilarak belirlendi. Streptomyces izolatlarinin yag asiti

profilleri Cizelge 4.52- Cizelge 4.54’te verilmektedir.

Cizelge 4.52. Streptomyces sp.YC537 izolat1 ve Streptomyces tauricus DSM 405607,
Streptomyces beijiangensis DSM 41794, Streptomyces umbrinus DSM
40278" en yakin akraba tip tiirlerinin yag asiti profilleri

. Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Yag asitleri

sp.YC537 tauricus umbrinus beijiangensis
Doymus yag asitleri
Ci20 - 0,70 - -
Ciz0 - 0,70 - -
Cua0 = 1,50 0,80 0,90
Ciso - 2,75 11 2,80
Cieo0 8,5 11,50 12,90 8,85
Ci70 - 1,30 0,60 1,0
Ciso - 4,0 2,40
Doymamus yag asitleri
C15:030H - 4,90 3,50 3,40
Cis1A - - - -
C151B - - - -
Ci6:1€iS9 - 3,0 0,55 0,90
Ci7:1Cis9 - 1,1 0,50
Dallanmus yag asitleri
iS0 Cu3:0 1,7 - - -
iS0C14:0 17,2 2,35 3,80 1,70
is0Cis:0 16,1 6,0 7,0 5,30
iS0C16:0 19,8 12,80 16,80 9,40
iS0C17:0 17,7 3,565 4,60 6,40
i50C16:1 H - 1,0 0,5
anteiso Cis;o - - - 0,70
anteisoCis: 16,30 22,0 30,1 32,50
anteiso 20H Cis: 5,50 - - -
anteiso 20H Ciry - - - 0,50
anteisoCiz:o 4,40 13,25 12,80 17,20
Ci6:0 9-metil - 2,3 0,60 1,40
Cis:01SO 10 metil - - - 2,78
Cirocyclo - 3,40 1,80 2,0
Sum In Feature 4 2,70 - - -

Sum In Feature 6 - 0,7 - -
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Cizelge 4.53. Streptomyces sp. YC504 izolat1 ve en yakin akraba tip tiirii Streptomyces
indicus DSM 420017 ‘un yag asiti profilleri

Yag asitleri Strep\t(o(;r:sygjs - Streptomyces indicus
Doymus yag asitleri

Cia0 0,60 1,30
Cis0 1,45 1,50
Ci60 8,40 15,50
Ci70 1,1 0,70
Cis0 - 3,75
Doymamus yag asitleri

C15:030H 2,30 4,60
Ci6:1CiS9 1,20 2,35
C17:1Cis9 0,45 -
Cis:1 Cis9 0,90 -
Dallanmus yag asitleri

iS0C14:0 1,65 2,20
iS0C1s:0 11,1 5,70
iS0C16:0 9,1 12,60
iIS0C17:0 8,10 4,00
iS0C16:1 H 0,80 -
anteisoCis:o 27,0 24,80
anteisoCi7:0 15,60 17,00
anteisoCi7:1 1,40 -
C16:0 9-methyl 2,00 -
C18:01SO 10 methyl 2,00 1,40
Ci7ocyclo 1,80 0,90
Sum In Feature 6 1,90 1,60
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Cizelge 4.54. Streptomyces sp. YC419 izolat1 ve Streptomyces vastus DSM 403097en

yakin akraba tip tliriiniin yag asiti profilleri

Yag asitleri Streptomyces sp. YC419 Streptomyces vastus
Doymus yag asitleri

Ci20 - 0,30
Cus0 1,25 1,40
Ciso 1,25 2,90
Cieo 7,10 10,90
Ciro - 0,80
Doymamis yag asitleri

Cie:1Cis9 2,80 5,10
Cy7.1€is9 - 1,40
Cig1 CIS9 - 0,20
Dallanmus yag asitleri

iS0C130 0,90 0,30
iS0C14:0 21,30 2,50
iS0C1s:0 9,70 -
iS0C16:0 29,30 14,20
1SOC17:0 2,40 3,40
1S0Cy6:1 H 4,80 1,80
anteisoCis:o - 0,80
anteisoCis.o 9,90 21,70
anteisoCiz.o 2,60 11,1
anteiso20H Cisy 3,50 -
anteisoCiz. 1,50 4,60
Ci6:09-methyl 1,80 2,50
Cis:0150 10 methyl - 3,60
Cirocyclo - 0,60

Sum In Feature 6

0,50
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4.11.3 Polar lipit analizi

Streptomyces sp. YC419, Streptomyces sp. YC504, Streptomyces sp.YC537
izolatlarinin polar lipit analizleri DSMZ firmasi tarafindan gerceklestirildi. Resim 4.6-
Resim 4.8’de Streptomyces izolatlarinin polar lipid profilleri goriilmektedir.

Resim 4.6. Streptomyces sp. YC419 izolatinin polar lipid profilinin TLC goriintiisii.
DPG,; difosfatidilgliserol, PE; fosfatidiletanolamin,PI; fosfatidilinositol,
PL,; fosfolipit, PGL; fosfoglikolipit

Resim 4.7. Streptomyces sp. YC504 izolatinin polar lipid profilinin TLC goriintiisii. L;
lipit, PE; fosfatidiletanolamin, PI; fosfatidilinositol, PL; fosfolipit, PGL;
fosfoglikolipit



143

1649
- '

g PL
DPG
AT .PE.
o AT
PL
PI &
PGlL =

Resim 4.8. Streptomyces sp. YC537 izolatinin polar lipid profilinin TLC goriintiisii.
AL; aminolipit, DPG; difosfatidilgliserol, PE; fosfatidiletanolamin, PI;
fosfatidilinositol, PL; fosfolipit, PGL; fosfoglikolipit

4.11.4 Menakinonlarin belirlenmesi
Secilen bazi test izolatlarinin menakinon profilleri Almanya’nin Leibniz Institute
DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) firmasi tarafindan

belirlendi. Cizelge 4.55’de baz1 Streptomyces cinsi izolatlarin menakinon yapilari

verilmektedir.

Cizelge 4.55. Baz1 Streptomyces cinsi izolatlarin menakinon yapilari

izolatlar Menakinonlar

Streptomyces sp. YC419 |MK10(1 % ), MK9(H4)(6 % ), MK9(He)(35 % ), MK9(Hs)(45 % )

Streptomyces sp. YC504 | MK9(H4)(2 % ), MK10(H2)(2 % ), MK9(H¢)(22 % ), MK9(Hg)(58 % )

MK10(5 % ), MK9(H:)(5 % ), MK10(H2)(4 % ), MK9(Hs)(36 % ),

Streptomyces sp. YC537 MK9(Hg)(35 % )
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4.12 Fenotipik karakterizasyonlarin belirlenmesi

Caligsmada izole edilen, 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi sonuglar1 ve filogenetik
konumlarina gore yeni tiir olabilecek izolatlar ve filogenetik olarak en yakin akraba tip

tiirleri fenotipik testler uygulandi.

Cizelge 4.56’da baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin azot
kaynaklarini kullanabilme ve gelisim testlerinin sonuglar1 verilmektedir. Cizelge
4.57’de baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin karbon

kaynaklarin1 kullanabilme ve gelisim testlerinin sonuglar1 verilmektedir.

Cizelge 4.58’de bazi1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin farkli
maddeleri degrede edebilme kabiliyetlerini dlgen testlerin sonuglart verilmektedir.
Cizelge 4.59’da baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin

sicaklik tolerans ve hidroliz testlerinin sonuglar verilmektedir.

Cizelge 4.60’da baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin tuz
tolerans testlerinin sonuglar verilmektedir. Cizelge 4.61’de ise baz1 Streptomyces ve
Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tirlerinin pH tolerans testlerinin sonuglari

verilmektedir.

Calismada 87 tane fenotipik karakter testlerde kullanildi. Testlerde kullanilan petri
plaklart ve deney tiiplerinin resimleri kaydedildi (Resim 4.9).
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Resim 4.9. Bazi test organizmalarina ait fenotipik karakter 6rnekleri
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Cizelge 4.56. Baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin azot kaynaklarmi kullanabilme ve gelisim testleri; 1,

Streptomyces sp. YC419; 2, Streptomyces vastus DSM 40309T; 3, Streptomyces sp. YC537; 4, Streptomyces tauricus DSM
40560"; 5, Streptomyces beijiangensis DSM 41794T; 6,Streptomyces umbrinusDSM 40278T; 7,Streptomyces ederensis
DSM 40741T; 8, Streptomyces sp. YC917; 9, Streptomyces sp. YC541; 10, Streptomyces sp. YC925; 11, Streptomyces
phaeochromogenes DSM 40073; 12, Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827; 13, Streptomyces aurantiacus DSM
404127; 14, Streptomyces sp. YC532; 15, Streptomyces eurocidicus DSM 40604T; 16, Streptomyces amakusaensis DSM
40219"; 17, Streptomyces inusitatus DSM 41441T; 18, Streptomyces michiganensis DSM 40015T; 19, Streptomyces
lavendofoliaeDSM 402177; 20, Streptomyces xanthochromogenes DSM 401117; 21, Streptomyces sp. YC504; 22,
Streptomyces indicus DSM 42001T; 23,Streptomyces sp. YC512; 24, Streptomyces sp. YC306; 25, Streptomyces aculeolatus
DSM 41644T; 26, Streptomyces synnematoformans DSM 419027; 27, Amycolatopsis sp. YC111; 28, Amycolatopsis
orientalis DSM40040T; 29, Amycolatopsis lurida DSM 43134T; 30, Amycolatopsis regifaucium DSM 450727
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Cizelge 4.57. Baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin karbon kaynaklarini kullanabilme ve gelisim testleri; 1, Streptomyces
sp. YC419; 2, Streptomyces vastus DSM 403097; 3, Streptomyces sp. YC537; 4, Streptomyces tauricus DSM 40560; 5, Streptomyces
beijiangensis DSM 41794T; 6, Streptomyces umbrinus DSM 40278T; 7, Streptomyces ederensis DSM 407417; 8, Streptomyces sp.
YC917; 9, Streptomyces sp. YC541; 10, Streptomyces sp. YC925; 11, Streptomyces phaeochromogenes DSM 40073T; 12,
Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827:13, Streptomyces aurantiacus DSM 404127; 14, Streptomyces sp. YC532; 15,
Streptomyces eurocidicus DSM 40604™; 16, Streptomyces amakusaensis DSM 40219T; 17, Streptomyces inusitatus DSM 414417; 18,
Streptomyces michiganensis DSM 40015T; 19, Streptomyces lavendofoliae DSM 402177;20, Streptomyces xanthochromogenes DSM
401117; 21, Streptomyces sp. YC504; 22, Streptomyces indicus DSM42001"; 23, Streptomyces sp. YC512; 24, Streptomyces sp.
YC306; 25, Streptomyces aculeolatus DSM41644T; 26, Streptomyces synnematoformans DSM41902™; 27, Amycolatopsis sp. YC111;
28, Amycolatopsis orientalis DSM40040T; 29, Amycolatopsis lurida DSM43134T; 30, Amycolatopsis regifaucium DSM450727

KARBON KAYNAKLARI

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
1. Adonitol - - - + - - -+ - - - + + 4+ + o+ o+ -
2. D(-)Arabinoz + - - + + - + + + - - - - - + - - - - + + + +
3. D(-)Fruktoz + + + + + + + + + + + + + + - + + + + + + + + +
4. D(+)Cellobioz + 4+ o+ o+ - + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ - + o+ o+ o+
5. D(+)Galaktoz + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ 4 - + o+ o+ - + 0+ o+ o+ o+ - + o+ o+ o+ 4
6. D(+)Mannose + - + + + + + o+ - + o+ + o+ + o+ + o+ + + o+ + - + + - +
7. D(+)|\/|e|ibioze + + - + + + + + + + + - - - - - - - - + + + - - -
8. D(+)Rib02 + + + + + + + + - + + - - + + + + + + + + +
9. Dextran - S R - - - + o+ 4+ + o+ -
10. Dextrin + + + + + + o+ + o+ + o+ + o+ + + o+ o+ + + o+ + + + o+
11. Glikoze + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
12. Inuline + + + + + + + + + + + + + + - + + - -
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Cizelge 4.57 (Devam). Baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin karbon kaynaklarini kullanabilme ve gelisim testleri; 1,
Streptomyces sp. YC419; 2, Streptomyces vastus DSM 40309"; 3, Streptomyces sp. YC537; 4, Streptomyces tauricus DSM 40560; 5,
Streptomyces beijiangensis DSM 41794T; 6, Streptomyces umbrinus DSM 40278"; 7, Streptomyces ederensis DSM 40741T; 8,
Streptomyces sp. YC917; 9, Streptomyces sp. YC541; 10, Streptomyces sp. YC925; 11, Streptomyces phaeochromogenes DSM 40073;
12, Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827;13, Streptomyces aurantiacus DSM 40412T; 14, Streptomyces sp. YC532; 15,
Streptomyces eurocidicus DSM 406047; 16, Streptomyces amakusaensis DSM 40219"; 17, Streptomyces inusitatus DSM 41441T; 18,
Streptomyces michiganensis DSM 40015T; 19, Streptomyces lavendofoliaeDSM 402177; 20, Streptomyces xanthochromogenes DSM
401117; 21, Streptomyces sp. YC504; 22, Streptomyces indicus DSM 42001T; 23, Streptomyces sp. YC512; 24, Streptomyces sp.
YC306; 25, Streptomyces aculeolatus DSM 41644T; 26, Streptomyces synnematoformans DSM 419027;27, Amycolatopsis sp. YC111;
28, Amycolatopsis orientalis DSM40040™; 29, Amycolatopsis lurida DSM 43134T; 30, Amycolatopsis regifaucium DSM 450727
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Cizelge 4.58. Baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin farkli maddeleri degrede edebilme kabiliyetlerini 6lgen testler; 1,
Streptomyces sp. YC419; 2, Streptomyces vastus DSM 403097; 3, Streptomyces sp. YC537; 4, Streptomyces tauricus DSM 40560"; 5,
Streptomyces beijiangensis DSM 41794T; 6, Streptomyces umbrinus DSM 40278T; 7, Streptomyces ederensis DSM 40741T; 8,
Streptomyces sp. YC917; 9, Streptomyces sp. YC541; 10, Streptomyces sp. YC925; 11, Streptomyces phaeochromogenes DSM
40073T; 12, Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827; 13,Streptomyces aurantiacus DSM 404127; 14, Streptomyces sp. YC532;
15, Streptomyces eurocidicus DSM 40604 "; 16, Streptomyces amakusaensis DSM 402197; 17, Streptomyces inusitatus DSM 41441T;
18, Streptomyces michiganensis DSM 400157; 19,Streptomyces lavendofoliae DSM 40217T; 20,Streptomyces xanthochromogenes
DSM 40111T; 21, Streptomyces sp. YC504; 22, Streptomyces indicus DSM 42001T; 23, Streptomyces sp. YC512; 24, Streptomyces
sp. YC306; 25, Streptomyces aculeolatus DSM 41644T; 26, Streptomyces synnematoformans DSM 41902"; 27, Amycolatopsis sp.
YC111; 28, Amycolatopsis orientalis DSM40040T; 29, Amycolatopsis lurida DSM 43134T; 30, Amycolatopsis regifaucium DSM
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Cizelge 4.59. Baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tlirlerinin sicaklik tolerans ve hidroliz testleri; 1, Streptomyces sp. YC419; 2,

Streptomyces vastus DSM 403097; 3, Streptomyces sp. YC537; 4, Streptomyces tauricus DSM 40560"; 5, Streptomyces
beijiangensisDSM 41794T; 6, Streptomyces umbrinusDSM 40278T; 7, Streptomyces ederensis DSM 407417; 8, Streptomyces sp.
YC917; 9, Streptomyces sp. YC541; 10, Streptomyces sp. YC925; 11, Streptomyces phaeochromogenes DSM 400737; 12, Streptomyces
glomeroaurantiacus DSM 417827;13, Streptomyces aurantiacus DSM 40412T; 14, Streptomyces sp. YC532; 15, Streptomyces
eurocidicus DSM 40604T; 16, Streptomyces amakusaensis DSM 40219"; 17, Streptomycesinusitatus DSM 414417; 18, Streptomyces
michiganensis DSM 40015"; 19, Streptomyces lavendofoliaeDSM 402177;20, Streptomyces xanthochromogenes DSM 401117; 21,
Streptomyces sp. YC504; 22, Streptomyces indicus DSM 420017; 23, Streptomyces sp. YC512; 24, Streptomyces sp. YC306; 25,
Streptomyces aculeolatus DSM 41644T; 26, Streptomyces synnematoformans DSM 419027;27, Amycolatopsis sp. YC111; 28,
Amycolatopsis orientalis DSM400407;29, Amycolatopsis lurida DSM 43134"; 30, Amycolatopsis regifaucium DSM 450727

Sicaklik Tolerans Testleri

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
1. 4°C - -+ - - + o+ - - - - - - - - - - - - - - - -
2. 10°C + + - + + + + + + + + + + + - + + + +
3. 20°C + o+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
4, 28°C + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
5. 37°C + + + + + + - + + + + + - + + + + - + + + + + +
6. 45°C - - -+ - - - - + - - - - -
7. 50°C - -
8. 55°C - - e e e

Biyokimyasal testler

1. Allantoin T T T L T T
2. Arbutin + 4+ + + 4+ + + + + 4+ o+ - -+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ -+ o+ -+ o+
3. Ure + 4+ + + 4+ + + + + 4+ + + 4+ + + 4+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ -+ -+ o+ O+ o+
4. Nitrat + + + + + - 4+ 4+ 4+ 4+ + - - -+ -+ o+ o+ o+ o+ -+ 4+ 4+ o+ -+ 4+ -
5. H2S e T T e S e T s s S R
6. Milk Zon + - o+ -+ o+ - - - - -+ - + - 4+ o+ o+ - - -+ o+ o+ - - - -
7. Milk Pigment | - - -+ - -+ - -+ o+ I T
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Cizelge 4.60. Baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin tuz tolerans testleri; 1, Streptomyces sp. YC419; 2, Streptomyces
vastusDSM 40309T; 3, Streptomyces sp. YC537; 4, Streptomyces tauricus DSM 405607; 5, Streptomyces beijiangensis DSM 41794T;
6, Streptomyces umbrinus DSM 40278T; 7, Streptomyces ederensis DSM 407417; 8, Streptomyces sp. YC917; 9, Streptomyces sp.
YC541; 10, Streptomyces sp. YC925; 11, Streptomyces phaeochromogenes DSM 40073T; 12, Streptomyces glomeroaurantiacus DSM
417827;13, Streptomyces aurantiacus DSM 404127; 14, Streptomyces sp. YC532; 15, Streptomyces eurocidicus DSM 40604 T; 16,
Streptomyces amakusaensis DSM 402197; 17, Streptomyces inusitatus DSM 41441T; 18, Streptomycesmichiganensis DSM 40015T;
19, Streptomyces lavendofoliaeDSM 402177;20, Streptomyces xanthochromogenes DSM 40111T; 21, Streptomyces sp. YC504; 22,
Streptomyces indicus DSM 42001T; 23, Streptomyces sp. YC512; 24, Streptomyces sp. YC306; 25, Streptomyces aculeolatus DSM
416447; 26, Streptomyces synnematoformans DSM 419027;27, Amycolatopsis sp. YC111; 28,Amycolatopsis orientalis DSM40040T;29,
Amycolatopsis lurida DSM 43134T; 30, Amycolatopsis regifaucium DSM 450727
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Cizelge 4.61. Baz1 Streptomyces ve Amycolatopsis cinsi izolat ve tip tiirlerinin pH tolerans testleri; 1, Streptomyces sp. YC419; 2, Streptomyces vastus

DSM 40309"; 3, Streptomyces sp. YC537; 4, Streptomyces tauricus DSM 40560T; 5, Streptomyces beijiangensis DSM 41794T; 6,
Streptomyces umbrinus DSM 40278T; 7, Streptomyces ederensis DSM 40741T; 8, Streptomyces sp. YC917; 9, Streptomyces sp. YC541;
10, Streptomyces sp. YC925; 11, Streptomyces phaeochromogenes DSM 400737; 12, Streptomyces glomeroaurantiacus DSM
417827;13, Streptomyces aurantiacus DSM 40412T; 14, Streptomyces sp. YC532; 15, Streptomyces eurocidicus DSM 40604 T; 16,
Streptomyces amakusaensis DSM 40219"; 17,Streptomyces inusitatus DSM 41441T; 18, Streptomyces michiganensis DSM 40015™; 19,
Streptomyces lavendofoliae DSM 40217T; 20, Streptomyces xanthochromogenes DSM 401117; 21, Streptomyces sp. YC504; 22,
Streptomyces indicus DSM 42001T; 23, Streptomyces sp. YC512; 24, Streptomyces sp. YC306; 25, Streptomyces aculeolatus DSM
416447, 26, Streptomyces synnematoformans DSM 419027;27, Amycolatopsis sp. YC111; 28, Amycolatopsis orientalis DSM400407;
29, Amycolatopsis lurida DSM 431347; 30, Amycolatopsis regifaucium DSM 450727

© o N OA DN e
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pH Tolerans Testleri
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+ + - - .- . + -+ - - - - - -
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4.13 Antimikrobiyal aktivitelerin belirlenmesi

Test organizmalarindan 16S rRNA gen bolgesi analizi verilerine gore ve filogenetik
konumuna gore yeni tiir olabilecek izolatlarin patojen organizmalar1 inhibe edebilme
kabiliyetleri test edildi. Patojenler; maya ve fungus, gram potitif ve gram negatif
organizmalardan olugmaktadir. Test organizmlarinin patojen organizmalara karsi
gostermis oldugu antimikrobiyal aktivitenin zon ¢aplari dlgiilerek kaydedildi. Cizelge
4.62°de baz1 test organizmalarmin patojen organizmalara karsi gostermis oldugu

antimikrobiyal aktivetenin zon ¢aplar1 verilmektedir.



