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OZET

Yapilan ¢alismada, Eskisehir ilinin Cifteler ilgesinde bulunan Sakarya Nehri'nin
dogdugu bolgeden farkli derinliklere sahip 4 farkli lokaliteden alinan sediment
orneklerinden prokaryotik mikroorganizma izolasyonu yapilmistir. izolatlarin 16S
rRNA gen bélgelerine ait dizi verileri elde edilmis ve filogenetik analizler ile molekiiler
tiplendirilmesi yapilmaistir.

Sediment Ornekleri, nehirden steril kavanozlar ile alinmis ve laboratuvar
ortaminda diliisyon plaka yontemi uygulanarak énceden hazirlanmis antibiyotik igerikli
5 farkli besiyeri ortamma inokiile edilmistir. izole edilen 22 organizmanin 16S rRNA
gen bolgesinin PCR ¢aligmalart yapilmistir. 16S rRNA gen bolgesi niikleotid dizi
verilerine gore, izolatlarin Cellulomonas, Micromonospora, Saccharomonospora,
Brevibacillus, Paenibacillus ve Microvirga cinslerine ait olduklar1 belirlenmistir. Mega
7 paket programi ile 22 izolatin en yakin tip tiirleri ile filogenetik analizleri
gerceklestirilmistir. BIOEDIT programi kullanilarak izolatlarin en yakin tip tiirleri ile
yiizde benzerlik ve niikleotid farklilik tablolar1 olusturulmustur. izolatlar arasindan olasi
yeni tiirler belirlenmistir.

16S rRNA gen bdlgesi filogenetik analizlerine gore; S1S32 (Microvirga sp.),
S2S524 (Cellulomonas sp.), S1141 (Brevibacillus sp.), S1S22 (Paenibacillus sp.), S2S21
(Saccharomonospora sp.), S1S33 (Micromonospora sp.) ve S1G21 (Micromonospora

sp.) yeni tiirler olarak literatiire kazandirilacaklari diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, Aktinomiset, Filogenetik Analiz
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ABSRACT

In this study, isolastion of prokaryotics mircoorganisms from sediment samples
taken 4 different location with varied depths of Sakarya Riverhead located in Cifteler
town of Eskisehir province was performed. Based on 16S rRNA gene region's
nucleotide sequence analysis data of isolates was obtained and phylogenetic analyses
was caried out for molecular typing.

Sediment samples was collected from river by sterile jar. Sediment samples was
applied Dilution plate technique and samples were inoculated on 5 different media
including the antibiotics previously prepared. PCR studies of 16S rRNA gene region of
22 organisms isolated from 5 different media was completed. According to nucleotide
sequence analysis data of 16S rRNA sequencing; isolates belonging to Cellulomonas,
Micromonospora, Saccharomonospora, Brevibacillus, Paenibacillus and Microvirga
genus were determined. Phylogenetic analyses with the closest type of 22 isolates were
performed via the Mega 7 package program. Similarity percentage and nucleotide
difference of isolates compared to the closest type strains were established by using
BIOEDIT program. The probability of new species among the isolates were determined.

According to phylogenetic analysis of 16S rRNA gene region; isolates S1S32
(Microvirga sp.), S2S24 (Cellulomonas sp.), S1141 (Brevibacillus sp.), S1S22
(Paenibacillus sp.), S2S21 (Saccharomonospora sp.), S1S33 (Micromonospora sp.) and

S1G21 (Micromonospora sp.) could be new species.

Key words: 16S rRNA, Actinomycetes, Phylogenetic Analysis
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1. GIRIS

Sunulan ¢alismada, diliisyon plaka yontemi ile gerceklestirilen izolasyon
sonucunda tatli su sedimentlerinden elde edilen izolatlarin 16S rRNA dizilemeleri
yapilmis ve bu izolatlarin Cellulomonas, Micromonospora, Saccharomonospora,
Brevibacillus, Paenibacillus ve Microvirga cinslerine ait oldugu belirlenmistir. Sakarya
nehrinin dogdugu lokasyon izolasyon amaciyla secilmistir. Aktinomycetales takimi
icinde, Cellulomonas, Micromonospora ve Saccharomonospora cins liyelerine mensup
16 izolatin filogenetik iligkileri belirlenmistir. Bacilli ailesinin {iiyesi olan ve
Brevibacillus ile Paenibacillus cinslerine ait 4 izolat ve Methylobacteriaceae ailesine ait
olan Microvirga cins liyesi bir izolat elde edilmistir. Tez kapsaminda elde edilen aile ve
bu ailelerin tiyesi olan cinslerin genel 6zellikleri ve kullanim olanaklar ile ilgili bilgiler
giris ve literatiir 6zeti boliimlerinde verilmistir.

Tez calismasinda elde edilen 22 izolattan 17’sinin mensup oldugu
Actinomycetales takiminin ve bu takim tiiyesi olan Cellulomonas, Micromonospora ve
Saccharomonospora cinslerinin genel 6zelliklerine kisaca deginilmistir.