Cizelge 4.62. Bazi test organizmalarinin patojen organizmalara kars1 gostermis oldugu antimikrobial aktivetenin zon ¢aplari

154

Patojen organizmalar

Aspergillus parasiticus NRLL-465"
Candida utilis NRLL Y-900"

Escherichia coli ATCC 259227
Citrobacter freundii NRLL B-2643T
Enterobakter aerogenes NRLL B-3567"
Pseudomomas aeruginosa NRLL B-2679"
Bacillus subtilis NRLL B-209"
Staphylococcus aureus ATCC 292137
Staphylococcus aureus NRLL B-7677
Micrococcus luteus NRLL B-1018"

Test organizmalar

YC537

8,40 mm
10,50 mm

12,00 mm
10,20 mm

YC419

10,40 mm
9,30 mm
8,70 mm

10,24 mm
10,30 mm

10,12 mm

YC504

11,70 mm
10,70 mm

8,60 mm

YC306

YC512

7,46 mm

7,00 mm

8,26 mm

7,50 mm

YC541

10,24 mm
11,50 mm
14,70 mm

YC917  YC925

- 11,60 mm

YC532

10,85 mm

10,43 mm
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4.14 Organizmalarin morfolojik ve Kiiltiirel yapilarinin belirlenmesi

4.14.1 Test izolatlarmin degisik besiyerlerindeki biiyiime ve gelismelerinin

belirlenmesi

Izolasyon sonucunda farkli segici besiyerlerinden izole edilen izolatlarin 10 farkli
besiyerindeki biiyiime ve gelisimleri arastirildi. Caligmada yeni tiir olabilecek izolatlar
ve en yakin akraba tip tiirleri test edildi. Test organizmalarinin 10 farkli besiyerinde
gelisimleri, spor renkleri, substrat renkleri, varsa ¢Oziinlir pigment renkleri gibi
ozellikler degerlendirildi. Ayrica test izolatlarinin gelisim morfolojileri de

resimlenerek kaydedildi.

Amycolatopsis izolatlari ve tip tiirlerine ait 10 farkli besiyeri goriintiisii Resim 4.10°de

goriilmektedir.

Resim 4.11-Resim 4.17’de Streptomyces izolatlar1 ve tip tiirlerine ait 10 farkli besiyeri

goriintlisli goriilmektedir.

Test edilen bazi izolatlar ve en yakin akraba tip tiirlerinin farkli besiyeri ortaminda ki
morfolojik ve kiiltiirel farkliliklar1 Cizelge 4.63’de verilmektedir. Cizelge 4.64 ve
Cizelge 4.69’da bazi test izolatlari ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik

ve kultirel 6zellikleri verilmektedir.
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Cizelge 4.63. Test edilen bazi izolatlar ve en yakin akraba tip tiirlerinin farkli besiyeri ortaminda morfolojik ve kiiltiirel farkliliklar

Suslar Biiyiime ve Kiiltiirel Yeast Malt Oatmeal Inorganic Salt Glycerol Pepton iron
Ozellikleri Extract Agar Agar (Isp3) Starch Asparagine Agar Agar (Isp6)
(Isp2) Agar (Isp4) (Isp5)

Geligimi +++ +++ +++ +++ +++

Strent Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok

Y cr:e3pogmyces SP- Substrat Miselyum Rengi Parlak Turuncu Orta Kahverengi Koyu Turuncu Agik Kahverengi Kirmizi-Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Turuncu Yok Sari-Kahverengi
Gelisimi +++ +++ +++ +

Streptomyces s Spor Reng Yok Gelismedi Yok Yok ok

YC5p12 Y P Substrat Miselyum Rengi Kirmizi-Kahverengi $ Orta Kahverengi Acgik Kahverengi Kirmizi-Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Kahverengi-Turuncu Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++

St aculeolatus Spor Rengi Yok Yok Beyaz Yok Yok

: Substrat Miselyum Rengi Kirmizi-Kahverengi Agik Kahverengi Kirmizi- Turuncu Acgik Kahverengi Koyu Kahverengi

DSM 416447 15EY {
Coziiniir Pigment Rengi Kahverengi-Turuncu Yok Yok Yok Yok
Gelisimi 4(-3++ -g-+ Y+ )
Spor Rengi . . . . ri ri 0

gt.sarznl%ng?oformans Substrat Miselyum Rengi Geligmedi Geligmedi Koyu Kahverengi Koyu Kahverengi Kirmizi-Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Kahverengi Koyu Turuncu Yok




157

Cizelge 4.63 (Devam). Test edilen bazi izolatlar ve en yakin akraba tip tiirlerinin farkli besiyeri ortaminda morfolojik ve kiiltiirel

farkliliklar
Biiyiime ve Kiiltiirel Tyrosine Agar Modified Bennett’s R .
Suslar Ozellikleri (1SP7) Agar TSA Czapek’s Agar Nutrient Agar
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces sp. YC306 Spor Rengi Gri Yok Yok Yok Yok
: Substrat Miselyum Rengi Koyu kahverengi Kahverengi-Turuncu Koyu turuncu Sari- kahverengi Kirmizi- turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ ++ +++ ++ +
Streptomyces sp. YC512 Spor Rengi_ _ Yok _ Yok _ Yok Yok _ Yok )
' Substrat Miselyum Rengi Kirmizi-kahverengi Koyu kahverengi Turuncu Sari-Kahverengi Sari-Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Kirmizi-Kahverengi Kirmizi-Kahverengi Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
St. aculeolatus Spor Rengi Beyaz Yok Yok Beyaz Yok
DSM41644T Substrat Miselyum Rengi Kirmuzi-kahverengi Kahverengi Turuncu Agik Turuncu Koyu kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ ++ +++
St. synnematoformans Spor Rengi Gri Gelismedi Yok Yesil-mavi Gelismedi
DSM419027 Substrat Miselyum Rengi Kirmizi-kahverengi $ Kirmizi- turuncu Agik mavi 1ymedi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok




Cizelge 4.64. Bazi test izolatlar ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri

158

Biiyiime ve Kiiltiirel Yeast Malt Oatmeal Inorganic Salt Glycerol Asparagine Pepton iron
Suslar Ozellikleri Extract Agar (I1sp2) Agar (Isp3) Starch Agar (Isp5) Agar (Isp6)
Agar (Isp4)
Gelisimi +++ +++ ++ +++ ++
Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Streptomyces sp. YC541  Substrat Miselyum Rengi Agik Kahverengi Kahverengi-Turuncu Acik Turuncu Turuncu-Sar1 Turuncu-Sari
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Spor Rengi Beyaz Beyaz Beyaz Yok Yok
Streptomyces sp. YC917  Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Koyu Kahverengi Siyahims1 Kirmizi Koyu Kahverengi Acik Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Spor Rengi Beyaz Beyaz Beyaz Yok Yok
Streptomyces sp. YC925  Substrat Miselyum Rengi Siyahimsi Kirmizi Siyahims1 Kirmizi Koyu Kahverengi Koyu Kahverengi Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Acik Kahverengi
Geligimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces umbrinus Spor Rengi_ ) Gri _ _ Gri-Beyaz Gri _ Beyaz Yok
DSM 402787 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Siyahims1 Kirmizi Koyu Kahverengi Acik Kahverengi Agik Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces ederensis Spor Rengi_ ) Gri- Beyaz Gri- Beya_z 'Beyaz Yok _ Yok
DSM 407417 Substrat Miselyum Rengi Siyahimsi Kirmizi Koyu Gri Gri-Kirmizi Koyu Kahverengi Siyahimsi Kirmizi
Coziiniir Pigment Rengi Koyu Turuncu Kirmizi-Kahverengi Yok Yok Koyu Kahverengi




Cizelge 4.64 (Devam). Bazi test izolatlari ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri
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Biiyiime ve Kiiltiirel

Modified Bennett’s

Suslar Ozellikleri Tyrosine Agar (ISP7) Agar TSA Czapek’s Agar Nutrient Agar
Gelisimi + +++ +++ +++ ++
Streptomyces sp. YC541 Spor Rengi_ ) Yok Yok Yok Yo_k Yok
’ Substrat Miselyum Rengi Turuncu Agik Turuncu Sari Parlak Turuncu Kahverengi Turuncu Agik Turuncu Sar1
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Geligimi +++ +++ ++ +++ +++
Spor Rengi Beyaz Yok Yok Beyaz Yok
Streptomyces sp. YC917 Substrat Miselyum Rengi Siyahimsi Kirmizi Kahverengi Koyu Turuncu Kahveren- Gri Kirmizims: Siyah
Coziinlir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Sari- Kahverengi
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces sp. YC925 Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
’ Substrat Miselyum Rengi Siyah Agik Kahverengi Koyu Turuncu Kirmizi-Kahverengi Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Siyahimsi Kirmizi Yok Yok Kirmizi-Turuncu Yok
Geligimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces umbrinus Spor Rengi Beyaz —Gri Yok Yok Gri Yok
DSM 402787 Substrat Miselyum Rengi Kahverengi Agik Turuncu Koyu Turuncu Acik Kahverengi Agik Turuncu Sar1
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces ederensis Spor Rengi Gri Yok Yok Krem Yok
DSM 407417 Substrat Miselyum Rengi Siyahims1 Kirmizi Kahverengi Turuncu Kahverengi Turuncu Kirmuizi-Turuncu Kahverengi Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok




Cizelge 4.64 (Devam). Bazi test izolatlar1 ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri
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Biiyiime ve Kiiltiirel Yeast Malt Oatmeal Inorganic Salt Starch ~ Glycerol Asparagine Pepton iron
Suslar Ozellikleri Extract Agar (Isp2) Agar (Isp3) Agar (Isp4) Agar (Isp5) Agar (Isp6)
Gelisimi ++ ++ +++ +++ +++
Streptomyces tauricus Spor Rengi Yok Agik Pembe Koyu Kahverengi Yok Yok
DSM 405607 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Sari-Turuncu Koyu Pembe Agik Kirmzi Koyu Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Acik Kahverengi Yok Yok Yok Koyu Kahverengi
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces aurantiacus Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
DSM 404127 Substrat Miselyum Rengi Kahverengi-Turuncu Kirmuizi-Kahverengi Kirmizi-Turuncu Agik Turuncu Agik Sari Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Kahverengi-Turuncu Yok Yok Yok
Gelisimi +++ ++ +++ +++
Streptomyces glomeroaurantiacus Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Gelismedi
DSM 417827 Substrat Miselyum Rengi Kahverengi Turuncu Agik Kahverengi Agik Kahverengi Agik Turuncu clismedi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces phaeochromogenes Spor Rengi Yok Beyaz-Gri Beyaz Yok Yok
DSM 40073 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Kirmuizi-Kahverengi Kirmuizi-Kahverengi Koyu Kahverengi Koyu Kahverengi
Coziintir Pigment Rengi Koyu Turuncu Yok Yok Yok Agik Turuncu




Cizelge 4.64 (Devam). Bazi test izolatlari ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri
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Suslar Buyu(ljnz eel‘ifklli l::turel Tyrosine Agar (ISP7) Modlﬁe}:&lg];?nnett s TSA Czapek’s Agar Nutrient Agar
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces tauricus Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
DSM 405607 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Agik Turuncu Sari Koyu Kahverengi Koyu Pembe Sar1 Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Agik Kahverengi Yok Acik Turuncu Sari
Gelisimi +++ +++ +++ +++
Streptomyces aurantiacus Spor Rengi Yok Yok Yok Gelismedi Yok
DSM 404127 Substrat Miselyum Rengi Kahverengi Agik Turuncu Turuncu Sar1 Agik Turuncu Sar1
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ ++ + + +
Slt:)en?;?(r;\ncfasn tiacus Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
T Substrat Miselyum Rengi Kahverengi Agik Turuncu Turuncu Sari Agik Turuncu Agik Turuncu Sar1
DSM 41782 Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Sgaes;gm}éc;%genes Spor Rengi_ _ ' Gri Yolk Yok ) Yok Yok
DSM 400737 Substrat Miselyum Rengi Siyahimsi Kirmizi Kahverengi Turuncu Koyu Kahverengi Kirmizimsi Turuncu Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok




Cizelge 4.65. Amycolatopsis test izolatlar ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri
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Suslar Biiyiime ve Kii!tiirel Yeast Malt Oatmeal Ino'gtzr;gchsalt Aspa(f’!i)g;igo,lbxgar Pepton iron
Ozellikleri Extract Agar (Isp2) Agar (Isp3) Agar (Ispd) (Isp5) Agar (Isp6)
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
. Spor Rengi Yok Gri Beyaz Beyaz Yok Yok
Amycolatopsis sp.YC111 Substrat Miselyum Rengi Turuncu Koyu Mor Kahverengi Turuncu Agik Turuncu Parlak Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Koyu Mor Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Amycolatopsis orientalis Spor Rengi Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Gri Beyaz
DSM 40040 Substrat Miselyum Rengi Turuncu Koyu Kahverengi Koyu Turuncu Parlak Turuncu Parlak Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Amycolatopsis lurida Spor Rengi Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Yok
DSM 43134 Substrat Miselyum Rengi Agik Kahverengi Koyu Kahverengi Sari-Turuncu Agik Turuncu Parlak Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Amycolatopsis Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
regifaucium Substrat Miselyum Rengi Turuncu Koyu Kahverengi Koyu Turuncu Parlak Turuncu Parlak Turuncu
DMS 45072 Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok




Cizelge 4.65 (Devam). Amycolatopsis test izolatlar1 ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri
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Biiyiime ve Kiiltiirel Tyrosine Agar Modified , .
Suslar Ozellikleri (1SP7) Bennett’s Agar TSA Czapek’s Agar Nutrient Agar
Geligimi +++ +++ +++ +++ +++
. Spor Rengi Beyaz Yok Beyaz Yok Yok
Amycolatopsis sp.YC111 Substrat Miselyum Rengi Parlak Mor Agik Turuncu Sari Koyu Turuncu Sar1 Kirmizi-Turuncu Turuncu Sar1
Coziiniir Pigment Rengi Koyu Mor Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Amycolatopsis orientalis Spor Rengi Beyaz Beyaz Krem Krem Beyaz Beyaz
DSM 40040 Substrat Miselyum Rengi Koyu Turuncu Turuncu Sart Koyu Turuncu Sart Sar1-Pembe Turuncu- Sari
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Amycolatopsis lurida Spor Rengi Beyaz Yok Yok Yok Yok
DSM 43134 Substrat Miselyum Rengi  Kahverengi Turuncu  Agik Turuncu Sar1 Turuncu Sari Sar1 Pembe Turuncu Sar1
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Amycolatopsis regifaucium Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
DMS 45072 Substrat Miselyum Rengi ~ Kahverengi Turuncu  Agik Turuncu Sart Turuncu Sar1 Sar1 Pembe Turuncu Sart
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok




Cizelge 4.66. Bazi test izolatlar1 ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri
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. L Yeast Malt Inorganic Salt Glycerol .
Suslar Bilyime ve Ku!turel Extract Agar AOatrr:eaI3 Starch Asparagine Agar PAeptonllr%n
Ozellikleri (Isp2) gar (Isp3) Agar (Ispd) (Isp5) gar (Isp6)
Gelisimi +++ +++ ++ +++ +++
Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Streptomyces sp.YC537  Substrat Miselyum KahverengiTuruncu  Gri Kahverengi Acik Turuncu Sart Turuncu Sar1 Turuncu Sar1
Rgngl .o . Yok Yok Yok Yok Yok
Coziiniir Pigment Rengi
Gelisimi ++ ++ +++ +++ +++
. Spor Rengi Yok Acik Pembe Koyu Kahverengi Yok Yok
Streptomycef tauricus Substrat Miselyum . Koyu
DSM 40560 Rengi Koyu Kahverengi Turuncu Koyu Pembe Kirmizi Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Acik Kahverengi Yok Yok Yok Kahverengi
Gelisimi + + ++ +
Streptomyces Spor Rengi Yok Yok Yok Yok
t[))esuhlj rl%%gﬂi ?zlégztirat Miselyum Agik Turuncu Sar1 Gelismedi Agik Turuncu Sar1  Agik Turuncu Sar1 Turlﬁﬁ:llll{Sarl
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces umbrinus Spor Rengi_ Beyaz Gri Beyaz Gri Gri Beyaz Yok
DSM 402787 Substrat Miselyum Kahverengi Kirmiz1 Kirmiz1 Turuncu Sar1 Turuncu Sar1
Rengi Kahverengi Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok




Cizelge 4.66 (Devam). Bazi test izolatlari ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri
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Suslar Biiyiime ve Kiiltiirel Tyrosine Agar Modified . .
§ Ozellikleri (ISP7) Bennett’s Agar TSA Czapek’s Agar Nutrient Agar

Ge]isimi +++ +++ +++ + +++
Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok

Streptomyces sp.YC537 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Turuncu Sari Turuncu Sari Sarims1 Beyaz Agik Turuncu Sari
Coziiniir Pigment Rengi Kahverengi Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++

Streptomyces tauricus Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok

DSM 405607 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Agik Turuncu Sari Koyu Kahverengi Koyu Pembe Sar1 Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Acik Sari
Geligimi + + ++ + +

Streptomyces beijiangensis  Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok

DSM 417947 Substrat Miselyum Rengi Acik Turuncu Sar1 Acik Turuncu Sar1 Agik Turuncu Sari Acik Turuncu Sart Acik Turuncu Sart
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Ge]isimi +++ +++ +++ +++ +++

Streptomyces umbrinus Spor Rengi Beyaz Gri Yok Yok Yok Yok

DSM 402787 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Turuncu Sart Turuncu Sar1 Gri Kirmizi Agik Turuncu Sari
Coziniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok




Cizelge 4.67. Bazi test izolatlar ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri
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Suslar Biiyiime ve Kiiltiirel Yeast Malt Oatmeal Inorganic Salt Starch  Glycerol Asparagine Pepton Iron
Ozellikleri Extract Agar (Isp2) Agar (Isp3) Agar (Isp4) Agar (Isp5) Agar (Isp6)
Geligimi - 4+ - o+ -
Streptomvees sp.YC532 Spor Rengi ) Gri Beyaz Gri Beyaz Gri Krem Yok
PIOMYCES Sp- Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Kahverengi Gri Kahverengi Turuncu Sari Koyu Turuncu
(C6ziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Geligimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces eurocidicus Spor Rengi ) Yok Gri Beyaz Beyaz Yok Yok
DSM 40604" Slf,bﬁtr?t Milselyum Rengi Koyu Kahverengi Kirmiz1 Kahverengi Gri Kirmiz1 KahverengiTuruncu Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces michiganensis Spor Rengi ) Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Yok
DSM 400157 Substrat Miselyum Rengi Kahverengi Koyu Kahverengi Turuncu Agik Turuncu Agik Kahverengi
(6ziiniir Pigment Reng Yok Yok Yok Yok Yok
Geligimi +++ +++ +++
Streptomyces inusitatus Spor Rengi . Beyaz . . Gri Beyaz . . Yok
DSM 414417 Substrat M.lselyum Rengi Turuncu Geligmedi Acik Kahverengi Geligmedi Koyu Turuncu
Coziinlir Pigment Rengi Yok Yok Yok
Gelisimi o+ o+ +++ +++ +++
Streptomyces lavendofoliae Spor Rengi Beyaz Koyu Pembe Pembe Beyaz Yok
DSM 402177 Substrat Miselyum Rengi KahverengiTuruncu Koyu Kahverengi Sar1 Pembe Acik Turuncu KahverengiTuruncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi ++ + +++ + +++
Streptomyces amakusaensis Spor Rengi Yok Yok Gri Beyaz Yok Yok
DSM 402197 Substrat Miselyum Rengi Turuncu Krem Agik Kahverengi Krem KahverengiTuruncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi o+ o+ +++ +++ +++
Streptomyces xanthochromogenes Spor Rengi Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Yok
DSM 401117 Substrat Miselyum Rengi Kirmiz1 Kahverengi Koyu Kahverengi Kahverengi Turuncu  Kahverengi Turuncu  Koyu Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Gri Kirmizi




Cizelge 4.67 (Devam). Bazi test izolatlar1 ve tip tiirlerinin 10 farkli besi yerindeki morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri
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Biiyiime ve Kiiltiirel . Modified Bennett’s .
Suslar y Ozellikleri Tyrosine Agar (ISP7) Agar TSA Czapek’s Agar Nutrient Agar

Gelisimi +++ +++ ++ +++ +++
Spor Rengi Beyaz Beyaz Yok Beyaz Beyaz

Streptomyces sp. VS8 Substrat Miselyum Rengi Koyu Turuncu Turuncu Sart Koyu Turuncu Turuncu Agik Turuncu Sari
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++

Streptomyces eurocidicus Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok

DSM 406047 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Turuncu Sar1 Kahverengi Sar1 Kahverengi Sar1 Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++

Streptomyces michiganensis Spor Rengi Beyaz Yok Yok Yok Yok

DSM 400157 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Sar1 Kahverengi Sar1 Kahverengi Turuncu Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ + +++ + +

Streptomyces inusitatus Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok

DSM 414417 Substrat Miselyum Rengi Agik Kahverengi Krem Turuncu Krem Krem
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ ++ +++

Streptomyces lavendofoliae Spor Rengi Gri Yok Yok Yok Yok

DSM 402177 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Turuncu Koyu Turuncu Sari Turuncu Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi ++ ++ +++ + +

Streptomyces amakusaensis Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok

DSM 402197 Substrat Miselyum Rengi Kahverengi Turuncu Turuncu Turuncu Krem Krem
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++

Streptomyces xanthochromogenes  Spor Rengi Beyaz Beyaz Yok Beyaz Gri Beyaz

DSM 401117 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Sar1 Kahverengi Koyu Turuncu Turuncu Sari Koyu Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Kahverengi Turuncu
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Biiyiime ve Kiiltiirel Yeast Malt Oatmeal Inorganic Salt Glycerol Pepton iron
Suslar Ozellikleri Extract Agar Agar (Isp3) Starch Asparagine Agar Agar (Isp6)
(Isp2) Agar (Isp4) (Isp5)
Gelisimi +++ + +++ +++ +++
Streptomyces sp.YC419 Spor Rengi_ ) Yok Yok Yok Yok Yok
' Substrat Miselyum Rengi Turuncu Acik Kahverengi Acik Kahverengi Acik Kahverengi Acik Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces vastus Spor Rengi Mavimsi Beyaz Mavimsi Beyaz Mavimsi Beyaz Yok Yok
DSM 403097 Substrat Miselyum Rengi Koyu Gri Kahverengi Mor Mavi Turuncu Sar1 Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Suslar Buyuomz Zl‘ifklfe l:;turel Tyr(zISISnPe7')A\gar Modlﬁez\ig]:re_nnett s TSA Czapek’s Agar Nutrient Agar
Gelisimi ++ +++ ++ +++ +++
Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Streptomyces sp.YC419 Substrat Miselyum Rengi Kahverengi Kahverengi Kahverengi Agik Kahverengi Agik Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Geligimi +++ +++ +++ ++ +++
Streptomyces vastus Spor Rengi Yok Mavimsi Beyaz Yok Mavimsi Beyaz Yok
DSM 403097 Substrat Miselyum Rengi Koyu Kahverengi Grimsi Mavi Turuncu Mavimsi Beyaz Acik Kahverengi
Coziiniir Pigment Rengi Kirmizimst Turuncu Yok Yok Yok Yok
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Biiyiime ve Kiiltiirel Yeast Malt Oatmeal Inorganic Salt Glycerol Pepton Iron
Suslar Ozellikleri Extract Agar Agar (Isp3) Starch Asparagine Agar Agar (Isp6)
(Isp2) Agar (Isp4) (Isp5)
Geligimi +++ +++ +++ +++ +++
Spor Rengi Gri Beyaz Gri Beyaz Krem Yok
Streptomyces sp.YC504 Sﬁbstrat I\%Iiselyum Rengi Koyu Kahverengi Turalncu Kirmizi Kagverengi Sar1 Turuncu KahverengiTuruncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces indicus Spor Rengi Sarims1 Beyaz Beyaz Sarimsi Beyaz Yok Yok
DSM 420017 Substrat Miselyum Rengi Koyu Turuncu Koyu Turuncu Parlak Turuncu Turuncu Sar1 Turuncu
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Suslar Buyu(rjnz eel‘i:klfe ::turel Tyr(zflsn;7;)6\gar Modlﬁ‘;(\lg]:?nnett s TSA Czapek’s Agar Nutrient Agar
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
Spor Rengi Gri Beyaz Yok Yok Gri Beyaz
Streptomyces sp. YC504 Sﬁbstrat I\%Iiselyum Rengi Koyu Kah\)//erengi Agik Turuncu Sari Turuncu Sar1 Turuncu Turunzu Sar1
Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisimi +++ +++ +++ +++ +++
- Spor Rengi Pembemsi Beyaz Krem Yok Beyaz Krem
Streptomyce$ indicus Substrat Miselyum Rengi Kirmizi Kahverengi ~ Acik Turuncu Sari Turuncu Sar1 Turuncu Turuncu Sar1
DSM 42001 Coziiniir Pigment Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
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Resim 4.10. Amycolatopsis sp. YC111 izolati ve Amycolatopsis lurida DSM 43134, Amycolatopsis orientalis DSM 400407,
Amycolatopsis regifaucium GYO080" tip tiirlerine ait 10 farkli besiyeri goriintiisii
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Resim 4.11. Streptomyces sp. YC306, Streptomyces sp. YC512 izolatlar1 ve Streptomyces aculeolatus DSM 41644T, Streptomyces
synnematoformans DSM 41902 tip tiirlerine ait 10 farkli besiyeri goriintiileri
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Resim 4.12. Streptomyces sp. YC419 izolat1 ve Streptomyces vastus DSM 40309 tip tiiriine ait 10 farkl1 besiyeri goriintiileri
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Resim 4.13. Streptomyces sp. YC504 izolat1 ve Streptomyces indicus DSM 420017 tip tiiriine ait 10 farkli besiyeri goriintiileri
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Resim 4.14. Streptomyces sp. YC532 izolat: ile Streptomyces eurocidicus DSM 40604T, Streptomyces michiganensis DSM 40015,
Streptomyces lavendofoliae DSM 402177 tip tiirlerine ait 10 farkli besiyeri goriintiisii
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Resim 4.15. Streptomyces sp. YC537 izolat1 ile Streptomyce tauricus DSM 40560', Streptomyces beijiangensis DSM 417947,
Streptomyces umbrinus DSM 40278 tip tiirlerine ait 10 farkli besiyeri goriintiisii
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Resim 4.16. Streptomyces sp.YC541, Streptomyces sp.YC917, Streptomyces sp.Y C925 izolatlar1 ve Streptomyces umbrinus DSM 402787
tip tiirtine ait 10 farkli besi yeri goriintiileri
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Resim 4.17. Streptomyces ederensis DSM 407417, Streptomyces phaeochromogenes DSM 400737, Streptomyces glomeroaurantiacus
DSM 417827, Streptomyces aurantiacus DSM 40412, tip tiirlerine ait 10 farkl1 besiyeri goriintiileri
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4.15 Tlzolatlarn spor morfolojisi

Caligmada yeni tiir olma ihtimali olan izolatlarin taramali elektron mikroskobu (SEM)

ile aerial miselyum morfolojileri goriintiilenerek tespit edildi.

Trmp B GUFEF §

o \

Resim 4.18. Streptomyces sp. YC419 izolatinin spor goriintiisii
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Resim 4.19. Streptomyces sp. YC504 izolatinin spor goriintiisii

Resim 4.20. Streptomyces sp. YC537 izolatinin spor goriintiisii
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5 SONUC VE ONERILER
5.1 Tartisma

Yeni¢aga GoOli sedimentinden izolasyon c¢alismasi sonucunda 92 tane izolat
saflastirildi ve % 25’lik gliserol ¢6zeltisine alinarak -20 °C’de stoklandi. Secgilen 92
izolatin 6 tanesi SM2 agardan, 25 tanesi Nisasta-kazein agardan, 12 tanesi SM3
medium agardan, 9 tanesi Marine agardan, 4 tanesi Humik asit vitamin agardan, 17

tanesi M1 agardan, 11 tanesi Nocardia agardan, 8 tanesi ise R2A agardan izole edildi.

Calismada 76 izolatin DNA izolasyonlar1 ve PZR amplikasyonlar1 gerceklestirildi.
Izolatlarin cins diizeyinde taksonomik konumlarmi belirleyebilmek icin 16S rRNA
gen bolgesi sekans analizleri gergeklestirildi. 16S rRNA gen bolgesi sekans
analizlerinin gerceklestrilmesinin amaci ise; Ramasamy ve arkadaslarina goére 16S
rRNA geni, islevsel olarak stabil olusu, yiiksek oranda korunakli bdlge olmasi ve
horizontal gen transferine izin vermedigi i¢in taksonomik calismalarda etkili bir
molekiiler isaretleyicidir. Bakterilerde gozlemlenen 16S rRNA gen sekans analizleri,
bakterilerin siiflandirilmasinda temel bir basamak olarak kullanilmaktadir, bundan
dolay1 16S rRNA geninin filogenetik analizi, ¢esitli taksonomik diizeylerde bakteriyel
izolatlarin smiflandirilmasina yardimer olarak kullanilan uygun bir yontemdir

[Ramasamy ve ark., 2014].

16S rRNA gen bolgesi sekans analizleri gercgeklestirilen izolatlar cins diizeyinde
belirlenerek kaydedildi. Toplamda 9 tane Aktinobakteri cinsi tespit edildi. Bu gruplar;
Actinomadura, Amycolatopsis, Cellulosimicrobium, Glycomyces, Micromonospora
Nocardia, Nonomuraea, Oerskovia ve Streptomyces cinsleridir. Ayrica ¢alismada
Aktinobakteri iiyesi olmayan Staphylococcus cinsine ait 2 sus izole edildi. izolasyon
calismasinda Streptomyces cinsine ait 37, Nocardia cinsine ait 18, Nonomuraea
cinsine ait 6, Micromonospora cinsine ait 5, Actinomadura cinsine ait 4 ve
Amycolatopsis, Cellulosimicrobium, Glycomyces, Oerskovia cinslerine ait 1’er tane

sus belirlendi.
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Yenicaga GOlii sedimentinden gergeklestirilen izolasyon ¢aligmasi sonuglarina
bakildiginda  Streptomyces, Nocardia, Nonomuraea, Micromonospora Ve
Actinomadura gibi tiir sayis1 fazla olan Aktinobakteri liyesi cinsler gol sedimentinde
baskin cinsler olarak tespit edildi. Ayrica nadir Aktinobakteri cinsi olan
Cellulosimicrobium ve Oerskovia gibi gruplarda tespit edildi. Bu durum Yenig¢aga

Goli’nlin Aktinobakteri biyogesitliliginin oldukca genis olabilecegini gostermektedir.

Farkli bolgelerde yapilan gol sedimenti Aktinobakteri biyogesitliligin belirlenmesi
calismalari incelendiginde; Terkina ve ark., 2006 yilinda yaptiklar1 calismada; Baykal
Goli’ de Micromonospora ve Streptomyces cinslerinin baskin cinsler oldugunu
belirlemistir. Nil Nehri sediment 6rneginden yapilan biyogesitlilik ¢aligmasinda ise,
sediment de Micromonospora cinsi, su 6rneklerinde ise Streptomyces cinsini dominat
Aktinobakteri cinsleri olarak belirlemistir [Rifaat, 2003]. Tirkiye’de yapilan
caligmalara bakildiginda; Nigiz [2017], Bolu-Golciik Tabiat Parkinin Actinobacteria
biyogesitliliginin belirlenmesi konulu yaptigi ¢alismada Streptomyces ve Nocardia
cinslerini dominant cinsler olarak belirlemis ayrica Actinomadura, Nonomuraea,
Micromonospora, Saccharopolyspora, Pseudonocardia, Mycobacterium cinslerini de
golden izole etmistir. Karadeniz dip sedimentinden yapilan baska bir izolasyon
calismasinda ise Micromonospora ve Streptomyces cinsleri dominant cinsler olarak
belirlenmistir [Veyisoglu, 2014]. Bu c¢alismalar ile Yenicaga Golii sedimentinden
izolasyon c¢aligmasi kiyaslandiginda tatlisu habitatlarindan yapilan izolasyon

calismalarinda benzer sonuglarin elde edildigi goriilmektedir.

Yenigaga Golii sedimentinden izolasyon calismasi sonucunda goliin cins diizeyinde
biyogesitliligi belirlendikten sonra ¢alismanin bir diger amaci olan yeni tiir olma
olasilig1 bulunan izolatlarin belirlenmesi agamasina gegildi. Cinslerin 16S rRNA gen
bolgesi dizi analizlerine dayali filogenetik dendogramlar incelenmesi sonucunda 10
tane izolatin yeni tiir olabilecegi belirlendi. Bu izolatlardan 9 tanesi Streptomyces
cinsine, 1 taneside Amycolatopsis cinsine aittir. Bu izolatlarin yeni tiir olup
olmadiklarinin netlik kazanmasi1 amaciyla test izolatlar1 ve yakin akraba tip tiirleri

arasinda polifazik yontemler gerceklestirildi.
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Polifazik taksonomi ile mikroorganizmalarin tiir seviyesinde tanimlanmasi en dogru
ve net olarak yapilabilmektedir [Coenye ve ark., 2005]. Polifazik taksonomi izolatlarin
taksonomik kompozisyonlar1 genomik, kemotaksonomik ve fenotipik verilerin birlikte
degerlendirerek belirlendigi kriterlerdir [Petrosyan ve ark., 2003; Lee ve ark., 2005].
Bir izolatin prokaryotik yeni tiir tanimina uymasi i¢in, % 3 ve lizerinde 16S rRNA gen
bolgesi niikkleotit farkliligina sahip olmadir veya % 70’in altinda DNA-DNA homoloji
degeri vermelidir. Bu degerleri belirli derecede fenotipik farkliliklar ile
desteklemelidir [Vandamme ve ark., 1996; Coenye ve ark., 2005]. Ayrica 16S rRNA
gen bolgesi niikleotit dizi ¢alismalar1 ve DNA-DNA homoloji ¢alismalarinin yaninda
multi lokus dizi analizi ¢alismalart da bir izolatin yeni tiir olarak yaymlanmasinda

kullanilan diger bir molekiiler kriterdir.

Woese 1987°de yaptig1 ¢alismayla Ribozomal RNA genleri, {iniversal ve fonksiyonel
olarak ytiksek derecede korunmus yapiya sahip oldugu icin filogenetik ¢aligmalarda
en iyi sonu¢ veren hedef yapilar oldugunu belirlemistir [Woese, 1987]. Giinliimiiz
modern mikrobiyal taksonomi ¢alismalarinda filogenetik iliskilerin agiklanmasinda en
cok tercih edilen 16S ve 23S rRNA gen dizileridir. Ancak bunlarin disinda tiir i¢i
iliskilerin belirlenmesinde Ad Hoc komite tarafindan 6nerilen diger protein kodlayan
gen bolgelerinin de (atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB gibi) analizlerinin yapilmasi
gerekmektedir [Coenye ve LiPuma, 2002; Stackebrandt ve ark., 2002; McTaggart ve
ark., 2010]. Calismada test edilen 9 Streptomyces izolati i¢cin multilokus dizi analizleri

gergeklestirilerek 16S rRNA gen bolgesi niikleotit verileri desteklenmistir.

Streptomyces sp. YC306 izolat1 16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizi analizi verilerine
gore Streptomyce saculeolatus NBRC 148247 tip tiiriiyle % 99,79 (1453’ te 3

niikleotit), Streptomyces synnematoformans S155 tip tiiriiyle % 98,55 (1385’ te 20

niikleotit) oraninda benzerlik gostermistir (Bkz. Cizelge 4.5).

Streptomyces sp. YC512 izolat1 ise 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizi

verilerine gére Streptomyces aculeolatus NBRC 14824 tip tiiriiyle % 99,44 (1440’ ta
8 niikleotit), Streptomyces synnematoformans S155T tip tiiriiyle % 98,40 (1383’ te 22

niikleotit) benzerlik gostermistir (Bkz. Cizelge 4.5).
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Bu iki izolat 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizi verilerine gore ¢izilen
dendogramda ayni dalda gruplanmistir (Bkz. Sekil 4.13). Bu iki izolat ve tip tiirlerin
16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizi verilerini dogrulamak ve tiir i¢i filogenetik
ayrimi daha net yapabilmek amaciyla atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgelerinin
filogenetik dizi analizleri gergeklestirildi. Elde edilen verilere gore c¢izilen
dendogramda 16S rRNA dendogramiyla benzer dallanmalar gosterdi (Bkz. Sekil
4.14). 5 gen bolgesi analiz sonuglari incelendiginde Streptomyces sp. YC306 izolati;
atpD gen bolgesi verilerine gore 496 niikleotitde YC512 izolatiyla % 97,29 oraninda
10, Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 ile % 98,79 oraninda 6, Streptomyces
synnematoformans S1557 ile % 96,17 oraninda 19 niikleotit farki gostermistir (BKz.
Cizelge 4.17). gyrB gen bolgesi verilerine gére 406 niikleotitde YC512 ile % 97,29
oraninda 11 niikleotit, S. aculeolatus NBRC 148247 ile % 97,78 oraninda 9 niikleotit,
S. synnematoformans S155T ile % 82,98 oraninda 64 niikleotit fark gdstermistir (Bkz.
Cizelge 4.18). recA gen bdlgesi verilerine gore; 504 niikleotitde YC512 izolatiyla %
97,62 oraninda 12 niikleotit, Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 ile % 96,83
oraninda 16 niikleotit, S. synnematoformans S155" ile % 96,83 oraninda 16 niikleotit
fark gostermistir (Bkz. Cizelge 4.19). rpoB gen bolgesi verilerine gore; 540
niikleotitde YC512 izolatiyla % 98,89 oraninda 6 niikleotit, Streptomyces aculeolatus
NBRC 148247 ile % 98,89 oraninda 6 niikleotit, S. synnematoformans S1557 ile %
98,70 oraninda 7 niikleotit fark gdstermistir (Bkz. Cizelge 4. 20). trpB gen bolgesi
verilerine gore; 571 niikleotitde YC512 izolatiyla ile % 96,67 oraninda 19,
Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 ile % 97,01 oraninda 17 niikleotit, S.
synnematoformans S155" ile % 88,79 oraninda 64 niikleotit fark gdstermistir (BKz.
Cizelge 4.21).

atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgeleri dizi analizi verilerinin birlestirilmesi
sonucu olusan diziler ile ¢izilen dendogram 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi
analizi verilerine gore ¢izilen dendogram ile benzer dallanmalar gostermistir (Bkz.
Sekil 4.14). Boylece 5 gen bolgesi filogenetik dendogrami 16S rRNA gen bolgesi
filogenetik dendogramini dogrulamistir. Yine 5 gen bolgesi birlestirilmis dizi verileri
kullanilarak hesaplanan filogenetik uzaklik degeri ise; Streptomyces sp. YC306—
YC512 arasinda 0,022, Streptomyces sp. YC306—Streptomyces aculeolatus NBRC



184

148247 arasinda 0,020, Streptomyces sp. YC306-S. synnematoformans S155" arasinda
0,052 degerinde filogenetik uzaklik gostermistir. Streptomyces sp. YC512 izolatida
Streptomyces aculeolatus NBRC 148247 ile 0,026, Streptomyces sp. YC512-S.
synnematoformans S155" arasinda 0,049 oraninda filogenetik uzaklik gostermistir
(Bkz. Cizelge 4.16). Bu sonuglara gore Streptomyces sp. YC306 ve Streptomyces sp.
YC512 izolatlarinin MLSA filogenetik uzakliklar1 0,007 ¢ok {izerinde ¢ikmistir. Bu
sonuglar Rong ve Huang 2010°da yaptiklar1 ¢alismaya gore YC306 ve YC512

izolatlar1 yeni tiir olduklar1 kesinlik kazanmistir [Rong ve Huang., 2010].

Streptomyces sp. YC306, Streptomyces sp. YC512 izolatlar1 ve Streptomyces
aculeolatus NBRC 148247, Streptomyces synnematoformans S1557 tip tiirlerinin
fenotipik karakterizasyonlar1 karsilastirmali olarak Cizelge 4.56-4.61°de verildi.
Streptomyces sp. YC306, Streptomyces sp. YC512 izolatlan tip tiirleriyle ve kendi

aralarinda fizyolojik ve morfolojik olarak da ¢ok yonlii farklilasma gdstermistir.

Streptomyces sp. YC419 izolat1 16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizi analizi verilerine
gore Streptomyces vastus NBRC 13094 tip tiiriiyle % 98,75 oraninda (1463°de 18
niikleotit) benzerlik gostermistir (Bkz. Cizelge 4.5). 16S rRNA gen bolgesi niikleotit

dizi analizi verileri kullanilarak c¢izilen dendogramda Streptomyces sp. YC419
izolatinin filogenetik konumu belirlendi (Bkz. Sekil 4.15). 16S rRNA gen bolgesi
niikleotit dizi ¢aligmalarmin dogrulugunu kontrol etmek ve tiir i¢i ayrimi daha
giivenilir hale getirmek amaciyla Streptomyces sp. YC419 izolat1 ve Streptomyces
vastus NBRC 13094 tip tiiriiniin multi gen dizi analizleri gerceklestirildi. Calismada
atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bdlgeleri niikleotit dizileriyle cizilen
dendogramda da 16S rRNA gen bolgesi veri tabanli dendogramda oldugu gibi
Streptomyces sp. YC419 izolati Sreptomyces vastus NBRC 13094 tip tiiriiyle
dallanma gostermistir (Bkz. Sekil 4.16).

atpD gen bolgesi verilerine gore; Streptomyces sp. YC419 izolat1 Sreptomyces vastus
NBRC 13094 ile 496 niileotitde % 98,79 oraninda 6 niikleotit fark gostermistir (Bkz.
Cizelge 4.23). gyrB gen bolgesi verilerine gore; Streptomyces sp. YC419 ile
Sreptomyces vastus NBRC 13094 tip tiirii 408 niikleotitde % 98,28 oraninda 7
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niikleotit fark gostermistir (Bkz. Cizelge 4.24). recA gen bolgesi verilerine gore;
Streptomyces sp. YC419 ile Sreptomyces vastus NBRC 13094 tip tiirii 504 niikleotitde
% 93,65 oraninda 32 niikleotit fark gostermistir(Bkz. Cizelge 4.25). rpoB gen bolgesi
verilerine gore; Streptomyces sp. YC419 ile Sreptomyces vastus NBRC 13094 tip tiirii
540 niikleotitde % 98,52 oraninda 8 niikleotit fark gostermistir (Bkz. Cizelge 4.26).
trpB gen bolgesi verilerine gore; Streptomyces sp. YC419 ile Streptomyces vastus
NBRC 13094 tip tiirii 571 niikleotitde % 95,97 oraninda 23 niikleotit fark gostermistir
(Bkz. Cizelge 4.27).

Streptomyces sp. YC419 ile Sreptomyces vastus NBRC 13094 tip tiirii arasindaki
atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen boélgelerinin filogenetik uzaklig1,0,031 olarak
belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.22). Streptomyces sp.YC419 ile Sreptomyces vastus
NBRC 13094 arasindaki DNA:DNA hibridizasyon degeri, % 54 olarak belirlenerek
Streptomyces sp. YC419 yeni tiir oldugu kesinlestirilmistir (Bkz. Cizelge 4.15).

Streptomyces sp. YC419 izolatinin tiim hiicre hidrolizatindaglikoz, mannoz ve riboz

sekerlerini bulundurdugu belirlendi (Bkz. Resim 4.5). Major yag asitleri iSO Ci40, 1SO

Cis0, anteiso Ciso Olarak tespit edildi (Bkz. Cizelge 4.54). Baskin menakinonlari
MK9(He)(35% ), MK9(Hs)(45% )tipindedir (Bkz. Cizelge 4.55). Streptomyces sp.
YC419 izolatinin polar lipid profili DPG; difosfatidilgliserol, PE; fosfatidiletanolamin,
PI; fosfatidilinositol, PL; fosfolipit, PGL; fosfoglikolipit’den olusmaktadir (Bkz.
Resim 4.6). Streptomyces sp. YC419 ve Sreptomyces vastus NBRC 13094 tip tiiriiniin
fizyolojik degerleri Cizelge 4.56-4.61°de verildi farkli degerler kaydedildi.
Streptomyces sp. YC419 ve Sreptomyces vastus NBRC 13094 tip tiiriiniin fizyolojik
ve morfolojik farkliliklar 10 farkli besiyeri tizerinde karsilastirilmali olarak Cizelge
4.68’de ve Resim 4.13’de gosterildi..