Yunanca aktis ya da aktin (151n) ve mukes (mantar) terimlerinin bir araya
getirilmesiyle adlandirilan aktinomisetler, asit ve diisilk pH’a karst asir1 hassasiyeti
olan, ozellikle toprak olmak lizere hem karasal hem de su ekosistemlerinde yayilis
gosteren mikroorganizmalardir. Bir¢ok farkli farmakolojik ve ticari 6neme sahip
sekonder metabolitlerin zengin bir kaynagini olusturan grup {iiyeleri dogadaki biyo-
doniistimlerde 6nemli bir role sahiptir. Ayrica genomlarinda yiiksek guanin ve sitozin
igerigine sahip gram pozitif bakterilerdir (Barka, vd., 2016).

Aerobik olan Actinobacteria grup iiyelerinde bazi istisnalar da bulunmaktadir.
Actinobacteria subesinde bulunan cogu iiye kemoheterotrofiktir ve c¢esitli kompleks
polisakaritler de dahil olmak {izere ¢ok cesitli beslenme kaynaklarini kullanabilmektedir
(Barka, vd., 2016). Aktinomisetler, refrakter biyomalzemeleri, olii bitkilerdeki ve
hayvanlardaki kompleks polimer karisimlarini ve mantar materyallerini parcalayarak
organik madde ve karbon dongiisiinde kilit rol oynarlar.  Bu 0Ozellikleriyle
biyoremediasyon ve biyodegredasyon siireclerine dahil olduklarinda toprak ve humus
olusumuna biiyiik katki saglarlar. Aktinomisetler ayn1 zamanda sekonder metabolit
iireticisi olup biyoteknoloji, tip ve tarim alanlarinda biiylik bir 6neme sahiptirler.

Giliniimiizde piyasada kullanilan antibiyotiklerin yaklasik 2/3’1 aktinomisetler



tarafindan iiretilmektedir. Yaklasgitk 10.000 biyoaktif metabolitin  %45’ini
Actinobacteria iiretmektedir.  Ozellikle Streptomyces cinsi iiyeleri, potansiyel
uygulamalara sahip yararli biyoaktif dogal iirlinlerin zengin bir kaynagi oldugu igin,
endiistriyel olarak onemli mikroorganizmalardir. Aktinomisetlerin farkli alanlarda
yararlart bilinmektedir. Bununla birlikte bazi Actinobacteria tiiyelerinin bitkiler,
hayvanlar ve insanlara kars1 olumsuz etkilerinin de oldugu gorilmustiir.

Actinobacteria subesinin taksonomik pozisyonu temelde 16S rRNA analizleri ile
belirlenmistir. Morfolojik, fizyolojik ve metabolik kabiliyetleri bakimindan ¢ok biiyiik
farklilik gosteren, bakteri alemi igerisinde 18 Onemli alem arasindaki en biiyiik
taksonomik birimden birini temsil eden Actinobacteria subesinde; Rubrobacteria,
Thermoleophilia, Coriobacteriia, Acidimicrobiia, Nitriliruptoria ve Actinobacteria’y1
iceren 6 sinif, 5 altsinif, 6 takim ve 14 alttakim vardir (Barka, vd., 2016), (Sekil 1.1).
Actinomycetales takimi, Actinomycetaceae ailesinin iyeleri ile siirli olan
Actinobacteria sinifina aittir.  Bu nedenle, Actinobacteria subesindeki 43 aile
Actinobacteria smifi icerisinde simniflandirilirken, diger 5 sinif yalnizca 10 aileyi

olusturur (Ludwig, vd., 2012).



Rubrobacterales
Acidimicrobiales
Solirubrobacterales
Coriobacterales
Bifidobacterales
Actinomycetales

Suborder:

Sekil 1.1., Actinobacteria subesinin 97 adet genom dizisi i¢in genom tabanli bir
filogenetik agaci (Barka, vd., 2016).

Corynebacterineae
Pseudonocardineae
Frankineae
Streptosporangineae

Propionibacterineae
Micrococcineae
Kineosporiineae

Actinomycineae

. Streptomycineae
Catenulisporineae
]IJ Micromonosporineae

Glycomycineae

Cellulomonadaceae ailesinde yer alan Cellulomonas cinsi ilk olarak 1923
yilinda Bergey ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis sonrasinda 1952 yilinda Clark
tarafindan diizenlenmistir.  Cellulomonas cinsi, glukozdan asit iireten, aerobik ve
seliilozu kullanabilen bakterileri icerir. 1952 yilindan giiniimiize konuyla ilgili yapilan
caligmalar bu organizmalarin daha ayrintili olarak tanimlamasi ile ilgili olmustur.
Spesifik selliilolitik aktiviteye sahip olan Cellulomonas cins iiyeleri hiicre duvarinda
ornitin varligi ile karakterizedir. Hiicre duvar sekeri olan ramnoz Cellulomonas tiiriiniin

belirlenmesinde kullanilan kemotaksonomik bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir.