Streptomyces sp. YC504 izolat1 16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizi analizi verilerine
gore Streptomyces indicus 1H32-1Ttip tiirii ile % 98,02 oraninda 1467 niikleotit de 29
niikleotit benzerlik gostermistir (Bkz. Cizelge 4.5). Izolat tip tiirii ile filogenetik
dendogramda ayni dalda gruplanmigtir (Bkz. Sekil 4.17). Multi gen dizi analizi
sonuclarina gore ¢izilen dendogramda da benzer dallanma gostermistir (Bkz. Sekil

4.18). 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi ¢galismalarinin dogrulugunu kontrol etmek
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ve tiir ici ayrimi1 daha giivenilir hale getirmek amaciyla Streptomyces sp. YC504 izolat1
ile Streptomyces indicus 1H32-17 tip tiiriiniin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen
bolgeleri niikleotit dizi analizi ¢alismalar1 gergeklestirildi. atpD gen bolgesi dizi
analizi galismalarina gore; Streptomyces sp. YC504 izolat1 Streptomyces indicus IH32-
1T ile 496 niikleotitde % 96,77 oraninda 16 niikleotit fark gostermistir (Bkz. Cizelge
4.29). gyrB gen bolgesi dizi analizi ¢aligmalarina gore; Streptomyces sp. YC504 izolati
Streptomyces indicus IH32-17 ile 408 niikleotit de % 92,89 oranda 29 niikleotit fark
gostermistir (Bkz. Cizelge 4.30). recA gen bolgesi dizi analizi ¢alismalarina gore;
Streptomyces sp. YC504 izolat1 Streptomyces indicus IH32-1T ile 504 niikleotitde %
92,66 oraninda 37 niikleotit fark gostermistir (Bkz. Cizelge 4.31). rpoB gen bolgesi
dizi analizi ¢caligmalarina goére; Streptomyces sp. YC504 izolat1 Streptomyces indicus
IH32-1T tip tiirii ile 540 niikleotit de % 92,96 oraninda 38 niikleotit fark géstermistir
(Bkz. Cizelge 4.32). trpB gen bolgesi dizi analizi ¢alismalarina gore; Streptomyces sp.
YC504 izolat: Streptomyces indicus IH32-1 tip tiirii ile 571 niikleotit de % 92,64
oraninda 42 niikleotit fark gostermektedir (Bkz. Cizelge 4.33). DNA:DNA
hibridizasyon deneylerine gére YC504 izolat1 Streptomyces indicus 1H32-17 tip tiirii
arasinda % 55,4 homoloji degeri olusmaktadir (Bkz. Cizelge 4.15).

Streptomyces sp. YC504 izolatinin tiim hiicre hidrolizatinda glikoz, mannoz ve riboz
sekerlerinin bulundurdugu belirlendi (Bkz. Resim 4.5). Major yag asitleri Cie:0, SO
Cis:0, anteiso Cis:o, anteiso Ciroolarak tespit edildi (Bkz. Cizelge 4.53).Streptomyces
sp. YC504 izolatimin polar lipitleri L; lipit, PE; fosfatidiletanolamin, PI;
fosfatidilinositol, PL; fosfolipit, PGL; fosfoglikolipit olarak tespit edildi (Bkz. Resim
4.7). Baskin menakinonlar1 ise MK9(H6)(22% ), MK9(H8)(58% ) olarak belirlendi
(Bkz. Cizelge 4.55). Streptomyces sp. YC504 izolat1 ve Streptomyces indicus IH32-17
arasinda fizyoloji deneyleri gergeklestirildi ve aralarindaki farklar kaydedildi (Bkz.
Cizelge 4.56-4.61). Ayrica Streptomyces sp. YC504 izolat1 ve Streptomyces indicus
IH32-1T arasindaki morfolojik ve kiiltiirel farklar karsilastirmalar yapilarak belirlendi
(Bkz. Cizelge 4.69, Resim 4.13).

Streptomyces sp. YC532 izolatt 16S rRNA gen bolgesi dizi analizine gore
Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676" tip tiirii ile % 99,11 oraninda (1467°de 13
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niikleotit) benzerlik gdstermistir. Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-5410"
tip tiirtiyle % 98,98 oraninda (1469’ da 15 niikleotit), Streptomyces michiganensis
NBRC 127977 tip tiiriiylede % 98,97 oraninda (1462’de 15 niikleotit) benzerlik
gostermistir (Bkz. Cizelge 4.5). 16S rRNA gen bolgesi dizi analizine tiir i¢i ayrim net
olmadigindan izolat ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bdlgeleri

niikleotit dizi analizi ¢aligmalar1 gerceklestirildi.

Elde edilen atpD gen bolgesi verilerine gore, Streptomyces sp. YC532 izolat1 496
niikleotitde Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676" ile % 92,14 oraninda 39
niikleotit, Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-54107 ile % 90,73 oraninda 46
niikleotit, Streptomyces michiganensis NBRC 127977 ile % 90,52 oraninda 47
niikleotit, Streptomyces lavendofoliae DSM 402177 ile % 97,78 oraninda 11 niikleotit
fark gostermistir (Bkz. Cizelge 4.35). gyrB gen bolgesi verilerine gore, Streptomyces
sp. YC532 izolat1 405 niikleotitde Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676" ile %
78,67 oraninda 80 niikleotit, Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-5410" ile %
84,69 oraninda 62 niikleotit, Streptomyces michiganensis NBRC 127977 ile % 84,69
oraninda 62 niikleotit, Streptomyces lavendofoliae DSM 402177 ile % 84,69 oraninda
62 niikleotit fark gostermistir (Bkz. Cizelge 4.36). recA gen bolgesi verilerine gore
Streptomyces sp. YC532 izolat1 504 niikleotitde, Streptomyces eurocidicus NRRL B-
1676 ile % 92,86 oraninda 36, Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-54107 ile
% 92,06 oraninda 40, Streptomyces michiganensis NBRC 127977 ile % 91,78 oraninda
41, Streptomyces lavendofoliaeDSM 402177 ile % 92,46 oraninda 38 niikleotit fark
gostermistir (Bkz. Cizelge 4.37). rpoB gen bolgesi verilerine gore Streptomyces sp.
YC532 izolat1 540 niikleotitde, Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676" ile % 88,89
oraninda 60, Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-5410" ile % 92,41 oraninda
41, Streptomyces michiganensis NBRC 127977ile % 92,22 oraninda 42, Streptomyces
lavendofoliae DSM 402177 ile % 93,33 oraninda 36 niikleotit fark gdstermistir (BKz.
Cizelge 4.38). trpB gen bolgesi verilerine gore Streptomyces sp. YC532 izolat1 571
niikleotitde, Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676" ile % 88,58 oraninda 65,
Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-5410" ile % 89,46 oraninda 60,
Streptomyces michiganensis NBRC 127977 ile % 89,14 oraninda 62, Streptomyces
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lavendofoliae DSM 402177 ile % 90,56 oraninda 52 niikleotit fark gostermistir (BKz.
Cizelge 4.39).

Streptomyces sp. YC532 izolat1 ve tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen
bolgeleri niikleotit dizileriyle olusturulan birlestirilmis dizilere gore filogenetik
uzakliklar belirlendi. Bu verilere gore, Streptomyces sp. YC532 izolat1 Streptomyces
eurocidicus NRRL B-1676" ile 0,111, Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-
54107 ile 0,106, Streptomyces michiganensis NBRC 12797 ile 0,108 Streptomyces
lavendofoliae DSM 402177 ile 0,081 oraninda filogenetik uzakliga sahiptir (BKz.
Cizelge 4. 34).

Streptomyces sp. YC532 izolat1 ve tip tiirlerinin fizyolojik deneyleri yapilarak
aralarindaki farklar karsilastirmali olarak belirlendi (Bkz. Cizelge 4.56-4.61).
Morfolojik ve kiiltiirel farklar 10 farkli besiyerinde belirlenerek Cizelge 4.67 ve Resim
4.14’ de verildi.

Streptomyces sp. YC537 izolatt 16S rRNA gen bolgesi dizi analizine gore
Streptomyces tauricus JCM 48377 tip tiirii ile % 97,95 oraninda (1466°da 30 niikleotit)
ve Streptomyces beijiangensis NBRC 1000447 tip tiiriiyle de % 97,75 oraninda
(1464°de 33 niikleotit) benzerlik gostermistir (Bkz. Cizelge 4.5). 16S rRNA gen
bolgesi dizi analizi verilerine gore muhtemelen yeni tiir olan Streptomyces sp. YC537
izolatinin 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizinin dogrulugunun kontrolii ve tiir igi
ayrimin1 daha net belirleyebilmek icin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen

bolgelerinin de analizleri gerceklestirildi.

atpD gen bolgesi dizi analizi verilerine gore, Streptomyces sp. YC537 izolati ile 496
niikleotitde Streptomyces tauricus DSM 40560 tip tiirii arasinda % 89,52 oraninda 52,
Streptomyces beijiangensis DSM 41794 tip tiirii arasinda % 87,70 oraninda 61
niikleotit fark olusmustur (Bkz. Cizelge 4.41). gyrB gen bolgesi dizi analizi verilerine
gore, Streptomyces sp. YC537 izolat1 ile 405 niikleotitde Streptomyces tauricus DSM
40560 tip tiirii arasinda % 84,08 oraninda 64, Streptomyces beijiangensis DSM
417947 tip tiirii arasinda % 83,70 oraninda 66 niikleotit fark olusmustur (Bkz. Cizelge
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4.42) recA gen bolgesi dizi analizi verilerine gore, Streptomyces sp. YC537 izolati ile
504 niikleotitde Streptomyces tauricus DSM 405607 tip tiirii arasinda % 94,64
oraninda 27, Streptomyces beijiangensis DSM 417947 tip tiirii arasinda % 90,28
oraninda 49 niikleotit fark olustu (Bkz. Cizelge 4.43). rpoB gen boélgesi dizi analizi
verilerine gore, Streptomyces sp. YC537 izolat1 ile 540 niikleotitde Streptomyces
tauricus DSM 405607 tip tiirii arasinda % 86,67 oraninda 72, Streptomyces
beijiangensis DSM 417947 tip tiirii arasinda % 86,43 oraninda 73 niikleotit fark olustu
(Bkz. Cizelge 4.44). trpB gen bolgesi dizi analizi verilerine gore, Streptomyces sp.
YC537 izolat1 ile 569 niikleotitde Streptomyces tauricus DSM 40560 tip tiirii arasinda
% 91,92 oraninda 46, Streptomyces beijiangensis DSM 417947 tip tiirii arasinda %
92,57 oraninda 40 niikleotit fark olustu (Bkz. Cizelge 4.45).

Streptomyces sp. YC537 izolat1 ile tip tiirleri arasindaki filogenetik uzaklik verileri
belirlenerek kaydedildi. Bu veriler gore, Streptomyces sp. YC537 izolat1 ile
Streptomyces tauricus DSM 40560 tip tiirii arasinda 0,108, Streptomyces sp. YC537
izolat1 ile Streptomyces beijiangensis DSM 417947 tip tiirii arasinda 0,122 uzaklik
degeri belirlendi. Bu MLSA verilerine gore Streptomyces sp. YC537 izolatinin yeni
tiir oldugu kesinlik kazanmustir (Bkz. Cizelge 4.40).

Streptomyces sp. YC537 izolat1 tiim hiicre hidrolizatinda galaktoz, glikoz ve riboz
sekerlerini bulundurmaktadir (Bkz. Resim 4.5). Major yag asitleri, iS0C14:0, iSOCi1s:0,
iIS0C16:0, anteisoCis:o olarak belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.52). Streptomyces sp.
YC537 izolatimin polar lipitleri AL; aminolipit, DPG; difosfatidilgliserol, PE;
fosfatidiletanolamin, PI; fosfatidilinositol, PL; fosfolipit, PGL; fosfoglikolipit olarak
belirlendi (Bkz. Resim 4.8). Baskin menakinonlari ise, MK9(Hs)(36% ) MK9(Hs)(35% )
olarak belirlendi (Bkz. Cizelge 4.55).

Streptomyces sp. YC537 izolat1 ve tip tiirlerinin fizyolojik deneyleri yapilarak
aralarindaki farklar karsilastirmali olarak belirlendi (Bkz. Cizelge 4.56-4.61).
Morfolojik ve kiiltiirel farklar 10 farkli besiyerinde belirlenerek Cizelge 4.66 ve Resim
4.15’ de verildi.
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Streptomyces sp.YC541 izolat1 Streptomyces umbrinus NBRC 13091 tip tiirii ile 16S

rRNA gen bolgesi dizi analizi verilerine gore % 98,91oraninda (1462°de 16 niikleotit)
benzerlik gostermistir. Streptomyces ederensis NBRC 154107 tip tiiriiyle % 98,81
oraninda (1432°de 17 niikleotit), Streptomyces aurantiacus NBRC 130177 tip tiiriiyle
% 98,43 oraninda (1465°te 23 niikleotit) benzerlik géstermistir (Bkz. Cizelge 4.5).

Streptomyces sp. YC917 izolat: Streptomyces umbrinus NBRC 13091 tip tiiriiyle 16S

rRNA gen bolgesi dizi analizi verileri gore % 99,73 oraninda (4/1462), Streptomyces
ederensis NBRC 154107 tip tiiriiyle % 99,65 oraninda (1433’te 5 niikleotit) benzerlik
gdstermistir. Streptomyces aurantiacus NBRC 130177 tip tiiriiyle % 99,04 oraninda
(1465°de 14 niikleotit) benzerlik gostermistir (Bkz. Cizelge 4.5).

Streptomyces sp. YC925 izolat1 Streptomyces umbrinus NBRC 13091 tip tiiriiyle 16S

rRNA gen bolgesi dizi analizi verileri gore % 99,59 oraninda (1452°de 6 niikleotit)
benzerlik gdstermistir. Streptomyces ederensis NBRC 154107 tip tiiriiyle % 99,58
oraninda (1433’de 6 niikleotit), Streptomyces aurantiacus NBRC 130177 tip tiiriiyle
% 99,31 oraninda (1455°de 10 niikleotit) benzerlik gostermistir (Bkz. Cizelge 4.5).

Bu 3 izolatin benzerlik gosterdikleri ilk 3 tip tiirleri aynidir. 16S rRNA gen bdlgesi
dizi analizi verilerine gore ¢izilen filogenetik dendograma gore de yakin dallarda
birlesmislerdir. 16S rRNA dizi analizi verilerini desteklemek amaciyla bu 3 izolat ve
yakin akraba tip tiirlerinin atpD, gyrB, recA, rpoB ve trpB gen bolgelerinin multi lokus

dizi analizleri gergeklestirildi.

atpD gen bolgesi verilerine gore, Streptomyces sp. YC917 izolati 496 niikleotitde
Streptomyces sp. YC925 izolat1 ile % 99,60 oraninda 2, Streptomyces sp.YC541 izolati
ile % 96,57 oraninda 17, Streptomyces umbrinus NBRC 13091 tip tiiriiyle % 98,39
oraninda 8, Streptomyces ederensis NBRC 154107 tip tiiriiyle % 89,11 oraninda 54,
Streptomyces aurantiacus NBRC 13017' tip tiiriiyle % 89,11 oraninda 54,
Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827 tip tiiriiyle % 90,93 oraninda 45,
Streptomyces phaeochromogenes DSM 400737 tip tiiriiyle % 99,40 oraninda 3
niikleotit fark gostermistir (Bkz. Cizelge 4. 47).
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gyrB bolgesi verilerine gore, Streptomyces sp. YC917 izolati 408 niikleotitde
Streptomyces sp. YC925 izolati ile % 100 benzerdir. Streptomyces sp.YC541 izolati
ile % 89,22 oraninda 44, Streptomyces umbrinus NBRC 13091 tip tiiriiyle % 94,12
oraninda 24, Streptomyces ederensis NBRC 15410 tip tiiriiyle % 94,12 oraninda 24,
Streptomyces aurantiacus NBRC 130177 tip tiiriiyle % 90,44 oraminda 39,
Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827 tip tiiriiyle % 93,38 oraninda 27,
Streptomyces phaeochromogenes DSM 40073 tip tiiriiyle % 96,26 oraninda 3
niikleotit fark gosterdi (Bkz. Cizelge 4. 48).

recA gen bolgesi verilerine gore, Streptomyces sp. YC917 izolati 504 niikleotitde
Streptomyces sp. YC925 izolatt ile % 96,03 oraninda 20, Streptomyces sp.YC541
izolat1 ile % 96,84 oraninda 26, Streptomyces umbrinus NBRC 13091 tip tiiriiyle %
98,81 oraninda 6, Streptomyces ederensis NBRC 15410 tip tiiriiyle % 98,41 oranina
8, Streptomyces aurantiacus NBRC 130177 tip tiiriiyle % 92,46 oraninda 38,
Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827 tip tiiriiyle % 93,06 oraninda 35,
Streptomyces phaeochromogenes DSM 40073 tip tiiriiyle % 96,03 oraninda 17
niikleotit fark olusturmustur (Bkz. Cizelge 4.49).

rpoB gen bolgesi verilerine gore, Streptomyces sp. YC917 izolati 540 niikleotitde
Streptomyces sp. YC925 izolati ile % 99,26 oraninda 4, Streptomyces sp.YC541 izolat1
ile % 92,96 oraninda 38, Streptomyces umbrinus NBRC 13091 tip tiiriiyle % 98,89
oraninda 6, Streptomyces ederensis NBRC 15410 tip tiiriiyle % 98,78 oraninda 7,
Streptomyces aurantiacus NBRC 130177 tip tiiriiyle % 91,85 oraminda 44,
Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827 tip tiiriiyle % 91,30 oraninda 47,
Streptomyces phaeochromogenes DSM 40073 tip tiiriiyle % 87,78 oraninda 66
niikleotit fark olusturmustur (Bkz. Cizelge 4.50).

trpB gen bolgesi verilerine gore, Streptomyces sp. YC917 izolatt 571 niikleotitde
Streptomyces sp. YC925 izolati ile % 99,12 oraninda 5, Streptomyces sp.YC541 izolati
ile % 96,32 oraninda 21, Streptomyces umbrinus NBRC 13091 tip tiiriiyle % 91,24
oraninda 50, Streptomyces ederensis NBRC 15410 tip tiiriiyle % 98,42 oraninda 9,
Streptomyces aurantiacus NBRC 13017' tip tiiriiyle % 93,87 oraninda 35,
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Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827 tip tiiriiyle % 93,87 oraninda 35,
Streptomyces phaeochromogenes DSM 40073 tip tiiriiyle % 97,20 oraninda 16
niikleotit fark olusturmustur (Bkz. Cizelge 4.51).

Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp.YC541 izolatlar
ve tip tiirlerini bes gen bolgeleri dizi analizleri birlestirilerek filogenetik uzakliklari
hesaplanmistir. Bu verilere gore, Streptomyces sp. YC917 izolatinin Streptomyces sp.
YC925 ile 0,013, Streptomyces sp.YC541 ile 0,055, Streptomyces umbrinus NBRC
130917 ile 0,038, Streptomyces ederensis NBRC 154107 ile 0,040, Streptomyces
aurantiacus NBRC 130177 ile 0,046, Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827
ile 0,079, Streptomyces phaeochromogenes DSM 40073" ile 0,018 oraninda
filogenetik uzakliga sahiptir (Bkz. Cizelge 4.46). Streptomyces sp. YC925 izolat1 da
birinici tip tiirii olan Streptomyces umbrinus NBRC 130917 ile 0,046 oraninda,
Streptomyces ederensis NBRC 154107 ile 0,047 oraninda filogenetik uzakliga sahiptir.
Streptomyces sp.YC541 izolat1 da Streptomyces umbrinus NBRC 13091 0,071
oraninda ve Streptomyces ederensis NBRC 154107 ile de 0,071 oraninda filogenetik
uzakliga sahiptir (Bkz. Cizelge 4.46).

Streptomyces sp. YC917, Streptomyces sp. YC925, Streptomyces sp.YC541 izolatlar
ve yakin akranba tip tlrlerinin fizyolojik deneyleri yapilarak aralarindaki farklar
karsilastirmali olarak belirlendi (Bkz. Cizelge 4.56-4.61). Morfolojik ve kiiltiirel
farklar 10 farkli besiyerinde belirlenerek Cizelge 4.64 ve Resim 4.16-4.17” de verildi.

Amycolatopsis sp.YC111 izolatinin 16S rRNA gen bolgesi sekans analizi sonuglarina
gore; Amycolatopsis lurida DSM 431347 tip tiiriine % 99,28 (1392°de 10 niikleoti),
Amycolatopsis orientalis DSM 40040 tip tiiriine % 98,97 (1459°da 15 niikleotit),
Amycolatopsis regifaucium GYO080Ttip tiirine % 98,88 (1434’te 16 niikleotit)

benzerlik gostermistir (Bkz. Cizelge 4.10). 16S rRNA gen bélgesi verilerine gore
cizilen dendogramda filogenetik konumu belirledi. Muhtemel yeni tiir olan
Amycolatopsis sp.YC111 izolatinin ve en yakin akraba tip tiirlerinin fizyolojik

deneyleri yapilarak aralarindaki farklar belirlendi (Bkz. Cizelge 4.56-4.61). Ayrica
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izolat ve tip tiirlerinin 10 farkli besiyerindeki morfolojik ve kiiltiirel farklar belirlendi

ve resimlenerek kaydedildi (Bkz.Cizelge 4.65-Resim 4.10).
5.2 Sonug¢

Yenigaga GOl sedimentinde 10 farkli segici izolasyon besiyeri kullanilarak izole
edilen 92 izolatin 76 tanesinin 16S rRNA gen bolgesi sekans analizleri
gerceklestirilerek cins diizeyinde taksonomik basamaklart belirlendi. Calismada
Actinomadura, Amycolatopsis, Cellulosimicrobium, Glycomyces, Micromonospora
Nocardia, Nonomuraea, Oerskovia ve Streptomyces cinsleri tespit edilerek Yenicaga

Goli’nlin Aktinobakteri biyogesitliligi belirlendi.