Cellulomonas cins tyeleri, biiyiikkbag hayvan atigi (Sharma ve Hobson, 1985), odun
biyokiitlesinden (Sleat ve Mah, 1984) ve kentsel ev atiklar1 (Cailliex, vd., 1992) gibi
ektrem ortamlardan izole edilen tiirler olmasma ragmen yaygin olarak toprakta
bulunmaktadir (Kellerman, vd., 1913; Kauri ve Kushner, 1985; Stackebrandt ve Keddie,
1986).

Micromonospora tirleri dogada yaygin olarak bulunan farkli ortamlarda
yasayabilen mikroorganizmalardir. Micromonospora cinsi uzun zamandir ilag igin
sekonder metabolitlerin 6nemli bir kaynagi olarak bilinmektedir. Son zamanlarda bitki
biliylimesini ve gelisimini etkileyebildigi farkli ¢alismalar ile gosterilmistir. (Trujillo,
2010). Micromonospora cinsi Onemli fizyolojik ve biyokimyasal cesitlilik
sergilemektedir. Kolonileri beyaz, turuncu, giil veya kahverengiden olusan cesitli
renklerde olabilir. Bu cinsin {yeleri 20°C ila 40°C arasinda gelisim gosterirler.
Micromonospora cinsinin iiyeleri genellikle notr ve alkali topraklardan izole edilebilir
(Jensen, 1930; 1932). Bununla birlikte hem tatli su hem de deniz habitatlar1 dahil
olmak {iizere su ekosistemlerinde de goriilmektedir (Cross, 1981a; Goodfellow ve
Haynes, 1984). Gol sedimentlerinde yer alan tiirler kitin, seliiloz ve lignini degrede
ettiklerinden, gol ekolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Erikson, 1941). Gol
sistemlerinde Micromonosporamin varligi bircok iilkede yapilan arastirmalarla
gosterilmistir ve Cross (1981a, 1981b) tarafindan kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Ayni zamanda azot fikse etme yeteneklerinin de olmasi nedeniyle topraktaki azot
miktarini arttirarak bitki gelisimini destekledikleri de bilinmektedir (Trujillo, vd., 2010).

Saccharomonospora cinsi, hiicre duvari tip IV'e (H.A. Lechevalier ve M.P.
Lechevalier, 1981) sahip monosporik aktinomisetler i¢in Nonomura ve Ohara (1971)
tarafindan tanimlanmustir. Saccharomonospora cinsi gram pozitif, aerobik ve kemo-
organotrofiktir. Hava hifleri ilizerinde tek veya ciftli sporlar {iretir. Sporlar substrat
miselyumu iizerinde olusabilir. Hava miselyumu beyaz, sari-beyaz, yesil veya acik-
koyu mavi olabilir. Hiicre duvari mezo-diaminopimelik asit (meso-DAP) ve arabinoz
ile galaktoz igerir. Mezofilik veya termofilik olabilirler. Biiyiime araliklar1 24 °C ile 60
°C arasinda ve notr pH'ta gerceklesir. Toprakta, g6l sedimentlerinde, bataklik
topraklarinda, turba, giibre, kompost ve asir1 1sinmis yemde bulunurlar.

Sunulan c¢alismada izole edilen 4 susun Bacilli ailesinin iiyesi oldugu

belirlenmistir. Bu izolatlarin 16S rRNA dizileme sonuglar1 ile Bacilli ailesi igersinde



Brevibacillus ile Paenibacillus cinsleri ile iligskili oldugu tespit edilmistir. Bacilli
ailesinin genel Ozellikleri ile Brevibacillus ile Paenibacillus cinslerinin genel
Ozelliklerine kisaca deginilmistir.

Paenibacillaceae ailesi, 16S rRNA dizilerinin filogenetik analizleri temelinde
olusturulmustur. Paenibacillus ile onun yakin akrabalarini igerir. Bu aile iki filogenetik
kiime arasinda dagitilmaktadir. Paenibacillus, Brevibacillus, Cohnella ve
Thermobacillus monofiletiktir ve ilk grubu temsil eder. Ikinci monofiletik grup,
Aneurinibacillus, Ammoniphilus ve Oxalophagus cinslerini igerir.

Cins tlyeleri genellikle 0,5-1,0 X 2—6 um arasinda olan kavisli ¢ubuklardir.
Hiicre duvar tipi gram pozitif ve mezo-diaminopimelik asit icerirken, hiicreler gram
negatif, degisken veya pozitif olarak boyanabilir. Sismis sporangium icerisinde oval
veya elipsoidal endosporlar olustururlar. Bazi tiirler hareketsiz olmasina ragmen ¢ogu
tiye peritrik flagella ile hareket ederler. Zorunlu aerobik, mikroaerofilik, fakiiltatif
aerobik veya zorunlu anaerobik olabilir. Katalaz pozitif veya negatif olabilir.
Organoheterotroflar, karbonhidratlar1 ve amino asitleri kullanarak kompleks
ortamlardan faydalanabilirler. Bazi tiirler tek karbon ve enerji kaynagi olarak sadece
oksalik asit kullanir. Mezofilik, termofilik, notrofilik ve alkalifilik olabilirler. Toprak,
kokler, diski, kan ve diger kaynaklardan izole edilebilir. En ¢ok bulunan yag asitleri
arasinda Cjs. ¢ anteiso, Cjs. o 150, Cig. 0 150 ve Cjg. o bulunur. Major izoprenoid kinonlari
MK-7 veya MK-6'dir. DNA G + C igerigi % 36-59 mol arasindadir (Bergey’s Manual®
of Systematic Bacteriology Volume 3, pp. 270).

Brevibacillus cinsi, daha once Bacillus brevis grubuna ayrilan suslarin 1996
yilinda genetik olarak yeniden siniflandirilmasiyla olusturulmustur. B. brevis ilk olarak
1900 yilinda Migula tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra, 1996 yilinda Shida ve
arkadaglar1 tarafindan Brevibacillus cinsine ait diger 9 tiir ile birlikte yeniden
siniflandirilmistir.  Brevibacillus cins iiyeleri ¢esitli bocek ve hayvanlarin bagirsaklar
ile viicut tozlari, su ortamlar1 dahil olmak iizere c¢esitli ortamlarda bulunmaktadir
(Nicholson, 2002). Brevibacillus, cesitli gevresel habitatlardan kaydedilen gram-pozitif
bakterilerin en yaygin cinslerinden biridir. Yiiksek biiylime hizi, mekik vektorlerinin
mevcudiyeti, hiicre dis1 proteaz iiretimi ve heterolog proteinlerin yapisal ekspresyonu bu
cinsin bazi tiirlerini 6nemli laboratuvar tiirleri haline getirmektedir. Brevibacillus cinsi,

sahip oldugu cesitli enzimler sayesinde diisiik yogunluklu polietileni biyolojik olarak



bozma kabiliyetine sahip olmasi, biyo-kontrol ajani olarak gorev yapmasi ve daha yakin
zamanlarda asir1 ekspresyon i¢in biyo-fabrika olarak kullanilmasi nedenlerinden dolay:
biyoteknolojik olarak biiylik 6neme sahiptir.

Paenibacillus tirleri ilk olarak Bacillus cinsi igerisinde yer almaktayken
Bacillus grubuna dahil organizmalarla 1991 de yapilan 16S rRNA gen bdlgesine dayali
analizler bu grubu bir¢cok farkli kiimeye ayirmistir. 1993 yilinda adlandirilan
Paenibacillus cinsi bu gruplardan biridir. Paenibacillus cinsine ait bakteriler; insanlar,
hayvanlar, bitkiler ve c¢evre ile 1ilgili olan ¢esitli ortamlardan izole edilmistir.
Cogunlukla bitki kokleri ile iliskili toprakta bulunurlar. Bir¢ok Paenibacillus tiirii, ilag
veya pestisit olarak yararli olan antimikrobiyal bilesikler ve biyoremidasyon veya
degerli kimyasallar iiretmek icin kullanilabilecek enzimler iiretir. Bazi tiirler bal
arillarina veya diger omurgasizlara patojendirler. Paenibacillus tiyeleri, kutup
bolgelerinden tropiklere ve akuatik ortamlardan en kurak ¢ollere kadar farkl
habitatlarda kesfedilmistir.

Tez calismasi sonucunda elde edilen izolatlardan 1  tanesinin
Methylobacteriaceae ailesine mensup olan Microvirga cins iiyesi oldugu belirlenmistir.
Microvirga cinsi ve ait oldugu ailenin genel 6zelliklerine deginilmistir.

Methylobacteriaceae ailesi, Rhizobiales takimi iginde Alphaproteobacteria'min
genis bir ailesini temsil eder. Bu ailenin su ana kadar Methylobacterium, Microvirga ve
Meganema olarak isimlendirilmis {i¢ cinsi bulunmaktadir. Methylobacteriaceae ailesi
tiyeleri azot ve karbon kaynagi olarak c¢ok ¢esitli substratlart kullanabilirler.
Methylobacteriaceae tiyeleri 10-45°C sicakliklarda gelisim gosterirler fakat optimum
gelisim gosterdikleri sicaklik araligr 25-35°C'dir. Cogu pembe pigmentlidir, ortak yag
asidi profilleri gosterirler ve ubiquinon Q-10 igerir. DNA G+C igerikleri aile
igerisindeki cinslere gore % 61,5-72,4 arasinda degisiklik gosterir. Methylobacteriaceae
ailesine ait hiicreler cinslerine bagli olarak hareketli ya da hareketsiz olabilir, pembe,
turuncu ve krem rengi gibi pigmentler iiretebilirler. Ailenin ¢cogu liyesi zorunlu aerobtur.
Methylobacteriaceae aile lyelerinin gelisim gosterdikleri ortam c¢ogunlukla zengin
besiyeri ortamlaridir ve gelisimleri i¢in maya Oziitiiniin zorunlu bir kaynak oldugu
diisiiniilmektedir. Aile {yelerinin ¢ogu %?2'den fazla NaCl'yi tdlere edemezler.
Methylobacteriaceae tiirleri ister dogal ortamda, toprakta ve suda serbest yasayan