Caligmada 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi sonuglarina gore yeni tiir olma olasilig1
olan 9 tane Streptomyces cinsi izolat ve 1 tane de Amycolatopsis cinsine ait izolat
belirlendi. izolatlarin yeni tiir oldugunun kanitlanmasi ve literatiire kazandirilmasi
amaciyla polifazik taksonomi temelli c¢alismalar gerceklestirildi. Bu deneyler
molekiiler, kemotaksonomik ve fizyolojik basamaklardan olusmaktadir. Bu deneylerin

sonuglarina gore;

Streptomyces sp. YC306 izolati, 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizi verilerine
gore Streptomyces aculeolatus NBRC 14824 tip tiiriiyle % 99.79 oraninda 1453’ te 3
niikleotit, Streptomyces synnematoformans S1557 tip tiiriiyle % 98,55 oraninda
1385°te 20 niikleotit benzerlik gostermistir. MLSA degerlerine gore de Streptomyces
aculeolatus NBRC 14824 tip tiiriiyle 0,020, Streptomyces synnematoformans S1557
ile 0,052 degerinde filogenetik uzaklik gostermistir. Bu degerler yeni tiirler arasinda
goriilen filogenetik uzaklik degeri olan 0,007 degerinin ¢ok iizerinde ¢iktigindan

MLSA deneylerine gére muhtemel yeni tiir olarak degerlendirilmektedir.

Streptomyces sp. YC512 izolat1 16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizi analizi verilerine
gdre Streptomyces aculeolatus NBRC 14824 tip tiiriiyle % 99,44 oraninda 1440°ta 8
niikleotit, Streptomyces synnematoformans S155 tip tiiriiyle % 98,40 oraninda 1383’te

22 niikleotit benzerlik gostermistir. MLSA deneylerine gore ise Streptomyces
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aculeolatus NBRC 148247 tip tiiriiyle 0,026, Streptomyces synnematoformans
S155tip tiiriiyle 0,049 oraminda filogenetik uzakliga sahiptir. Bu degerlerde
Streptomyces sp. YC512 izolatinin MLSA degerlerine gore yeni tiir oldugunu

gostermektedir.

Streptomyces sp. YC419 izolat1 16S rRNA gen bdlgesi niikleotit dizi analizi verilerine
gbre Streptomyces vastus NBRC 13094 tip tiiriiyle % 98,75 oraninda 1463’de 18
niikleotit benzerlik gostermistir. Streptomyces sp.YC419 ile Sreptomyces vastus
NBRC 13094 arasindaki DNA:DNA hibridizasyon degeri, % 54 olarak bulunmustur.
Filogenetik uzaklik degeri Streptomyces sp.YC419 ile Sreptomyces vastus NBRC
13094 tip tiirii arasinda 0,031 olarak belirlenmistir. Molekiiler verilere gére yeni tiir
oldugu kesinlik kazanmistir. Kemotaksonomik ve fizyolojik deney sonuglari da

izolatin yeni tlir oldugunu desteklemektedir.

Streptomyces sp. YC504 izolat1 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizi verilerine
gore Streptomyces indicus IH32-1T tip tiirii ile % 98,02 oraninda 1467 niikleotit de 29
niikleotit benzerlik gostermistir. DNA:DNA hibridizasyon deneylerine gore YC504
izolat1 Streptomyces indicus IH32-1T tip tiirii arasinda % 55,4 homoloji degeri
bulunmustur. Streptomyces sp. YC504 izolat1 Streptomyces indicus 1H32-17 tip tiirii
arasinda 0,083 filogenetik uzaklik bulunmaktadir. Bu molekiiler verilere gore

Streptomyces sp. YC504 izolat1 yeni tiirdiir.

Streptomyces sp. YC532 izolatt 16S rRNA gen bolgesi dizi analizine gore
Streptomyces eurocidicus NRRL B-1676" tip tiirii ile % 99,11 oraninda (1467°de 13
niikleotit) benzerlik gostermistir. Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-
5410Ttip tiiriiyle % 98,98 oraninda (1469°da 15 niikleotit), Streptomyces
michiganensis NBRC 12797 tip tiiriiylede % 98,97 oraninda (1462°de 15 niikleotit)
benzerlik gostermistir. Tip tiirleriyle arasinda Streptomyces eurocidicus NRRL B-
1676" ile 0,111, Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-54107 ile 0,106,
Streptomyces michiganensis NBRC 127977 ile 0,108 Streptomyces lavendofoliae
DSM 402177 ile 0,081 oraninda filogenetik uzakliga sahiptir. MLSA verilerine gore
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yeni tiirdiir. Kemotaksonomik ve fizyolojik deneyler yeni tiir oldugunu

desteklemektedir.

Streptomyces sp. YC537 izolati 16S rRNA gen bolgesi dizi analizine gore
Streptomyces tauricus JCM 48377 tip tiirii ile % 97,95 oraninda (1466°da 30 niikleotit)
ve Streptomyces beijiangensis NBRC 1000447 tip tiiriiyle de % 97,75 oraninda
(1464°de 33 niikleotit) benzerlik gostermistir. Streptomyces sp. YC537 izolati ile tip
tiirleri arasindaki filogenetik uzaklik verileri belirlenerek kaydedildi. Bu verilere gore,
Streptomyces sp. YC537 izolat1 ile Streptomyces tauricus DSM 405607 tip tiirii
arasinda 0,108, Streptomyces sp. YC537 izolat1 ile Streptomyces beijiangensis DSM
417947 tip tiirii arasinda 0,122 oraminda filogenetik uzaklik degeri belirlendi. Bu
MLSA verilerine gore Streptomyces sp. YCS537 izolatinin yeni tiir oldugu kesinlik

kazanmustir.

Streptomyces sp. YC541 izolat: Streptomyces umbrinus NBRC 130917 tip tiirii ile 16S
rRNA gen bolgesi dizi analizi verilerine gore % 98,91oraninda (1462°de 16 niikleotit),
Streptomyces ederensis NBRC 154107 tip tiiriiyle % 98,81 oraninda (1432°de 17
niikleotit), Streptomyces aurantiacus NBRC 130177 tip tiiriiyle % 98,43 oraninda
(1465°te 23 niikleotit) benzerlik gostermistir. Streptomyces sp.YC541 izolati da
Streptomyces umbrinus NBRC 130917 0,071 oraninda ve Streptomyces ederensis
NBRC 154107 ile de 0,071 oraninda filogenetik uzakliga sahiptir. MLSA verilerine
gbre yeni tiir olan Streptomyces sp. YC541 izolatinin tip tiirleri ile arasindaki

kemotaksonomik ve fizyolojik farklar bu olasilig1 giiglendirmektedir.

Streptomyces sp. YC917 izolat1 izolat1 Streptomyces umbrinus NBRC 130917 tip
tiiriiyle 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi verileri gére % 99,73 oraninda (4/1462),
Streptomyces ederensis NBRC 154107 tip tiiriiyle % 99,65 oraminda (1433’te 5
niikleotit) benzerlik gostermistir. Streptomyces aurantiacus NBRC 13017 tip tiiriiyle
% 99,04 oraninda (1465°de 14 niikleotit) benzerlik gdstermistir. Streptomyces sp.
YC917 izolatinin Streptomyces sp. YC925 ile 0,013, Streptomyces sp.YC541 ile
0,055, Streptomyces umbrinus NBRC 13091T ile 0,038, Streptomyces ederensis
NBRC 154107 ile 0,040, Streptomyces aurantiacus NBRC 13017" ile 0,046,
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Streptomyces glomeroaurantiacus DSM 417827 ile 0,079, Streptomyces
phaeochromogenes DSM 400737 ile 0,018 oraninda filogenetik uzakliga sahiptir.

Streptomyces sp. YC925 izolati Streptomyces umbrinus NBRC 13091 tip tiiriiyle 16S
rRNA gen bolgesi dizi analizi verileri gére % 99,59 oraninda (1452°de 6 niikleotit)
benzerlik gostermistir. Streptomyces ederensis NBRC 154107 tip tiiriiyle % 99,58
oraninda (1433’de 6 niikleotit), Streptomyces aurantiacus NBRC 130177 tip tiiriiyle
% 99,31 oraninda (1455°de 10 niikleotit) benzerlik gdstermistir. Streptomyces sp.
Y C925 izolat1 da birinci tip tiirii olan Streptomyces umbrinus NBRC 130917 ile 0,046
oraninda, Streptomyces ederensis NBRC 154107 ile 0,047 oraninda filogenetik
uzakliga sahiptir. Streptomyces sp.YC541 izolat1 da Streptomyces umbrinus NBRC
130917 ile 0,071 oraninda ve Streptomyces ederensis NBRC 154107 ile de 0,071

oraninda filogenetik uzakliga sahiptir

Streptomyces sp. YC917 ve Streptomyces sp. YC925 izolatlar1 16S rRNA verilerine
gore ¢ok yakin akraba olmalarina ragmen MLSA verilerine gore 2 izolat da ayr1 birer
tir olarak goriilmektedir. Kemotaksonomik ve fizyolojik deneyler bu verileri

giiclendirmektedir.

Amycolatopsis sp.YC111 izolatinin 16S rRNA gen bdlgesi sekans analizi sonuglarina
gore; Amycolatopsis lurida DSM 431347 tip tiiriine % 99,28 (1392°de 10 niikleoti),
Amycolatopsis orientalis DSM 40040 tip tiiriine % 98,97 (1459°da 15 niikleotit),
Amycolatopsis regifaucium GY080T tip tiiriine % 98,88 (1434’te 16 niikleotit)
benzerlik gdstermistir. Izolatin ve yakin akraba tip tiirlerinin gergeklestirilen fizyolojik

deneyleri izolatin yeni tiir oldugunu gostermektedir.
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5.3  Oneriler

Yenigaga Golii izolasyon ¢alismasinda 9 farkli cins izole edilerek Streptomyces cinsi
gblde dominant cins olarak tespit edildi. Bunun yani sira tanimlanmus tiir sayisi az olan
cinslerin de golde tespit edilmesi Yenigaga Golii’niin Aktinobakteri biyogesitliliginin
genis oldugunu gostermektedir. Bundan dolay1 secgici izolasyon besiyeri sayisi
artirlarak ve daha fazla organizma izole edilerek Yenicaga Golii’niin

biyogesitliliginde yer alan cinsler daha kapsamli incelenmelidir.

Calismada yeni tiir olabilecegi diistiniilen 10 tane izolattan polifazik taksonomi
kriterleri yerine getirilerek ¢alismalart tamamlanan Streptomyces sp. YCA419,
Streptomyces sp. YC504 ve Streptomyces sp. YC537 izolatlarinin yayimn islemleri

tamamlanarak literatiire kazandirilmalidir.

Streptomyces sp. YC306, Streptomyces sp. YC512, Streptomyces sp.YC532,
Streptomyces sp.YC541, Streptomyces sp.YC917 ve Streptomyces sp.YC925
izolatlarinin 16S rRNA gen bdlgesi ve MLSA ¢alismalarina gore yeni tiir olduklari
kuvvetle muhtemeldir. Ancak bu durumla birlikte DNA:DNA homoloji deneylerinin
gerceklestirilerek izolatlarin tip tiirleri ile aralarindaki farkin net bir sekilde

belirlenmesi ve izolatlarin yeni tiir olduklari kesinlik kazandirilmalidir.

Glniimiizde tanimlanmis sekonder metabolitlerin ¢ok biiylik kismi Aktinobakteri
tiyelerinden Ozellikle de Streptomyces cinsi iiyelerden elde edilmesi goz Oniinde
bulundurularak, ¢alismada elde edilen Aktinobakteri izolatlarinin sekonder metabolit
sentezleme kabiliyetleri belirlenmelidir. Eger sekonder metabolit {ireten izolat varsa

sekonder metabolitleri incelenerek ticari olarak degerlendirilmelidir.
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EKLER

EK-1: Segici Izolasyon Besiyerleri

EK-2: Kiiltlir Ortamlart

EK-3: Cozeltilerin Bilesimi

EK-4: Yeni Tiir Olma Ihtimali Bulunan izolatlarin Niikleotit Dizileri



EK-1 SECICI iZOLASYON BESIYERLERI

1. Marine Agar Difco 2216 (Buck ve Cleverdon, 1960)

Marine AgarMedium Antibiyotikler
Marine Broth 3749
Agar 27 g
ddH,O 1000 mi Cycloheximide (50pg/ml)
pH 7,3

2. HV Medium (Taechowison ve ark., 2003)

HVMedium Antibiyotikler
Hiimik Asit 19
NazHPO4 0,59
KCI 1.71g 0,12g NaOH 15 ml suda ¢oziiliir.
CaCOs 0,059 1,6g Hiimik asit ilave edilir.
FeSO, 0,01g B vitamini
MgS0,.7H,0 0,029 Cycloheximide (50pg/ml)
Agar 189 Nalidixic Asit (10pg/ml)
ddH-0 1000ml
pH 7,2

3. M1 Agar (Mincer ve ark., 2002)

M1 Medium Antibiyotikler
Starch 0.466g9
Yeast Extract 0.732g
Peptone 0.01g Cycloheximide (50pg/ml)
Agar 0.299 Rifampicin (Spg/ml)
Deniz suyu 0.1g
ddH20 1000 ml

pH 7.2
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EK-1 (Devam): Segici izolasyon Besiyerleri

4. (SM1) Stevenson’s Medium Hazirlanmasi:

67 g Yeast Nitrogen Base ve 100 mg Casamino Acid, 1 litre ddH20’da ¢oziindii ve

¢oOzelti 0.22 um nitrocellulose filtreden gecirilerek sterilizasyon saglandi.

10X Stevenson’s Medium yapmak i¢in, yukaridaki ¢ozeltinin 800 ml’sine steril

edilmis 200 ml dipotasyum hidrojenfosfsat (10% wi/v) eklendi.

% 10’luk KoHPO4 Cozeltisi:

Bu ¢6zelti, Stevenson’s besiyeri hazirlanirken kullanilmastir.

K2HPO4 10 g
Saf su 100 ml

1X Stevenson’s Medium yapmak i¢in, 10X SM’nin 100 ml’si 900 ml steril erimis
agara (% 1.5, w/v) ilave edildi. SM1 igin D(+) Sorbitol (% 1w/v) hazirland:.

Stevenson’s agar medium (1x) +D-sorbitol (% 1, w/v) + neomycin sulphate (4 pg/ml).

5. (SM2) Stevenson’s Medium Hazirlanmasi:

67 g Yeast Nitrogen Base ve 100 mg Casamino Acid, 1 litre ddH20’da ¢6ziiniir ve

¢ozelti 0.22 um nitrocellulose filtreden gegirilerek sterilizasyon saglanir.

10X Stevenson’s Medium yapmak i¢in, yukaridaki ¢ozeltinin 800 ml’sine steril
edilmis 200 ml dipotasyum hidrojenfosfsat(% 10, w/v) eklendi.

1X Stevenson’s Medium yapmak i¢in, 10X SM’nin 100 ml’si 900 ml steril erimis
agara (% 1.5, w/v) ilave edildi. SM2 i¢in D(+) Melezitose (% 1w/v) hazirland:.

Stevenson’s agar medium (1x) +D-melezitose (% 1, w/v) + neomycin sulphate (4

pg/ml).



EK-1 (Devam): Segici izolasyon Besiyerleri

6. SM3 Medium-Gauze’s medium (Tan ve ark., 2006)

SM3 Medium Antibiyotikler
Glikoz 109
Pepton 59 Rifampicin(5pg/ml?)
Tripton 39 Nystatin (50ug/ml?)
Agar 159 Nalidixic acid(10pg/ml™?)
ddH;0 1000 ml
pH 72

7. Nocardia Agar (Sanglier ve ark., 1992)

Antibiyotikler

Nocardia Medium
Casamino asit 20 ¢
Soluble starch 209
Yeast extract 49

Agar 15¢g
ddH:0 1000 ml
pH 7.2

Rifampicin(5pg/ml™)
Nystatin (50ug/ml?)

8. R2A Agar (Reasoner ve Geldreich, 1985)

R2A Medium Antibiyotikler
Yeast 0,59
Pepton 0,59
Casamino asit 0,59
Glikoz 0,59
i Nyt S
: Cycloheximide(50pug/ml)

K2HPO4 0,39
MgSO,.7H,0O 0,59
Agar 159

ddH.O 1000ml
pH 7.2
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EK-1 (Devam): Segici izolasyon Besiyerleri

9. Starch-Casein Agar (Kiister ve Williams, 1964)

10.

Antibiyotikler

Starch-Casein Medium
Starch 10g
Casein 1g

K2HPO,4 29
CaCO; 0.02g
KNOs 29

NaCl 29
MgS04.7H;0 0.05g
FeSO. 0.01g
Agar 15¢
ddH>0 1000ml
pH 7.2

Nystatin (50pg/ml™)
Nalidixic acid(10pg/ml?)

NBRC Medium 802 (Hamada ve ark., 2009)

NBRCMedium Antibiyotikler
Polypeptone 10g
Yeast 29
MgS04.7H,0 1g
Cycloheximide(50pg/ml)

Agar 159

ddH>0 1000ml
pH 7,0
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EK-2 KULTUR ORTAMLARI

Bennett’s Agar (Jones, 1949)

Gliserol 10g
Yeast extract (Lab M) 1lg
Lab-lemco (Merck) 08¢
Bacto-casitone (Difco) 29
Trace salts solution 1ml
Agar 15¢g
ddH:0 1000 ml
pH: 7.2-7.3
Nutrient Agar
Nutrient broth 48 g
ddH:0 1000 ml
Agar 189
Triptik Soy Agar (TSA)
Triptik soy broth 309
ddH:0 1000 ml
Agar 18 ¢

Czapek’s Agar (Medium 130, DSMZ Katolog; Waksman, 1950)

Siikroz 304g
FeSQO4. 7TH20 0.01g
KCI 05¢g
KQHPOA 1 g
MgSO4. 7TH.O 05¢g
NaN03 3 g
ddH>0 1000 ml
Agar 18 ¢

pH 7.2-7.3
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EK-2 (Devam): Kiiltiir Ortamlar1

Yeast Extract-Malt Extract Agar (ISP 2) (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Glukoz 49
Bacto-Yeast Extract (Difco) 49
Bacto-Malt Extract (Difco) 10¢g
Agar 159
ddH:0 1000 ml
pH 7.2
Oatmeal Agar (ISP 3) (Shirling ve Gottlieb, 1966)
Oatmeal 20 g
Trace salt solution 1ml
Agar 15¢g
ddH:0O 1000 ml
pH 7.2
inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) (Shirling veGottlieb, 1966)

Coziinir Nisasta (Soluble Starch, BDH) 10¢g
K2HPO4 1g
MgSO.. 7TH.O 1lg
NaCl 1lg
(NH4)2S04 29
CaCOs3 39
Trace Salt Solution 1ml
Agar 15¢
ddH>0 1000 ml
pH 7.2
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EK-2 (Devam): Kiiltiir Ortamlar1

Pepton-Yeast Extract Iron Agar (ISP 6) (Shirling ve Gottlieb, 1966)

Pepton-Iron Agar 369
Yeast extract 1lg
ddH-0O 1000 ml
Gliserol-asparajin Agar (ISP 5) (Pridham ve ark., 1958)
L-asparajin 1lg
Gliserol 10¢g
K2HPO4 1lg
Trace salts solution 1ml
Agar 209
ddH:0 1000 ml
pH 7.2
Tyrosine Agar (ISP 7) (Shirling ve Gottlieb, 1966)
Gliserol 15¢g
L-tyrosine (Difco) 05¢g
L-asparagine (Difco) 1lg
K2HPO, 05¢g
MgSO.. 7TH.O 05¢g
NaCl 05¢g
FeSO4. 7H,0 0.01g
Trace salts solution 1ml
Agar 15¢
ddH-0O 1000 ml
pH: 7.2
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EK-2 (Devam): Kiiltiir Ortamlar1

N-Z-Amine Agar (Medium 554, DSMZ Katolog)

Glikoz 10¢
Nisasta 209
Yeast extract 59
N-Z-Amine 50
CaCOs 19
ddH:0 1000 ml
Agar 189
pH 7.2
GPHF Agar (Medium 553, DSMZ Katolog)
Glikoz 10¢
Peptone from Casein 59
Yeast extract (Oxoid) 59
Beef extract (Oxoid) 50
CaCl..2H20 0.74¢g
ddH:0 1000 ml
Agar 159
pH 7.2
Azot Kaynagi Kullanim Ortam ( Williams ve ark., 1983)
Glikoz 109
MgSO.. 7H,0 054
NaCl 059
FeSO.. 7H.0 0,01g
K2HPO, 1lg
Saf su 1000 ml
Agar 109
pH: 7.4
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EK-2 (Devam): Kiiltiir Ortamlar1

Karbon Kayna@ Kullanim Ortam (Shirling ve Gottlieb, 1966)

(NH4)2S0, 2,649
KH2PO4 2,389
K2HPO, 5,659
MgSOq. 7H.0 19
Pridham ve Gottlieb’s Trace Salts Solution 1ml
Saf su 1000 ml
Agar 15¢g
pH: 6,8-7,0

% 0,5’ lik Nutrient Agar (Williams ve ark., 1983)
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Antimikrobiyal aktivite testinde, test patojeni olarak kullanilan organizmalarin

gelismeleri i¢in kullanilan kiiltiir ortamidir.

Nutrient agar (Oxoid)

5¢

Saf su

1000 ml

Degredasyon Testi Ortamlar:

Adenin (% 0,5, w/v), elastin (% 0,3, w/v), kazein (% 1,0, w/v), hipoksantin (% 0,4,
wi/v), guanin (% 0,05, w/v), L-tirozin (% 0,5, w/v), ksantin (% 0,4, w/v), xylan (% 0,4,

w/v) ve jelatin (% 0,4, w/v) degredasyonu igin bazal ortam olarak Bennett’s Agar
(Jones, 1949) kullanildi. Her bir madde tindalizasyon ile steril edildikten sonra
otoklavla 121 °C’de 15 dk. steril edilmis olan Bennett’s Agar ortamina aseptik olarak
kosularda ilave edildi.