organizmalar olarak ya da stres sartlarinin bulundugu endiistriyel alanlarda ve atik



sularda bulunabilir. Bu tiirlerin klinik ortamlarda, bitkilerin yaprak, gévde ve kok
dokularinda bulundugu da belirlenmistir. Bazi tilirler bitki yapragr ve kok nodiilii
olusumunu indiikler ve boylelikle oksin iiretimi gergeklestirirerek bitki gelisimini
destekleyebilir. Bazi tiirler firsat¢i insan patojenleridir; digerleri bécek dokularinda
bulunmustur. Bazilan, kirleticilerin degredasyonunda onemlidir ve ucak yakitlarinin
kirlenmesi gibi ticari sorunlara da neden olabilirler.

Microvirga cinsi, baklagiller ile simbiyotik azot fiksasyonuna girdigi bilinen ve
bu ekolojik nisi paylasan, Alphaproteobacteria classinin, Rhizobiales takiminin,
Methylobacteriaceae ailesine aittir. 2003 yilinda Kanso ve Patel'in 16S rRNA gen
bolgesi analizi sonucu ortaya ¢ikan bu cinsin iiyeleri; spor olusturmayan, gram negatif,
besiyerinde agik renk koloniler meydana getiren, optimum gelisimi 35-41°C ve pH: 7.0
olan, gelisimi i¢in yeast ekstraktin sart oldugu mikroorganizmalardir. Microvirga cinsi
glukoz ve arabinozdan zayif asit iiretebilir. Nitrati nitrite doniistiirebilir ve katalaz
tiretebilir. G+C igerigi % 60-65 arasindadir.

Tabiatta bulunan mikroorganizmalar endiistride, tarimda ve tipta farkli
amaglarla kullanilabilmektedirler. Ozellikle sekonder metabolitlerden elde edilen
antibiyotikler, antifungal ajanlar, antihipertansifler veya antitimor ajanlar1 tipta
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalardan elde edilen enzimler, biyopestisitler, biiylime
faktorleri tarimda kullanim alani bulmaktadir. Elde edilen enzimlerin ayn1 zamanda
biyopolisakkaridler, biyoplastikler ve diger farkli metabolitler olarak endiistride
kullanim alanlar1 da mevcuttur. Ozellikle farkli sekonder metabolitlerin eldesi amaciyla
ekstrem ortamlar tercih edilmektedir. Mikroorganizmalar ekstrem ortamlarda yasama
sanslarini arttirabilmek i¢in sekonder metabolit liretimini arttirmak ve bu ortamlara
adapte olmak durumundadir. Dolayisiyla izolasyonda ekstrem ortamlarin tercih edilmesi
farkl1 kullanim alanlarina sahip mikroorganizmalarin elde edilebilmesi agisindan
olduk¢a onemlidir. Bu nedenle tez calismasinda, tatli su sedimenti kullanilmistir.
Sakarya nehri iilkemizin en uzun 3. Nehri olup bir yilda tasidigi su miktar1 5-6 milyar
metrekiiptiir. Nehir kaynaginin dogdugu noktadan alinan sedimentlerin pH, sicaklik ve
oksijen miktarindaki degisimler mikrobiyal floray1 etkileyebilmektedir. Sakarya
Nehrinin dogdugu yerden toplanan sediment Orneklerinin alindig1 farkli noktalarda
degisik pH degerlerinin gozlenmesi farkli mikrobiyal flora elde edilme olasiligini

arttirmaktadir.


http://www.uniprot.org/taxonomy/28211
http://www.uniprot.org/taxonomy/119045

Sunulan tezin temel amaci sedimentteki aktinomiset cesitliliginin
belirlenmesidir. Bununla birlikte sediment 6rneklerinde bulunan farkli cins iiyelerinin
de eldesi tezin zenginlestirilmesi agisindan hedeflenmistir. Sedimentdeki mikrobiyal
cesitliligin belirlenmesi sucul ortamdaki biyogesitliligi tespit edebilmek agisindan
oldukca Onemlidir. Ayrica sucul ortamdan yapilan izolasyon calismalarinda ortam
kosullarinin mikroorganizmalarin alindigi habitatlar ile tam Ortiismemesi nedeniyle
daha zor olmakta ve istenilen diizeylerde izolat elde edilemektedir. Calisma sonucunda
elde edilen izolatlarin 16S rRNA molekiiler tiplendirmesini gergeklestirerek hangi cins
tiyelerinin bu ortamda bulundugunu belirlemek ve ayni zamanda olast yeni tiirlerin
belirlenmesi ve litaratiire kazandirilmas: hedeflenmistir. Her yeni tiir potansiyel yeni
sekonder metabolit iireticisi olarak diisiiniildiigiinde ekstrem bir ortamdan elde edilen
yeni tiirlerde bu potansiyelinin arastirilmasi ve antimikrobiyal analizlerle test edilmesi
amagclanmistir. Boylece tatli su sedimentlerinden izole edilen suslarin biyoteknolojik

kullanim olanaklarinin belirlenmesi de tezin baslica hedefleri arasinda yer almaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. izole Edilen Mikroorganizmalarin Sistematigi ve Genel Ozellikleri
2.1.1 Cellulomonas Cinsi Sistematigi ve Genel Ozellikleri
Alem: Bacteria
Sube: Actinobacteria (Cavalier-Smith, 2002)
Altsimif: Actinobacteridae (Stackebrandt, vd., 1997)
Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917)
Aile: Cellulomonadaceae (Stackebrandt ve Prauser, 1991)
Cins: Cellulomonas (Bergey, vd., 1923)
Cellulomonas cinsi ilk olarak Bergey ve arkadaglart (1923) tarafindan

tanimlanmistir daha sonra Clark (1952) ve Stackebrandt ve digerleri (2006) tarafindan

diizenlenmistir.

Cellulomonas cinsinin yakin zamanda tanimlanmis olan
C. phragmiteti (Rusznyak, vd., 2011), C. carbonis (Shi, vd., 2012),
C. oligotrophica (Hatayama, vd., 2013), C. marina (Zhang, vd., 2013),

C. soli (Hatayama, vd., 2013), C. pakistanensis (Ahmed, vd., 2014) tiirleri de dahil
olmak lizere toplam 28 tanimlanmis tiirt vardir
(http://www .bacterio.cict.fr/p/cellulomonas.html)

Cellulomonas cinsinin tiirleri ¢ogunlukla topraktan izole edilmistir (Collins ve
Pascual, 2000; Elberson, vd., 2000; An, vd., 2005). Digerleri komposttan (Kang, vd.,
2007; Yoon, vd., 2008), kandan (Brown, vd., 2005), beyin omurilik sivisindan (Funke,
vd., 1995), ciirlimiis karaagagtan (Rivas, vd., 2004), sedimentten (Jones, vd., 2005),
havadan (Lee, vd., 2008) ve kamis perifitonundan (Rusznya’'k, vd., 2011) izole
edilmistir.

Cellulomonas cinsi lyelerinin tipik Ozellikleri, gram pozitif, seliilolitik
aktiviteye sahip ince diizensiz ¢ubuk seklinde, ana solunumsal kinon olarak menakinon
MK-9 (H4)'u igeren, baslica yagl asitleri olarak anteiso-Cis. o ve Cie. o 'ya sahip olan ve
DNA G+HC igerigi % 68.5-76.0 mol % olan mikroorganizmalardir. Cellulomonas
cinsinin diger tanisal ozellikleri arasinda C. gelida, C. uda, C. composti (Kang, vd.,
2007) ve C. aerilata harig, suslarin cogunda ana hiicre duvart sekeri olarak rhamnoz
(Rha) bulunur (Lee, vd., 2008). Ornitinin peptidoglikanin peptit alt biriminin 3.

pozisyonundaki tanisal diamino asidi, ya D-aspartik asit (C. flavigena, C. persica, C.
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bogoriensis, C. iranensis ve C. phragmiteti i¢in) yada D-glutamik asittir (diger 13 tiir
icin) (Stackebrandt, vd., 2006). Polar lipidler, Cellulomonas cinsinin tanimlanmasinda
ozellikle alt1 tiir icin ayirimsal giicii yiiksek bir belirte¢ olarak bildirilmistir. Bunlar C.
aerilata ve C. chitinilytica i¢in difosfatidilgliserol (DPG) ve fosfatidilgliserol (PG), C.
bogoriensis igin PG ve DPG, C. komposti i¢in fosfatidilinositol (PI) ve
fosfatidiletanolamin (PE), C. flavigena i¢in DPG ve PI ve C. terrae i¢in DPG, PG, PI,
PE 'dir.