Tween80 (Polysorbate-80; % 1, w/v) degredasyonu igin Nash ve Krent (1991)

pepton agar bazal ortami1 kullanildi. Tindalizasyon ile steril edilmis Tween80 maddesi,
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otoklavla steril edilmis bazal ortama (Nash ve Krent, 1991) aseptik kosullar da ilave

edildi.

Tween-20, Tween-80 degredasyonu (Nash ve Krent, 1991)

Pepton Agar
Pepton 109
Yeast Extract 59
NaCl 5¢
Glikoz 19
Saf su 1000 ml
Agar 159
pH 75
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EK-3 COZELTILERIN BIiLESiMi

Cycloheximide Stok Soliisyonu (50 pg/ml konsantrasyonunda)

Cycloheximide (50 pg/ml) funguslarin besiyeri icerisinde liremesini engellemek icin
katilmistir. 100 ml saf su igerisinde 2 g cycloheximide ¢6ziildii. Cycloheximide
cozeltisi steril bir enjektore cekildi ve dnceden otoklav edilmis bos siseye aseptik

kosullarda membran filtreden gegirilerek aktarildi.
Nystatin Stok Soliisyonu (50 pg/ml konsantrasyonunda)

Nystatin (50 pg/ml) izolasyon besiyerlerine istenmeyen bazi mikroorganizmalarinin
tiremesini engellemek i¢in katilmistir.100 ml saf su igerisinde 2 g nystatin ¢oziildii.
Nystatin ¢ozeltisi, steril bir enjektore ¢ekildi ve onceden otoklav edilmis bos siseye

aseptik kosullarda membran filtreden gecirilerek aktarildi.
Rifampicin Stok Soliisyonu (5 pg/ml konsantrasyonunda)

Rifampicin (0.5 pg/ml), nigasta-kazein agar (Kiister ve Williams, 1964) izolasyon
ortamina istenmeyen bazi mikroorganizmalarinin {iremesini engellemek igin
konulmustur.100 ml saf su icerisinde 0.2 g rifampicin ¢6ziildli. Rifampicin ¢ozeltisi,
steril bir enjektore ¢ekildi ve dnceden otoklav edilmis bos siseye aseptik kosullarda

membran filtreden gecirilerek aktarildi.
Nalidixic Acid Stok Soliisyonu (10 pg/ml konsantrasyonunda)

Nalidixic asit (10 pg/ml) istenmeyen mikroorganizmalarin besiyeri igerisinde
tiremesini engellemek icin katilmistir. 100 ml saf su igerisinde 0.4 g cycloheximide
¢oziildii. Nalidixic asit ¢cozeltisi steril bir enjektore ¢ekildi ve dnceden otoklav edilmis

bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden geg¢irilerek aktarildi.
Neomycin Siilfat Stok Soliisyonu (4 ng/ml konsantrasyonunda)

Neomycin siilfat(4 pg/ml) istenmeyen mikroorganizmalarin besiyeri igerisinde
tiremesini engellemek icin katilmistir. 100 ml saf su igerisinde 0.16 g cycloheximide
¢oOziildii. Neomycin siilfat ¢ozeltisi steril bir enjektére cekildi ve dnceden otoklav

edilmis bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden gegcirilerek aktarildi.
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Ringer Cozeltisi:

Ringer ¢ozeltisi (Oxoid) 1 tablet

ddH:0 500 ml
K2HPO4 Cozeltisi:

KzHPO, 209

ddH:0 100 ml

Gliserol Stok Cozeltisi (Wellingtion ve Williams, 1978)

Gliserol 25 ml
ddH.0 75 ml

Trace Salt Solution (Shirling ve Gottlieb, 1966)

FeSO.. 7TH.0 01g
MnCl,. 4H,0 01g
ZnS04. 7TH0 01g
ddH:0 100 ml

Pridham ve Gottlieb’s Trace Salts Solution ( Shirling ve Gottlieb, 1966)

CuSO4. 5H,0 0.64 g
FeSO,. 7H,0 0.11g
MnCl,. 4H,0 0.79g
ZnSOs. 7THz0 0.15g
ddH.0 100 ml

0.5MEDTA, pH: 8

EDTA(Merck) 186.1¢g

ddH.0 1000 ml
1M Tris, pH: 8

Tris (Merck) 121.1g

ddH0 1000 ml




TE tamponu, pH: 8

0.5 M EDTA, pH 8 (Merck) 2mil
1M Tris, pH: 8 10 ml
ddH:0 1000 ml
Lizozim (50 pg/ml)
Lizozim (Sigma) 500 mg
Tris, 1 mM EDTA, pH 8) 10 ml
Proteinaz K (2 mg/ml)
Proteinaz K (AppliChem) 2mg
TE tamponu 10 ml
7.5 M Amonyum asetat
Amonyum asetat (AppliChem) 57.81¢g
ddH-0 100 ml
Guanidin thiosiyanat soliisyonu
Guanidine thiosiyanat (AppliChem) 60 g
ddH0 (otoklav edilmis) 20 ml
0.5 M EDTA, pH: 8 20 ml
Kloroform-izo-amil alkol (24:1 v/v)
Kloroform (Merck) 24 ml
Izo-amil alkol (Merck) 1mi
% 70’lik etanol
% 100°1iik alkol 70 ml
ddH0 (otoklav edilmis) 30 ml
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RNAaz (10 mg/ml)

RNAaz (AppliChem) 10 mg
TE tamponu 10 mi
8 M LiCl2
LiCl, (Merck) 33.912¢g
ddH:0 100 ml
TBE Tamponu (Tris-Borik asit-EDTA; 10x, pH 8)
Tris 121.10¢g
Borik asit (Merck) 61.83¢g
EDTA (susuz) 5849
ddH:0 1000 ml
1XTBE, pH: 8
10XTBE tamponu 50 ml
ddH:0 450 ml
Etidyum Bromiir (10 mg/ml stok)
Etidyum bromiir (Sigma) 100 mg
ddH:0 10 mi
Brom fenol mavisi (Yiikleme Tamponu)
Brom fenol mavisi (AppliChem) 40 mg
Gliserol 5ml
0.5 M EDTA 1.5ml
ddH:0 3.5ml
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EK-4: Yeni Tiir Olma ihtimali Bulunan izolatlarin Niikleotit Dizileri

>Streptomyces sp.YC306 izolatinin 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGATCCGGTTTCGGCCGG
GGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGA
AACGGGGTCTAATACCGGATAGTACCTTCGGGCGCATGCCTGTTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCA
GGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCC
GGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTC
GGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGCCTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGA
TACGGGCAGGCTGGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATA
TCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGC
GGCATTCCACGTCGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACG
CAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCGTGGAGACACGGTCCCCCTTGT
GGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGCTCTTCGGGGTGGTGGGGACTCACGGGAGACT
GCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTG
CACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGC
CGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT
CAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGT
AACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTG
GGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGC

>Streptomyces sp.YC306 izolatinin atpD gen bolgesi niikleotit dizileri

CCCCTTCGACCAGCTCGAAGCCAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGTCTGAAGGTCGTCGACCTGCT
CACCCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGCCTGTTCGGCGGCGCGGGCGTCGGCAAGACCGTGCT
CATCCAAGAGATGATCATGCGTGTGGCCAAGCTGCACGAGGGCGTCTCGGTGTTCGCCGGCGTCGG
CGAGCGCACCCGTGAGGGCAACGACCTCATCGCGGAGATGGCCGAGTCCGGCGTGCTGCCGCAGAC
CGCGCTGGTCTTCGGGCAGATGGACGAGCCGCCGGGCACCCGGCTGCGCGTCGCGCTGGCCGGTCT
GACGATGGCGGAGTACTTCCGCGACGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTT
CCGCTTCACCCAGGCCGGCTCCGAGGTCTCCACCCTGCTGGGCCGCATGCCCTCCGCGGTGGGCTAC
CAGCCGAACCTGGCGGACGAGATGGGTCTGCTC

>Streptomyces sp.YC306 izolatinin gyrB gen bolgesi niikleotit dizileri

TCTGCACGGCGTCGGCGTCTCGGTCGTGAACGCGCTCTCGACCCGCCTGTCGGTGGAGGTCAAGAC
CGACGGCCACCGCTGGACGCAGGACTACAAGCTGGGCATCCCGACCGAGCCGCTGGCGCAGAACG
AGGCGACGGACGAGACCGGCACCACGGTCACGTTCTGGGCGGACGGCGACGTCTTCGAGACGACG
GACTACTCGTTCGAGACGCTGTCCCGCCGCTTCCAGGAGATGGCGTTCCTCAACAAGGGCCTGACC
ATCTCGCTGACCGACGAGCGGGCGGCGGCGAAGCAGACCTCCGGCGCGGACA-----CCGCGGGCG-
ACGAGGACGAGGACAAGGCGCGCAGCGTCACGTACCACTACGAGGGCGGCATCTCCGACTTCGTAC
GCCACCTGAACTCGCGCAA

>Streptomyces sp.YC306 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GACGTGGCACTCGGCGTGGGGGGCCTGCCGCGCGGCCGCGTGGTGGAGGTGTACGGCCCGGAGTCC
TCCGGCAAGACGACCCTGACGCTGCACGCGGTGGCCAACGCGCAGCGGGCCGGCGGCACCGTAGC
GTTCATCGACGCGGAGCACGCCCTCGACCCGGAGTACGCGAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACTC
CCTCATCCTCTCCCAGCCCGACAACGGCGAACAGGCGCTGGAGATCGCGGACATGCTCGTCCGCTC
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CGGCGCGCTCGACCTGATCGTCATCGACTCGGTCGCGGCCCTCGTGCCGCGCGCGGAGATCGAGGG
CGAGATGGGCGACTCCCACGTCGGCCTGCAGGCCCGGCTGATGAGCCAGGCCCTGCGGAAGATCAC
CAGCGCGCTGAACCAGTCGAAGACCACCGCGATCTTCATCAACCAGCTGCGCGAGAAGATCGGCGT
GATGTTCGGCTCGCCCGAGACCACCACCGGAGGCAAGGCGCTG

>Streptomyces sp.YC306 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GACGTGGCACTCGGCGTGGGGGGCCTGCCGCGCGGCCGCGTGGTGGAGGTGTACGGCCCGGAGTCC
TCCGGCAAGACGACCCTGACGCTGCACGCGGTGGCCAACGCGCAGCGGGCCGGCGGCACCGTAGC
GTTCATCGACGCGGAGCACGCCCTCGACCCGGAGTACGCGAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACTC
CCTCATCCTCTCCCAGCCCGACAACGGCGAACAGGCGCTGGAGATCGCGGACATGCTCGTCCGCTC
CGGCGCGCTCGACCTGATCGTCATCGACTCGGTCGCGGCCCTCGTGCCGCGCGCGGAGATCGAGGG
CGAGATGGGCGACTCCCACGTCGGCCTGCAGGCCCGGCTGATGAGCCAGGCCCTGCGGAAGATCAC
CAGCGCGCTGAACCAGTCGAAGACCACCGCGATCTTCATCAACCAGCTGCGCGAGAAGATCGGCGT
GATGTTCGGCTCGCCCGAGACCACCACCGGAGGCAAGGCGCTG

>Streptomyces sp.YC306 izolatinin rpoB gen bdlgesi niikleotit dizileri

GGCCCGAACATCGGCCTGATCGGCTCGCTCGCCTCGTACGGCCGGGTGAACGCGTTCGGCTTCATCG
AGACCCCGTACCGCAAGGTCGTCGACGGCGTCGTCACCGACGACGTGGACTACCTGACGGCCGACG
AGGAGGACCGCTTCGTCATCGCGCAGGCCAACGCGCCGCTGACGAACGACCTGCACTTCGCCGAGA
ACCGCGTCCTGGTCCGCCGCCGCGGCGGCGAGGTCGACTACATCCCCGGCGACGACGTCGACTACA
TGGACGTCTCGCCGCGCCAGATGGTGTCGGTCGCGACCGCGATGATCCCGTTCCTGGAGCACGACG
ACGCCAACCGCGCGCTCATGGGCTCGAACATGATGCGCCAGGCCGTGCCGCTGATCCGGGCCGAGG
CCCCGCTCGTCGGCACCGGCATGGAGTACCGCTGCGCGGTCGACGCCGGCGACGTCATCAAGGCCG
AGAAGGACGGCGTGGTCCAGGAGGTCTCCGCGGACTACGTCACCGTCGCCAACGACGACGGCACCT
ACACCACGTAC

>Streptomyces sp.YC306 izolatinin trpB gen bolgesi niikleotit dizileri

CAGCACGGCGTGGCCACCGCCACCGCCTGCGCCCTCCTCGGCCTGGAGTGCACCGTCTACATGGGC
GAGATCGACACCGAGCGGCAGGCGCTCAACGTCGCCCGCATGCGGATCCTGGGCGCCGAGGTCGTC
CCGGTGACGTCCGGCAGCCGCACCCTGAAGGACGCCATCAACGAGGCGTTCCGCGACTGGGTCGCC
AACGTCGAGCACACCCACTACCTCTTCGGCACGGTCGCGGGGCCGCACCCCTTCCCCGCGCTCGTCC
GGGACTTCCACCGGGTCATCGGCATCGAGGCCCGGCAGCAGCTGCTCGACCGCACCGGCCGGATGC
CCGACGCGGCCGTCGCCTGCGTCGGCGGCGGCTCCAACGCCATCGGCCTCTTCCACGCCTTCCTGCC
CCACCCCGCCGTGCGCCTCGTCGGCTGCGAGCCCGCCGGGCACGGCCTGACCAGCGGCGAGCACGC
CGCGACCCTCAGCCTCGGCGACCCCGGGATCCTGCACGGCTCCCGGTCGTACGTGCTGCAGGACGA
GGACGGCCAGATCACCGAGCCGTACTCGATCTCCGCCGGCC

>Streptomyces sp.YC419izolatinin16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

TCAGGACGAACGGCGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGAT
TAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACG
GGGTCTAATACCGGATAATACTTCCATTCTCCTGAGTGGAGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGAT
GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCC
TGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCCCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAG
CTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATAC
GGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCA
GGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG
GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAAC
ATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAA
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CGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACGCCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGT
CGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAACCTCTTCGGAGGGTTGGGGACTCACGGGAGACCGCC
GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAC
ACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCG
GTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCA
GCAGTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTA
ACACCCGAAGCCCGTGGCCCAACCAGCTTGTCTGGAGGGAGCGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTG
GGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCG

>Streptomyces sp.YC419 izolatinin atpD gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCTTCGACCAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACGGGCCTGAAGGTCGTCGACCTTCT
CACCCCGTACGTACGAGGCGGCAAGATCGGTCTGTTCGGTGGCGCCGGTGTCGGCAAGACCGTGCT
GATCCAGGAAATGATCATGCGTGTGGCCAAGCTGCACGAGGGCGTTTCCGTCTTCGCCGGCGTCGG
TGAGCGCACCCGTGAGGGCAACGACCTCATCGACGAGATGACCGAGTCCGGCGTGCTGGACAAGA
CCGCGCTGGTCTTCGGCCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTGGCCGGTC
TGACCATGGCGGAGTACTTCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTT
CCGCTTCACCCAGGCCGGTTCCGAGGTGTCGACCCTGCTCGGCCGCATGCCGTCCGCGGTGGGCTAC
CAGCCCAACCTCGCGGACGAGATGGGCCAGCTC

>Streptomyces sp.YC419 izolatinin gyrB gen bolgesi niikleotit dizileri

TCTGCACGGCGTGGGTGTCTCCGTCGTGAACGCCCTGTCGAGCAAGGTCTCCGTCGAGATCAAGAC
CGACGGTTATCGCTGGACGCAGGACTACAAGTTGGGGGTCCCGACGGCCCCGCTTGCCAAGCACGA
GGCCACGGACGAGCACGGCACCACGGTCACCTTCTGGGCCGACCCGGACATCTTCGAGACCACCGA
GTACTCCTTCGAGACGCTCTCGCGGCGTTTCCAGGAGATGGCGTTCCTCAACAAGGGGCTGAGGAT
CAACCTCACCGACGAGCGCGAGTCGGCGAAGGCCACAGCCGGGGCGGACGAGGCGGGCGAGGACG
AGAAGCACGAGGTCAAAAGCGTCTCGTACCACTACGAGGGCGGCATCGTCGATTTCGTGAAGTACC
TCAACTCCCGCAA

>Streptomyces sp.YC419 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GACGTAGCGCTCGGCGTCGGCGGCATCCCGCGCGGCCGAGTGGTGGAGGTGTACGGACCGGAATCC
TCCGGCAAGACGACCCTGACCCTGCACGCGGTGGCGAACGCGCAGAAGGCCGGCGGTCAGGTGGC
GTTCGTGGACGCGGAACACGCCCTCGACCCCGAGTACGCGAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACAA
CCTGATCCTGTCCCAGCCGGACAACGGCGAGCAGGCCCTGGAAATCGTGGACATGCTCGTCCGCTC
CGGCGCCCTCGACCTCATCGTCATCGACTCCGTCGCCGCCCTCGTGCCGCGCGCGGAGATCGAGGG
CGAAATGGGCGACTCACACGTGGGCCTCCAGGCCCGCCTGATGAGCCAGGCCCTCCGGAAGATCAC
CAGCGCACTCAACCAGTCCAAGACCACCGCGATCTTCATCAACCAGCTGCGCGAGAAGATCGGCGT
GATGTTCGGCTCCCCGGAGACCACGACCGGTGGC-CGGGCGCTG

>Streptomyces sp.YC419 izolatinin rpoB gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCCGAACATCGGCCTGATCGGCTCGCTCGCCTCGTACGGCCGGGTCAACGCGTTCGGCTTCGTCG
AGACGCCGTACCGCCGGGTCACCGACGGTTTCGTCACCGACGAGGTCGACTACCTGACCGCCGACG
AGGAAGACCGCTTCGTCATCGCGCAGGCCAACGCGCCGCTGTCGGACGACATGCGGTTCGAGGAGT
CCCGCGTGCTGGTTCGCCGCCGTGGTGGCGAGGTCGACTACGTCCCCGGTGACGACGTCGACTACA
TGGACGTCTCCCCGCGCCAGATGGTGTCGGTCGCGACCGCCATGATCCCGTTCCTCGAGCACGACG
ACGCCAACCGTGCCCTCATGGGCGCGAACATGATGCGTCAGGCCGTGCCGCTGATCACCGCCGAGG
CCCCCCTCGTCGGTACGGGCATGGAGTACCGCTGCGCCGTCGACGCCGGTGACGTCATCAAGGCCG
AGAAGGCGGGTGTGGTCCAGGAGGTCTCCGCGGACTACGTCACGGTCGCCAACGACGACGGCACGT
ACACCACGTAC
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>Streptomyces sp.YC419 izolatinin trpB gen bolgesi niikleotit dizileri

CAGCACGGCGTCGCGACCGCCACCGCCTGCGCGCTCTTCGGCCTCGAGTGCACCATCTACATGGGC
GAGATCGACACCCAGCGGCAGGCCCTCAACGTCGCCCGGATGCGCATGCTCGGCGCCGAGGTCATC
GCCGTGAAGTCCGGCAGCCGGACCCTCAAGGACGCCATCAACGAGGCGTTCCGCGACTGGGTCGCC
AACGTCGAGCACACGCACTACCTGTTCGGGACCGTGGCAGGCCCGCATCCCTTCCCCGCGATGGTG
CGCGACTTCCACCGCGTCATCGGCGTCGAGGCCAGGCGGCAACTCCTGGAGCGCGCCGGACGCCTC
CCCGACGCAGCCATCGCCTGCGTCGGCGGTGGCTCGAACGCCATCGGCCTGTTCCACGCGTTCATCC
CCGACACGGACGTACGCCTCATCGGCTGCGAACCGGCCGGCCACGGCGTCGAGACCGGCGAGCAC
GCGGCCACCCTCACCGCCGGTGAGCCGGGCATCCTGCACGGTTCGAGGAGTTACGTACTCCAGGAC
GAGGAAGGCCAGATCACCGAGCCGTACTCGATCTCGGCCGGGC

>Streptomyces sp.YC504izolatinin 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

CAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGA
TTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAAC
GGGGTCTAATACCGGATAACACCTGCTGCCTCATGGCAGCAGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGA
TGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGC
CTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGG
GTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGA
GCTCGTAGGCGGCCAGTCGCGTCGGGTGTGAAAGACCGGGGCTTAACCCCGGTTCTGCATTCGATA
CGGGCTGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATC
AGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGA
CATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCACCCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGG
TCGGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAACTCCTTCGGAGTGTTGGGGACTCACGGGAGACCGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA
CACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCG
GTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCA
GCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTA
ACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACCAGCGATTGG
GACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGGT

>Streptomyces sp.YC504 izolatiin atpD gen bolgesi niikleotit dizileri

GAACTTCGACGAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCGTCAAGGTCATCGACCTTCT
CACCCCGTACGTCAAGGGTGGAAAGATCGGCCTGTTCGGCGGTGCCGGCGTCGGCAAGACGGTGCT
CATCCAGGAGATGATCTACCGCGTCGCCAACAACCACGACGGTGTCTCCGTGTTCGCCGGTGTCGGT
GAGCGCACCCGTGAGGGCAACGACCTCATCGAGGAGATGTCGGAGTCCGGCGTCATCGACAAGAC
CGCGCTTGTGTTCGGTCAGATGGATGAGCCGCCGGGCACCCGTCTTCGCGTGGCCCTTGCCGGTCTG
ACCATGGCGGAGTACTTCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTCC
GCTTCACGCAGGCCGGTTCCGAGGTCTCGACCCTGCTCGGCCGTATGCCCTCCGCGGTGGGCTACCA
GCCGAACCTGGCCGACGAGATGGGTCTCCTC

>Streptomyces sp.YC504 izolatinin gyrB gen bolgesi niikleotit dizileri

TCTGCACGGTGTCGGCGTCTCCGTGGTGAACGCGCTGTCGTCCAAGCTCTCCGTCGAGATCAGGACC
GACGGGCACCGCTGGACGCAGGACTACAAGGCGGGCGCCCCGACCGCGCCGCTGGAGCGCCACGA
GGCCACGACGGACTCCGGCACGTCGGTCACGTTCTGGGCCGACAGCGACATCTTCGAGACCACCGA
GTACTCCTTCGAGACGCTGTCGCGGCGCTTCCAGGAGATGGCCTTCCTCAACAAGGGCCTGACGATC
AAGCTCACCGACGAGCGCGAGTCGGCGAAGGCCGTGACCGGCGCGGACACCGCCGACGCCGCGGA
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CGACGGCCAGGCCATGTCGGTCACGTACCACTACGAAGGCGGCATCGTCGACTTCGTGAAGTACCT
CAACTCGCGCAA

>Streptomyces sp.YC504 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GACGTCGCGCTCGGCGTCGGCGGCATCCCGCGCGGCCGTGTCGTGGAGGTGTACGGACCGGAGTCC
TCCGGTAAGACGACCCTCACGCTGCACGCGGTGGCCAACGCCCAGCGGGCCGGCGGCCAGGTCGLG
TTCATCGACGCGGAGCACGCGCTCGACCCGGAGTACGCCAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACAAC
CTCATCCTGTCCCAGCCGGACAACGGTGAGCAGGCCCTCGAGATCGTCGACATGCTGGTCCGCTCC
GGCGCCCTCGACCTCATCGTCATCGACTCCGTCGCCGCGCTCGTGCCGCGTGCGGAGATCGAGGGC
GAGATGGGCGACAGCCACGTGGGTCTGCAGGCCCGTCTGATGTCCCAGGCGCTGCGGAAGATCACC
TCGGCGCTCAACCAGTCCAAGACCACGGCGATCTTCATCAACCAGCTGCGCGAGAAGATCGGCGTG
ATGTTCGGCTCGCCGGAGACCACGACCGGTGGCCGCGCGCLTC

>Streptomyces sp.YC504 izolatinin rpoB gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCCGAACATCGGCCTGATCGGCTCGCTCGCTTCGTACGGCCGCATCAACCCGTTCGGTTTCATCG
AGACGCCGTACCGCAAGGTTGTCGACGGCATCGTCACCGACGACGTCGACTACCTCACGGCCGACG
AGGAGGACCGATTCGTCATCGCGCAGGCCAATGCGCCGCTGACGGACGACTTCCACTTCGAGGAGT
CCCGCGTTCTGGTCCGCCGTCGTGGCGGCGAGATCGACTACATCCCGGGCGACGACGTCGACTACA
TGGACGTCTCGCCGCGCCAGATGGTGTCGGTCGCGACCGCGATGATCCCGTTCCTCGAGCACGACG
ACGCCAACCGCGCGCTCATGGGCTCCAACATGATGCGCCAGGCCGTCCCGCTGATTAAGGCGGAGG
CGCCGCTGGTCGGCACCGGCATGGAGTACCGCTGTGCGGTCGACGCCGGTGACGTCATCAAGGCCG
AGAAGGACGGTGTCGTCCAGGAGGTCTCCGCCGACTACGTGACGGTGGCCAACGACGACGGCACGT
ACACCACGTAC

>Streptomyces sp.YC504 izolatinin trpB gen bolgesi niikleotit dizileri

CAGCACGGTGTCGCCACCGCCACCGCCTGTGCGCTCTTCGGCCTCGAATGCACCATCTACATGGGCG
AGATCGACACCCAGCGCCAGGCCCTGAACGTCGCCCGCATGCGGATGCTCGGCGCCGAGGTCATCG
CCGTGAAGTCCGGGTCGCGCACGCTCAAGGACGCGGTGAACGAGGCCTTCCGCGCCTGGGTCGCCA
ACGTCGAGGACACCCACTACCTGTTCGGTACGGCCGCGGGTCCGCACCCGTTCCCGGCGATGGTGC
GCGACTTCCAGCGCGTCATCGGCGTCGAGGCACGCCGCCAAATCCTGGAGCGCGCGGGACGCCTGC
CCGACGCGGCCATCGCCTGCGTCGGCGGGGGCTCCAACGCGATCGGCCTCTTCCACGCCTTCCTCGA
CGACGCCGACGTACGGCTCATCGGCTGCGAGGCCGGCGGCCACGGCGTCGACTCCGGCGAGCACGC
GGCCACGCTCACCGCGGGCGACCCCGGCATCCTCCACGGCTCGCGCTCGTACGTGATCCAGGACGA
GGAAGGCCAGATCATCGAGCCGTACTCGATCTCGGCCGGCC

>Streptomyces sp.YC512izolatinin 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGATCCGGTTTCGGCCGGGG
ATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAA
CGGGGTCTAATACCGGATATTACCTTTGGGCGCATGCCTGGGGGTGGAAAGCTCTGGCGGTGCAGG
ATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGG
CCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCG
GGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
AGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGAT
ACGGGCAGGCTGGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATAT
CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCG
GCATTCCACGTCGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGC
AACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCCGTGGAGACACGGTCCCCCTTGTG
GTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
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CGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGCCTTTCGGGGTGGTGGGGACTCACGGGAGACTG
CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGC
ACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCC
GGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATC
AGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGT
AACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGG
ACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTG

>Streptomyces sp.YC512 izolatinin atpD gen bolgesi niikleotit dizileri

CCCCTTCGACCAGCTCGAAGCCAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGTCTGAAGGTCGTCGACCTGCT
CACCCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGCCTGTTCGGCGGTGCGGGCGTGGGCAAGACCGTGCT
CATCCAAGAGATGATCATGCGTGTGGCGAAGCTGCACGAGGGCGTCTCGGTGTTCGCCGGCGTCGG
CGAGCGCACCCGTGAGGGCAACGACCTCATCGCGGAGATGGCCGAGTCCGGCGTGCTGCCGCAGAC
CGCGCTGGTCTTCGGTCAGATGGACGAGCCGCCGGGCACTCGGCTGCGCGTCGCCCTGGCCGGTCT
CACGATGGCGGAGTACTTCCGCGACGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTT
CCGCTTCACCCAGGCCGGCTCGGAGGTCTCCACACTGCTGGGCCGCATGCCCTCCGCGGTGGGCTAC
CAGCCGAACCTCGCGGACGAGATGGGTCTGCTC

>Streptomyces sp.YC512 izolatinin gyrB gen bolgesi niikleotit dizileri

TCTGCACGGCGTCGGGGTCTCGGTCGTGAACGCGCTCTCGTCACGCCTGTCGGTGGAGGTCAGGAC
CGACGGCCACCGCTGGACGCAGGACTACAAGCTGGGCATCCCGACCGAGCCGCTGGCGCAGAACG
AGGCGACGGACGAGACCGGCACCACGGTCACGTTCTGGGCGGACGGCGACATCTTCGAGACGACG
GACAACTCGTTCGAGACGCTGTCGCGCCGCTTCCAGGAGATGGCGTTCCTCAACAAGGGCCTGACC
ATCTCGCTGACCGACGAGCGGGCGGCGGCGAAGCAGACCTCGGGCGCGGACA-----CCGCGGGLG-
ACGAGGACGAGGACAAGGCGCGCAGCGTCACCTACTACTACGAGGGCGGAATCTCCGACTTCGTAC
GCCACCTGAACTCGCGCAA

>Streptomyces sp.YC512 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GACGTGGCGCTCGGCGTGGGCGGCCTGCCGCGCGGCCGCGTGGTGGAGGTGTACGGCCCGGAGTCC
TCCGGCAAGACGACCCTGACGCTGCACGCGGTGGCCAACGCCCAGCGGGCCGGCGGCACGGTECGL
GTTCGTCGACGCGGAGCACGCCCTCGACCCGGAGTACGCGAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACTC
CCTCATCCTCTCCCAGCCCGACAACGGCGAACAGGCGCTGGAGATCGTGGACATGCTGGTCCGCTC
CGGCGCGCTCGACCTGATCGTCATCGACTCGGTCGCGGCCCTCGTCCCGCGCGCGGAGATCGAGGG
CGAGATGGGCGACTCGCACGTCGGCCTGCAGGCCCGGCTGATGAGCCAGGCCCTGCGGAAGATCAC
CAGCGCGCTGAACCAGTCGAAGACCACCGCGATCTTCATCAACCAGTTGCGCGAGAAGATCGGCGT
GATGTTCGGCTCGCCCGAGACCACCACCGGCGGCAAGGCGCTG

>Streptomyces sp.YC512 izolatinin rpoB gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCCGAACATCGGCCTGATCGGCTCGCTCGCCTCGTACGGCCGGGTCAACGCGTTCGGCTTCATCG
AGACCCCGTACCGCAAGGTCGTCGACGGCGTCGTCACCGACGACGTGGACTACCTGACGGCCGACG
AGGAGGACCGCTTCGTCATCGCGCAGGCCAACGCGCCGCTGACGAACGACCTGCACTTCGCCGAGA
ACCGCGTGCTGGTCCGCCGCCGCGGCGGCGAGGTCGACTACATCCCCGGCGACGACGTCGACTACA
TGGACGTCTCGCCGCGCCAGATGGTGTCGGTCGCCACCGCGATGATCCCCTTCCTGGAGCACGACG
ACGCCAACCGCGCGCTCATGGGCTCGAACATGATGCGCCAGGCCGTGCCGCTGATCCGGGCCGAGT
CCCCGCTCGTCGGCACCGGCATGGAGTACCGCTGCGCGGTCGACGCCGGTGACGTCATCAAGGCCG
AGAAGGACGGCGTGGTCCAGGAGGTCTCCGCGGACTACGTCACCGTCGCCAACGACGACGGCACCT
ACACCACGTAC
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>Streptomyces sp.YC512 izolatinin trpB gen bolgesi niikleotit dizileri

CAGCACGGCGTGGCCACCGCCACCGCCTGCGCCCTCCTCGGCCTGGAGTGCACCGTCTACATGGGC
GAGGTCGACACCGAGCGGCAGGCGCTCAACGTCGCCCGCATGCGGATCCTCGGCGCCGAGGTCGTC
CCGGTGAAGTCCGGCAGCCGCACGCTCAAGGACGCCATCAACGAGGCGTTCCGCGACTGGGTCGCC
AACGTCGAGCACACCCACTACCTCTTCGGCACGGTCGCGGGCCCGCACCCCTTCCCCGCGCTCGTAC
GCGACTTCCACCGCGTGATCGGCATCGAGGCCCGCCAGCAGTTGCTCGACCGCACGGGCCGGATGC
CCGACGCGGCCGTCGCCTGTGTCGGCGGCGGCTCCAACGCCATCGGCCTCTTCCACGCCTTCCTGCC
GCACCCCGCCGTGCGCCTCGTCGGCTGCGAGCCCGCCGGGCACGGCCTGACCAGCGGCGAGCACGL
CGCCACCCTCAGCCTCGGCACCCCCGGGATCCTGCACGGCTCCCGGTCGTACGTGCTGCAGGACGA
GGACGGCCAGATCACCGAGCCGTACTCGATCTCCGCCGGAC

>Streptomyces sp.YC532 izolatinin 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGA
TTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAAC
GGGGTCTAATACCGGATAACACCCGCCGAGGCATCTCGGTGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGCAGGA
TGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGC
CTGAGAAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCG
GGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
AGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCTCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATA
CGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATC
AGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGA
CATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGG
TCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA
CACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGAAGCCGTGAGGCGGAGCGAATCTCAAAAAGCC
GGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATC
AGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGT
AACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGG
GACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCT

>Streptomyces sp.YC532 izolatinin atpD gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCTTCGACCAGCTCGAGTCCAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCCTGAAGGTGGTCGACCTTCT
CACCCCGTACGTCAAGGGTGGAAAGATCGGTCTGTTCGGTGGTGCCGGTGTCGGCAAGACCGTGCT
GATCCAGGAAATGATCATGCGTGTCGCCAACCTCCACGAGGGCGTCTCCGTCTTCGCGGGTGTCGGT
GAGCGTACGCGTGAGGGCAACGACCTGATCGCGGAGATGGAGGAGTCCGGCGTCCTCGACAAGAC
CGCGCTGGTCTTCGGCCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTCGCCCTGGCCGGTCT
GACCATGGCGGAGTACTTCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTCTTCTTCATCGACAACATCTTC
CGGTTCACCCAGGCCGGTTCCGAGGTGTCCACCCTGCTCGGCCGTATGCCGTCCGCGGTGGGTTACC
AGCCGAACCTCGCCGACGAGATGGGTCTGCTC

>Streptomyces sp.YC532 izolatinin gyrB gen bolgesi niikleotit dizileri

TCTGCACGGCGTCGGCGTCTCCGTGGTCAACGCGCTGTCCACCAAGGTCTCCGTGGAGATCAAGCGT
GACGGCTACCGCTGGACGCAGGACTACAAGCTCGGTGTCCCCACCGCCCCCCTCGCCCGGCACGAG
GAGGTCGAGGACTCCGGCACGACCGTCACCTTCTGGGCGGACCCGGACGTCTTCGAGACCACCGAC
TACTCCTTCGAGACGCTCGCCCGGCGCTTCCAGGAGATGGCCTTCCTCAACAAGGGCCTGACCCTGA
CGCTGACCGACGAGCGCGAGTCGGCCAAGGCGACGATGAACGCCGACGACCCGGACGCCGAGGEG
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GCCGACGAGCAGCCGGCGCGGACGGTGAAGTACCACTACGAGGGCGGCATCGTCGACTTCGTGAA
GTACCTCAACTCCCGCAA

>Streptomyces sp.YC532 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GACGTCGCCCTCGGCGTCGGCGGCCTGCCGCGCGGCCGCGTGGTGGAGGTCTACGGCCCCGAGTCC
TCCGGCAAGACGACCCTGACCCTGCACGCCGTCGCCAACGCCCAGCGGGCCGGCGGCCAGGTGGEL
TTCGTGGACGCCGAGCACGCGCTCGACCCGGAGTACGCCAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACAAC
CTCATCCTCTCCCAGCCCGACAACGGCGAGCAGGCGCTCGAGATCGTGGACATGCTGGTCCGCTCC
GGCGCCCTCGACCTCATCGTCATCGACTCCGTGGCGGCCCTGGTGCCCCGTGCCGAGATCGAGGGC
GAGATGGGCGACTCCCACGTCGGCCTCCAGGCCCGGCTGATGAGCCAGGCGCTCCGCAAGATCACC
AGCGCGCTCAACCAGTCCAAGACCACCGCGATCTTCATCAACCAGCTCCGCGAGAAGATCGGTGTG
ATGTTCGGCTCGCCGGAGACCACGACCGGTGGCCGCGCGCLTC

>Streptomyces sp.YC532 izolatinin rpoB gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCCGAACATCGGTCTGATCGGTTCGCTCGCCTCGTACGGCCGGATCAACGCGTTCGGCTTCATCG
AGACGCCGTACCGCAAGGTCGTCGAGGGTGTCGTCACCGACGAGGTCGACTACCTCACCGCCGACG
AGGAGGACCGCTTCGTCATCGCGCAGGCCAACGCGCCGCTGACCGACGAGCTCCGGTTCGCCGAGT
CCCGCGTGCTGGTCCGCCGCCGTGGCGGCGAGGTCGACTACGTGCCCGGCACGGACGTCGACTACA
TGGACGTCTCGCCGCGCCAGATGGTGTCGGTCGCGACCGCCATGATCCCGTTCCTCGAGCACGACG
ACGCCAACCGTGCCCTCATGGGCGCGAACATGATGAGGCAGGCCGTGCCGCTCATCAAGTCCGAGG
CGCCGCTCGTGGGCACCGGCATGGAGTACCGCTGCGCCACCGACGCCGGCGACGTGCTCAAGGCCG
AGAAGGACGGTGTGGTCCAGGAGGTCTCCGCGGACTACATCACCATCGCCAACGACGACGGCACGT
ACACCACGTAC

>Streptomyces sp.YC532 izolatinin trpB gen bolgesi niikleotit dizileri

CAGCACGGTGTCGCCACCGCCACCGCCTGCGCGCTGTTCGGTCTCGAATGCACCGTCTACATGGGCG
AGATCGACACGCAGCGCCAGGCGCTCAACGTCGCCCGGATGCGCATGCTGGGCGCCGAGGTCGTCG
CGGTGAAGTCCGGCAGCCGCACCCTGAAGGACGCCATCAACGAGGCGTTCCGCGACTGGGTCGCCA
ACGTGGACCGCACCCACTACCTCTTCGGCACGGTCGCGGGCCCCCACCCCTTCCCCGCCATGGTGCG
CGACTTCCACCGGGTCATCGGCGTCGAGGCCAGGCGCCAGCTGCTGGAGCGGGCCGGACGGCLTTCC
CGACGCCGCCGTCGCCTGCGTCGGCGGCGGGTCGAACGCCATCGGCCTCTTCCACGCTTTCATCCCC
GACTCCGGCGTCCGCCTGATCGGCTGCGAGCCCGCCGGCCACGGCATCGGCACCGGTGAGCACGCG
GCCACCCTGACCGCGGGCGAACCGGGCATCCTGCACGGCTCCCGGTCCTACGTGCTCCAGGACGAC
GAGGGCCAGATCACCGAGCCCTACTCGATCTCGGCCGGCC

>Streptomyces sp.YC537izolatinin 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

AGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCGCTTCGGTGGTGGAT
TAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACG
GGGTCTAATACCGGATAACACTCCTGCCTGCATGGGCGGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGAT
GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCC
TGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGC
TCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACG
GGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCGACA
TTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT
AAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCGCCCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGCC
GGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
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AGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCC
GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAC
ACGTGCTACAATGGCAGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCTG
TCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTTGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAG
CATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAAC
ACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
GAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTG

>Streptomyces sp.YC537 izolatinin atpD gen bolgesi niikleotit dizileri

TGCCTTCGACCAGCTCGAGTCCAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCCTGAAGGTCGTCGACCTTCTC
ACCCCGTACGTCAAGGGTGGAAAGATCGGTCTGTTCGGTGGCGCGGGTGTGGGCAAGACCGTCCTC
ATCCAGGAAATGATCATGCGTGTGGCCAAGCTGCACGATGGTGTTTCCGTGTTCGCCGGTGTCGGCG
AGCGCACCCGTGAGGGCAACGACCTCATCGACGAGATGGAAGAGTCGGGCGTGCTCGACAAGACC
GCTCTCGTCTTCGGTCAGATGGATGAGCCGCCGGGCACGCGTCTTCGCGTCGCGCTCTCCGCGCTCA
CCATGGCGGAGTACTTCCGTGACGTGCAGAAGCAGGACGTTCTGCTCTTCATCGACAACATCTTCCG
CTTCACCCAGGCCGGTTCCGAGGTCTCCACGCTGCTCGGGCGCATGCCCTCCGCGGTGGGTTACCAG
CCGACCCTGGCGGACGAGATGGGTGTGCTC-

>Streptomyces sp.YC537 izolatinin gyrB gen bolgesi niikleotit dizileri

TCTGCACGGCGTCGGCGTCTCCGTGGTGAACGCGCTGTCGACCAAGCTCGCCGTCGACATCCGGAC
GGACGGCTACCGCTGGACGCAGGACTACAAGGGGGGCGCCCCGACCGCGCCGCTCGAGCGTCACG
AGGCCACCGACGAGACCGGTACGACGGTCACGTTCTGGGCCGACCCGGACATCTTCGAGACCACCG
AGTACTCCTTCGAGACGCTCTCGCGGCGCTTCCAGGAGATGGCCTTCCTCAACAAGGGCCTGACGAT
CCGGCTCACCGACGAGCGCGAGTCCGCCAAGGCCACCGCCGGCGCCGACTCCGCCGAGGGLC---GGC-
GACGACCAGGTCCGCACGGTCACGTACCACTACGAAGGCGGCATCGTCGACTTCGTGAAGTACCT—
CAACTCCCGCAA

>Streptomyces sp.YC537 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GACGTCGCGCTCGGCGTCGGCGGCATCCCGCGCGGCCGTGTGGTGGAGGTGTACGGACCGGAGTCC
TCCGGTAAGACGACCCTCACGCTGCACGCGGTGGCCAACGCGCAGAAGGCCGGCGGCCAGGTCGC
GTTCGTGGACGCGGAGCACGCCCTCGACCCGGAGTACGCGAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACAA
CCTCATCCTGTCCCAGCCGGACAACGGTGAGCAGGCTCTCGAGATCGTCGACATGCTGGTCCGCTCC
GGCGCGCTCGACCTCATCGTCATCGACTCCGTCGCAGCCCTCGTGCCGCGCGCGGAGATCGAGGGC
GAGATGGGTGACTCGCACGTGGGTCTCCAGGCCCGTCTGATGAGCCAGGCGCTCCGGAAGATCACC
AGCGCGCTCAACCAGTCCAAGACCACCGCGATCTTCATCAACCAGCTCCGCGAGAAGATCGGCGTG
ATGTTCGGCTCCCCCGAGACCACGACCGGTGGCCGGGCGCTG-

>Streptomyces sp.YC537 izolatinin rpoB gen bolgesi niikleotit dizileri

GGTCCCAACATCGGTCTCATCGGTTCGCTGGCCTCGTACGGCCGGATCAACCCGTTCGGCTTCATCG
AGACCCCGTACCGCAAGGTCGTCGAGGGTGTCGTCACCGATGACGTGGATTACCTCACGGCTGACG
AGGAGGACCGCTTCGTCATCGCGCAGGCCAACGCTCCGCTGACGAGCGACCTGCACTTCGCCGAGG
CTCGTGTGCTCGTTTGTCGTCGTGGCGGCGAGATCGACTACATCCCCGGTGACGACGTCGACTACAT
GGACGTCTCGCCGCGCCAGATGGTGTCGGTCGCGACCGCGATGATCCCGTTCCTCGAGCACGACGA
CGCCAACCGCGCGCTCATGGGCTCGAACATGATGCGCCAGGCCGTGCCGCTGCTGAAGGCGGAGTC
CCCGCTGGTCGGTACGGGCATGGAGTACCGCTGTGCGGTCGACGCCGGTGACGTCATCAAGGCCGA
GAAGGACGGTGTCGTCCAGGAGGTCTCCGCCGACTACGTGACGGTGGCCAACGACGACGGCACCTA
CACCACGTAC
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>Streptomyces sp.YC537 izolatinin trpBgen bolgesi niikleotit dizileri