Cellulomonadaceae'de tespit edilen cok cesitli hidrolitik nisasta, ksilan ve
selilloz pargalayici enzimlerden, seliilazlar en gbéze carpanlardir. Karsilagtirmali bir
calismada, filtre kagidi icin C. biazotea'nin en yiiksek seliilaz ve endo-glukanaz
aktivitesi gosterdigi, ardindan C. flavigena, C. cellasea ve C. fimi'nin aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Rajoka ve Malik, 1997). Bununla birlikte, seliilaz ve ksilanaz genleri
tizerindeki molekiiler calismanin ¢ogu C. fimi ile belirlenmistir. Diger seliiloz ve
hemiseliilozu degrede eden organizmalar gibi Cellulomonas suslari; atik bertarafi
(Ramasamy, vd., 1981; Dunlap ve Callihan, 1974), keten ve sisal liflerinin
kompostlanmasi (Lednicka, vd., 2000), kiispe (Richard ve Peiris, 1981), seker kamisi
yapraklart (Diaz ve Guirola, 1983; Richard ve Peiris, 1981; Rajoka ve Malik, 1986),
kurutulmus hurma yagi degirmeni atiklar1 (Agamuthu ve Tan, 1985) ve parcalanmis
gazetelerin geri doniisiimiinde (Rapp, vd., 1984) 6nemli rol oynayan ve hatta diisiik
maliyetli substratlardan kimyasallarin iiretimi i¢in potansiyel adaylar olarak kabul
edilirler.

C. flavigena HRS susu, Giiney Kore'de 4-klorobenzoat ile kontamine olmus
tarim topraklarindan izole edilmistir. Bu plazmid tasiyici sus; 4-bromobenzoik asit,
benzoik asit ve 4-iyodobenzoik asiti kullanabilmis ancak 3-klorobenzoik asit ve 2,4-
diklorofenoksiasetik asit kullanamamistir (Y1, vd., 2000). Cellulomonas sp. ES6 susu ile
yapilan bir deneyde, susun yeraltinda siirekli besin kaynagi olmaksizin Cr (VI) ve Fe
(II) "1 indirgedigi gozlemlenmistir. Cellulomonas sp. ES6 susu kullanilarak gecirgen
reaktif biyobariyer olusumu yoluyla Cr (VI) ile kirlenmis yeralti1 sularinin bulundugu
yerde temizlenip geri kazanilmasi i¢in uygun ve ekonomik bir alternatif teknoloji

sunulmustur (Viamajala, vd., 2008).
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2.1.2 Micromonospora Cinsi Sistematigi ve Genel Ozellikleri
Alem: Bacteria

Sube: Actinobacteria (Cavalier-Smith, 2002)

Altsimif: Actinobacteridae (Stackebrandt, vd., 1997)

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917)

Aile: Micromonosporaceae (Krasil'nikov, 1938)

Cins: Micromonospora (Oerskov, 1923)

Orskov (1923) tarafindan Onerilen Micromonospora, Micromonosporaceae
ailesinin cinsidir ve sekonder metabolitlerin dnemli bir kaynagi olarak kabul edilir
(Berdy, 2005).

Bu cinsin ilk tiirii olan Micromonospora chalcea, 1905'te Foulerton tarafindan
izole edilmistir ve Streptothrix chalceae olarak adlandirilmistir. Micromonospora cinsi,
yakin zamanda tanimlanmis M. spongicola (Supong, vd., 2013), M. jinlongensis (Gao,
vd., 2014), M. zeae (Shen, vd., 2014), M. maoerensis (Li, vd., 2014), M. endophytica
(Thanaboripat, vd., 2015), M. nikeliduranlar (Lin, vd., 2015), M. zhanjiangensis
(Zhang, vd., 2015), M. mangrovi (Xie, vd., 2016), M.noduli (Carro, vd., 2016), M.
parathelypteridis (Zhao, vd., 2017), M. globbae (Kuncharoen, vd., 2018) tiirleride dahil
olmak iizere, 84 tiirden ve 7 alttlirden olusmaktadir
(http://www .bacterio.cict.fr/p/micromonospora.html)

Micromonospora cinsine ait tiirler, gram-pozitif, aerobik-mikroaerofilik,
kemoorganotropik bakterilerdir. Cogu sus aerobiktir, fakat bazilar1 mikroaerofilik
kosullar altinda bliytliyebilir. Micromonospora cinsinin pH 5.0'den diistik ve pH 9.5'den
yiiksek ortamlara hassasiyetleri vardir ve optimum biiyiime sicakligi 20 ile 40 °C
arasindadir. NaCl toleranslar1 % 1.5 ila % 5 (w / v) arasinda degisir. Cesitli suslari,
karotenoid miselyum pigmentleri iiretirler ve sonugta sar1, kirmizi, turuncu, kahverengi,
mor veya siyah koloniler olusur.