CAGCACGGCGTCGCCACGGCCACCGCCTGCGCGCTGTTCGGCCTCGACTGCACCATCTACATGGGC
GAGATCGACACCGAGCGCCAGGCCCTCAACGTGGCCCGGATGCGGATGCTCGGCGCCGAGGTCGTC
GCCGTGAAGTCCGGCAGCCGCACCCTGAAGGACGCCATCAACGAGGCGTTCCGCGACTGGGTCGCC
AACGTCGACCGCACGCACTACCTCTTCGGCACCGTGGCCGGACCGCACCCCTTCCCCGCCATGGTGC
GCGACTTCCACCGCGTCATCGGCGTCGAGGCCCGCCGCCAGATCCTGGAGCGCGCCGGGCGGLTTC
CCGACGCCGCGGTCGCCTGCGTCGGCGGCGGCTCCAACGCCATCGGCCTCTTCCACGCCTTCATCCC
GGACGCCGGCGTACGCCTCGTCGGCTGCGAGCCCGCCGGGCACGGCATCGAGACCGGTGAGCACGC
CGCGACCCTGACCGCGGGCGAGCCGGGCATCCTGCACGGCTCCCGGTCGTACGTCCTGCAGGACGA
GGAGGGCCAGATCACCGAGCCGTACTCGATCTCGGCCGGGC

>Streptomyces sp.YC541lizolatinin 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTTTCGGGGTGGAT
TAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTTCGGGACAAGCCCTGGAAACG
GGGTCTAATACCGGATGATACTTCTGCCCGCATGGGTGGGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAGGGAT
GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGAGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCC
TGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGC
TCGTAGGCGGTCTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACG
GGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACA
TTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCT
AAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCGCCCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTC
GGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCAACCTCCTTCGGGAGGGTTGGGGACTCACAGGAGACTG
CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGC
ACACGTGCTACAATGGCAGGTACAATGAGCTGCGATGTCGCAAGGCGGAGCGAATCTCAAAAAGC
CTGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGAT
CAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGT
AACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTCACGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATT
GGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAA

>Streptomyces sp.YC541 izolatinin atpD gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCTTCGACCAGCTCGAGTCCAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCCTGAAGGTCGTCGACCTGCT
GACCCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGTCTGTTCGGTGGTGCCGGTGTCGGCAAGACCGTGCT
GATCCAGGAAATGATCATGCGTGTCGCCAACCTCCACGAGGGCGTCTCCGTCTTCGCGGGCGTCGG
TGAGCGCACCCGTGAGGGCAACGACCTCATCGCGGAGATGGAAGAGTCCGGCGTTCTCGACAAGAC
CGCCCTTGTCTTCGGTCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCGCTGGCCGGTCTG
ACCATGGCGGAGTACTTCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTCC
GCTTCACCCAGGCCGGTTCCGAGGTGTCCACCCTGCTCGGCCGTATGCCGTCCGCGGTGGGTTACCA
GCCGAACCTGGCCGACGAGATGGGTCAGCTC-

>Streptomyces sp.YC541 izolatinin gyrB gen bolgesi niikleotit dizileri

TCTGCACGGCGTCGGTGTCTCCGTCGTGAACGCCCTGTCCAGCAAGGTCGCCGTCGAGGTCAAGAC

CGACGGCTACCGCTGGACGCAGGACTACAAGCTGGGCGTCCCGACGGCTCCCCTGGCCAAGCACGA
GGCGACGCACGAGCACGGCACGTCGGTCACCTTCTGGGCCGACGCCGACATCTTCGAGACCACCGA
GTACTCCTTCGAGACGCTCTCGCGGCGCTTCCAGGAGATGGCGTTCCTCAACAAGGGTTTGACGATC
AAACTCACTGATGAGCGCGAGGTGGCGAAGGCCACGACCGGTGCGGACGAGGCGGGCGCCGACGA
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GAGGGACGAGGTCAGGACCGTCTCGTACCATTACGAGGGCGGCATTGTCGACTATGTGACGTACCT
CAACTCCCGTAA

>Streptomyces sp.YC541 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GACGTAGCCCTCGGCGTCGGCGGCCTGCCGCGCGGCCGAGTGGTCGAGGTGTACGGCCCGGAGTCC
TCCGGCAAGACGACCCTGACCCTGCACGCGGTGGCGAACGCGCAGAAGGCCGGTGGCCAGGTGGC
CTTCGTGGACGCGGAGCACGCCCTCGACCCCGAGTACGCGAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACAA
CCTCATCCTGTCGCAGCCGGACAACGGCGAGCAGGCGCTGGAAATCGTGGACATGCTGATCCGCTC
CGGCGCCCTCGACCTCATCGTCATCGACTCCGTCGCCGCCCTGGTGCCGCGCGCGGAGATCGAGGG
CGAGATGGGCGACTCGCACGTGGGTCTGCAGGCTCGCCTGATGAGCCAGGCCCTGCGGAAGATCAC
CAGCGCACTCAACCAGTCGAAGACCACCGCGATCTTCATCAACCAGCTCCGCGAGAAGATCGGCGT
GATGTTCGGCTCCCCGGAGACCACGACCG-GTGGCCGCGCGCTC

>Streptomyces sp.YC541 izolatinin rpoB gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCCGAACATCGGTCTGATCGGCTCGCTCGCCTCCTACGGCCGGATCAACCCGTTCGGCTTCATCG
AGACGCCGTACCGCCGGGTCACCGGTGGTGTCGTCACCGACGAGGTCGACTACCTCACGGCCGACG
AGGAGGACCGGTTCGTCATCGCGCAGGCCAACGCGCCGCTCAGTGACGAGTTCCGGTTCGAGGAGG
CCCGCGTCCTGGTCCGCCGCCGTGGCGGTGAGGTCGACTACGTCCCCGGTGACGACGTCGACTACA
TGGACGTCTCCCCGCGCCAGATGGTGTCGGTCGCGACCGCCATGATCCCGTTCCTCGAGCACGACG
ACGCCAACCGTGCCCTCATGGGCGCGAACATGATGCGCCAGGCCGTGCCGCTGATCACCGCCGAGG
CCCCCCTCGTCGGTACGGGCATGGAGTACCGCTGCGCCGTCGACGCCGGTGACGTCATCAAGGCCG
AGAAGACGGGCGTCGTCCAGGAAGTCTCCGCGGACTACGTCACCATCGCCAACGACGACGGCACGT
ACACCACGTAC

>Streptomyces sp.YC541 izolatinin trpB gen bolgesi niikleotit dizileri

CAGCACGGCGTCGCGACGGCGACCGCCTGCGCGCTGTTCGGCCTCGAGTGCACCATCTACATGGGC
GAGATCGACACCCAGCGCCAGGCCCTGAACGTGGCCCGGATGCGCATGCTCGGCGCCGAGGTCATC
GCCGTGAAGTCCGGCAGCCGCACGCTGAAGGACGCCATCAACGAGGCCTTCCGCGACTGGGTCGCC
AACGTCGACCACACCCATTACCTCTTCGGGACCGTCGCCGGGCCGCACCCCTTCCCGGCCATGGTCC
GCGACTTCCACCGCGTCATCGGCGTCGAGGCCAGGCGGCAGATCCTGGAGCGCGCAGGCCGLCTCC
CCGACGCCGCCGTCGCCTGTGTCGGCGGAGGCTCCAACGCCATCGGCCTCTTCCACGCCTTCATCCC
GGACGCGGACGTCCGCCTCATCGGCTGCGAGCCCGCCGGACACGGCATCGAGACTGGCGAGCACGC
GGCCACGCTCACGGCGGGCGAGCCGGGCATCCTGCACGGCTCGCGGTCGTACGTCCTCCAGGACGA
GGAAGGCCAGATCACCGAGCCGTACTCGATCTCGGCCGGCC

>Streptomyces sp.YC917izolatinin 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

CGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGG
CGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCT
AATACCGGATGACACTCCTGCCCGCATGGGTAGGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCC
GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGAAGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAA
CCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAG
GCGGTCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGA
CTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAA
CACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCAC
GTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAG
AACCTTACCAAGGCTTGACATCGCCCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGGTGA
CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
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ACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCACGTCCCTTCGGGGATGGTGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGT
CAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTG
CTACAATGGCAGGTACAATGAGCTGCGATGTCGCAAGGCGGAGCGAATCTCAAAAAGCCTGTCTCA
GTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTG
CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCC
GAAGCCGGTGGCCCAACCCCCTTGTGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACG
AAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGG

>Streptomyces sp.YC917 izolatinin atpD gen bolgesi niikleotit dizileri

CGCGTTCGACCAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACGGGCCTGAAGGTCGTCGACCTTCT
CACCCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGTCTGTTCGGTGGTGCCGGTGTCGGCAAGACCGTGCT
GATCCAGGAAATGATCATGCGTGTCGCCAACCTCCACGAGGGCGTCTCCGTCTTCGCGGGCGTCGG
TGAGCGCACCCGTGAGGGCAACGACCTCATCGCGGAGATGGAAGAGAGCGGCGTTCTCGACAAGA
CCGCTCTTGTCTTCGGTCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTCGCCGGTCT
GACCATGGCGGAGTACTTCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTC
CGCTTCACCCAGGCCGGTTCCGAGGTCTCGACCCTGCTCGGCCGTATGCCCTCCGCGGTGGGTTACC
AGCCGACCCTGGCCGACGAGATGGGTCTCCTC

>Streptomyces sp.YC917 izolatinin gyrB gen bolgesi niikleotit dizileri

TCTGCACGGCGTGGGCGTCTCCGTCGTGAACGCGCTGTCCACCAAGGTGGCCGTCGAGATCAGGAC
CGACGGACACCGCTGGACGCAGGACTACAAGCTGGGCGTGCCGACGGCTCCGCTGGCCCAGCACG
AGGCCATCGACGAGACCGGCACGTCGGTCACCTTCTGGGCCGACGGGGACATCTTCGAGACCACGG
ACTACTCCTTCGAGACGCTCTCGCGGCGCTTCCAGGAGATGGCGTTCCTCAACAAGGGTTTGACGAT
CAAACTCACTGATGAGCGCGACTCGGCGAAGGCCACGGTGGGCGCCGACGAGGCGGGGGCGGACG
AGCCCGAAGAGGTCAAGACCGTCACGTACCACTACGAAGGCGGCATCGTCGACTTCGTGACGTACC
TCAACTCCCGCAA

>Streptomyces sp.YC917 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GACGTCGCCCTCGGCGTCGGCGGTCTGCCGCGCGGCCGAGTGGTCGAGGTGTACGGCCCGGAGTCC
TCCGGCAAGACGACCCTGACCCTGCACGCGGTGGCGAACGCGCAGAGGGCCGGTGGCCAGGTCGC
CTTCGTGGACGCGGAGCACGCCCTCGACCCCGAGTACGCGAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACAA
CCTCATCCTGTCGCAGCCGGACAACGGCGAGCAGGCTCTGGAGATCGTGGACATGCTGGTCCGCTC
CGGCGCCCTCGACCTCATCGTCATCGACTCCGTCGCCGCGCTCGTCCCGCGCGCGGAGATCGAGGG
CGAGATGGGCGACTCGCACGTGGGTCTCCAGGCCCGGCTGATGAGTCAGGCACTCCGCAAGATCAC
CGGCGCGCTGAGCCAGTCCGGGACCACCGCGATCTTCATCAACCAGCTGCGCGAGAAGATCGGCGT
GATGTTCGGCTCCCCGGAGACCACGACCG-GTGGCCGGGCGCTC

>Streptomyces sp.YC917 izolatinin rpoB gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCCGAACATCGGCCTGATCGGCTCGCTCGCCTCCTACGGCCGGATCAACGCGTTCGGTTTCGTCG
AGACGCCGTACCGCAAGGTCGTCGAGGGCCGGGTCAGCGACGACGTCGACTACCTCACGGCCGACG
AGGAGGACCGGTTCGTCATCGCGCAGGCCAACGCCTCGCTCAATGACGACATGCGCTTCGACGAGG
CTCGTGTCCTGGTCCGCCGTCGTGGCGGCGAGGTCGACTACGTCCCCGGTGACGACGTCGACTACAT
GGACGTCTCCCCGCGCCAGATGGTGTCCGTCGCGACCGCGATGATCCCCTTCCTGGAGCACGACGA
CGCCAACCGTGCCCTCATGGGCGCGAACATGATGCGCCAGGCCGTGCCGCTGATCACCGCCGAGGC
TCCCCTCGTCGGTACGGGCATGGAGTACCGCTGCGCCGTCGACGCCGGTGACGTCATCAAGGCCGA
GAAGGCGGGTGTCGTCCAGGAGGTCTCCGCGGACTACATCACCGTCGCCAACGACGACGGCACGTA
CACCACGTAC
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>Streptomyces sp.YC917 izolatinin trpB gen bolgesi niikleotit dizileri

CAGCACGGCGTCGCGACGGCCACCGCCTGCGCGCTGTTCGGCCTCGAATGCACCATCTACATGGGC
GAGATCGACACCCAGCGCCAGGCCCTGAACGTGGCCCGGATGCGCATGCTCGGCGCCGAGGTCATC
GCCGTGAAGTCCGGCAGCCGCACGCTGAAGGACGCCATCAACGAGGCCTTCCGCGACTGGGTCGCC
AACGTCGACCGCACCCACTACCTCTTCGGGACCGTCGCCGGACCCCACCCCTTCCCGGCCATGGTCC
GCGACTTCCACCGCGTCATCGGCGTCGAGGCCAGGCGGCAGATCCTGGAGCGCGCGGGCCGTCTCC
CCGATGCGGCCATCGCCTGCGTCGGCGGCGGCTCGAACGCCATCGGCCTCTTCCACGCCTTCATCCC
GGACGCGGACGTACGCCTCATCGGCTGCGAGCCCGCCGGACACGGCATCGAGACCGGCGAGCACG
CGGCCACCCTCACCGCGGGCGAGCCCGGCATCCTGCACGGCTCGCGGTCCTACGTCCTCCAGGACG
AGGAGGGCCAGATCACCGAGCCGTACTCGATCTCGGCCGGAC

>Streptomyces sp.YC925izolatinin 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

CGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGAT
AACACTTCCACTCGCATGGGTGGGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATC
AGCTTGTTGGTGAGGTAGAAGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCA
GCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTG
TCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGACTAGAGTG
TGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGG
TGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACC
AAGGCTTGACATCGCCCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGGTGACAGGTGGTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTC
TGTGTTGCCAGCACGTCCCTTCGGGGATGGTGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGA
GGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGG
CAGGTACAATGAGCTGCGATGTCGCAAGGCGGAGCGAATCTCAAAAAGCCTGTCTCAGTTCGGATT
GGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGG
TGGCCCAACCCCCTTGTGGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTACCGGA

>Streptomyces sp.YC925 izolatinin atpD gen bolgesi niikleotit dizileri

CGCGTTCGACCAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACGGGCCTGAAGGTCGTCGACCTTCT
CACCCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGTCTGTTCGGTGGTGCCGGTGTCGGCAAGACCGTGCT
GATCCAGGAAATGATCATGCGTGTCGCCAACCTCCACGAGGGCGTCTCCGTCTTCGCGGGCGTCGG
TGAGCGCACCCGTGAGGGCAACGACCTCATCGCGGAGATGGAGGAGAGCGGTGTTCTCGACAAGA
CCGCTCTTGTCTTCGGTCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTCGCCGGTCT
GACCATGGCGGAGTACTTCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTC
CGCTTCACCCAGGCCGGTTCCGAGGTCTCGACCCTGCTCGGCCGTATGCCCTCCGCGGTGGGTTACC
AGCCGACCCTGGCCGACGAGATGGGTCTCCTC-

>Streptomyces sp.YC925 izolatinin gyrB gen bdlgesi niikleotit dizileri

TCTGCACGGCGTGGGCGTCTCCGTCGTGAACGCGCTGTCCACCAAGGTGGCCGTCGAGATCAGGAC
CGACGGACACCGCTGGACGCAGGACTACAAGCTGGGCGTGCCGACGGCTCCGCTGGCCCAGCACG
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AGGCCATCGACGAGACCGGCACGTCGGTCACCTTCTGGGCCGACGGGGACATCTTCGAGACCACGG
ACTACTCCTTCGAGACGCTCTCGCGGCGCTTCCAGGAGATGGCGTTCCTCAACAAGGGTTTGACGAT
CAAACTCACTGATGAGCGCGACTCGGCGAAGGCCACGGTGGGCGCCGACGAGGCGGGGGCGGACG
AGCCCGAAGAGGTCAAGACCGTCACGTACCACTACGAAGGCGGCATCGTCGACTTCGTGACGTACC
TCAACTCCCGCAA

>Streptomyces sp.YC925 izolatinin recA gen bolgesi niikleotit dizileri

GATGTCGCCCTCGGCGTCGGCGGTCTGCCGCGCGGCCGAGTGGTCGAGGTGTACGGCCCGGAGTCC
TCCGGCAAGACGACCCTGACCCTGCACGCGGTGGCGAACGCGCAGAGGGCCGGTGGCCAGGTCGC
CTTCGTGGACGCGGAGCACGCCCTCGACCCCGAGTACGCGAAGAAGCTCGGCGTCGACATCGACAA
CCTGATCCTGTCGCAGCCGGACAACGGCGAGCAGGCCCTGGAGATCGTGGACATGCTGGTCCGCTC
CGGCGCCCTCGACCTCATCGTCATCGACTCCGTCGCGGCACTCGTCCCGCGCGCGGAGATCGAGGG
CGAGATGGGAGACAGCCACGTCGGTCTGCAGGCCCGTCTGATGAGCCAGGCGCTCCGCAAGATCAC
CGGCGCGCTCCACCAGTCCGGGACCACCGCGATCTTCATCAACCAGCTCCGCGAGAAGATCGGCGT
GATGTTCGGCTCCCCGGAGACCACGACCG-GTGGCCGCGCGLCTG

>Streptomyces sp.YC925 izolatinin rpoB gen bolgesi niikleotit dizileri

GGCCCGAACATCGGCCTGATCGGCTCGCTCGCCTCCTACGGCCGGATCAACGCCTTCGGTTTCGTCG
AGACGCCGTACCGCAAGGTCGTCGAGGGTCGGGTCACCGACGACGTCGACTACCTCACGGCCGACG
AGGAGGACCGGTTCGTCATCGCGCAGGCCAACGCCTCGCTCAATGACGACATGCGCTTCGACGAGG
CTCGTGTCCTGGTCCGCCGTCGTGGCGGCGAGGTCGACTACGTCCCCGGTGACGACGTCGACTACAT
GGACGTCTCCCCGCGCCAGATGGTGTCCGTCGCGACCGCGATGATCCCCTTCCTGGAGCACGACGA
CGCCAACCGTGCCCTCATGGGCGCGAACATGATGCGCCAGGCCGTGCCGCTGATCACCGCCGAGGC
CCCCCTCGTCGGTACGGGCATGGAGTACCGCTGCGCCGTCGACGCCGGTGACGTCATCAAGGCCGA
GAAGGCGGGTGTCGTCCAGGAGGTCTCCGCGGACTACATCACCGTCGCCAACGACGACGGCACGTA
CACCACGTAC

>Streptomyces sp.YC925 izolatinin trpB gen bolgesi niikleotit dizileri

CAGCACGGCGTCGCGACGGCCACCGCCTGCGCGCTGTTCGGCCTCGAATGCACCATCTACATGGGC
GAGATCGACACCCAGCGCCAGGCCCTGAACGTGGCCCGGATGCGCATGCTCGGCGCCGAGGTCATC
GCCGTGAAGTCCGGCAGCCGCACGCTGAAGGACGCCATCAACGAGGCCTTCCGCGACTGGGTCGCC
AACGTCGACCGCACCCACTACCTCTTCGGAACCGTCGCCGGACCCCACCCCTTCCCGGCCATGGTCC
GAGACTTCCACCGCGTCATCGGCGTCGAGGCCAGGCGGCAGATCCTGGAGCGCGCGGGCCGTCTCC
CCGACGCGGCCATCGCCTGCGTCGGCGGCGGCTCGAACGCCATCGGCCTCTTCCACGCCTTCATCCC
GGACGCGGACGTACGCCTCATCGGCTGCGAGCCCGCCGGACACGGCATCGAGACCGGCGAACACG
CTGCCACCCTCACCGCGGGCGAGCCCGGCATCCTGCACGGCTCGCGGTCCTACGTCCTCCAGGACG
AGGAGGGCCAGATCACCGAGCCGTACTCGATCTCGGCCGGAC
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>Amycolatopsissp. YC111 izolatinin 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizileri

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCTTTCGGGGTGG
ATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGTACTTTGGGATAAGCCTGGGAAA
CTGGGTCTAATACCGGATATGACTTCCGCGGGCATCCGTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTACAGG
ATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGG
CCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCG
GGTTGTAAACCTCTTTCGCCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGGATAAGAAGCACCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
AGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTTCGTGAAAACTCCACGCTTAACGTGGAGCGTGCGGGCGAT
ACGGGCAGACTTGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATAT
CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGCG
ACATCCACGTTGTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAA
CGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCGCCAGACATCCCTAGAGATAGGGCTTCCCTTGTGGTT
GGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTATCCTACGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCGTGGGAGACTGCCGGGGTCAA
CTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTA
CAATGGCTGGTACAGAGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTT
CGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCT
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGA
AGCCCATGGCCCAACTCTTCGGAGAGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCG
TAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGC
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