Micromonospora cinsi, ger¢ek bir hava miselyumunun yoklugu ve substrat
miselyumunda tek basia olan sporlari ile karakterizedir. Isminden de anlasilacag gibi
bu cins, dogrudan substrat miselyumuna bagli veya kisa sporoporlar iizerinde tasinan
tek sporlar iiretir. Micromonospora'nin hiicre duvari, mezo-diaminopimelik asit ve/veya

3-OH-diaminopimelik  asit icerir. Ana  fosfolipitleri;  fosfatidiletanolamin,
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fosfatidilinositol ve fosfatidilinositol mannosidlerdir (Genilloud, 2012; Trujillo, vd.,
2014).

Micromonospora cinsine ait suslar toprak, su, kumtas1 ve kok nodiilleri gibi
farkli ortamlarda yaygin olarak dagilir (Hirsch, vd., 2004; Kawamoto, 1989; Trujillo
vd., 2005, 2006; Ara ve Kudo, 2007). Cins iiyelerinin mangrov bdlgelerinde yiiksek
popiilasyonda bulundugu bildirilmistir (Hong, vd., 2009). Micromonospora cinsinin,
son zamanlarda mangrov Orneklerinden izole edilmis, izolasyonu ve tanimlanmasi
yapilmig 8 tiirii mevcuttur (Huang, vd., 2008; Thawai, vd., 2008; Wang, vd., 2011;
Songsumanus, vd., 2013; Xie, vd., 2012a; Li, vd., 2013a, b; Ren, vd., 2013).

Micromonospora cinsi azot fikse etme 0zelligine sahip olan Frankia cinsi ile
yakindan iligkilidir. Bir¢cok c¢alismada Frankia iiyelerinin azot fikse etme 6zellikleri ve
bitki gelisimi lizerine etkileri belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu o6zellikleri nifH gen
bolgesinin varligiyla da desteklenmistir. Micromonospora cins iiyelerinin de bitki kok
nodiillerinde sik¢a rastlandig1 ve Frankia gibi azot fikse etme yeteneklerine de sahip
oldugu farkli ¢aligmalarda belirlenmistir (Trujillo, 2010).

Micromonospora cinsinin alkaloidler, benzen tiirevleri, siklopentenon tiirevleri,
dilaktonlar, makrolidler, 2-piranonlar ve seskiterpenleri iceren potansiyel yeni
antibiyotikler, antitimor ve antiviral ajanlar, anti-fibrotik maddeler ve antioksidanlar
iiretebilme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir (Hong, vd., 2009; Xu, vd., 2014;
Azman, vd., 2015).

1947 wyilinda toprak izolati olan Micromonospora sp.’den elde edilen
antibakteriyel aktiviteye sahip ilk antibiyotik mikromonosporindir (Zhang, vd., 2015).
Micromonospora cinsinden elde edilen sekonder metabolitlerin ¢ogu antibakteriyel
aktiviteye sahip olmasina ragmen, antikanser aktiviteye sahip levantilide-c (Peng, vd.,
2013), antiviral aktiviteye sahip megalomisin (Mallams, 1969; Mallams, vd., 1969;
Jaret, vd., 1973), antifungal aktiviteye sahip streptimidon Ao58A (Kim, vd., 1999),
sitostatik aktiviteye sahip MBJ-0003 (Kawahara, vd., 2014) gibi metabolitlerde
mevcuttur. Yakin zamanda su ortamindan izole edilen Micromonospora sp.'den

juvenimisin C antibiyotiginin eldesi de bildirilmistir (Carlson, vd., 2013).



13

2.1.3 Saccharomonospora Cinsi Sistematigi ve Genel Ozellikleri
Alem: Bacteria

Sube: Actinobacteria (Cavalier-Smith, 2002)

Altsimif: Actinobacteridae (Stackebrandt, vd., 1997)

Takim: Actinomycetales (Buchanan, 1917)

Aile: Pseudonocardiaceae (Embley, vd., 1989)

Cins: Saccharomonospora (Nonomura ve Ohara, 1971)

Pseudonocardiaceae ailesine ait olan Saccharomonospora cinsi, Nonomura ve
Ohara (1971) tarafindan Onerilmistir. Saccharomonospora cinsinin bilinen 14 tiirii
mevcuttur (http://www.bacterio.cict.fr/p/saccharomonospora.html)

Saccharomonospora cinsi; gram pozitif, asit fast olmayan, hava hifleri lizerinde
cogu zaman tek sporlar lireten, kemoorganotrof, aerobik, pH'1 7-10 ve sicaklig1 35-50 °C
araliginda optimal olarak gelisen, karbon kaynag olarak gliserolii kullanabilen, kazein,
jelatin, nisasta, ksilan ve tirozini degrede edebilen, katalaz, deaminoaz ve fosfataz
tretebilen, G+C igerigi % 69-74 mol olan organizmalardir. Ayni1 zamanda
Saccharomonospora cinsi, bitiin hiicre hidrolizatinda mezo-diaminopimelik asit
bulunan, karakteristik hiicre sekeri olarak arabinoz ve galaktoz iceren (Lechevalier ve
Lechevalier, 1970), ana menakinon olarak MK-8(H4) ve MK-9(H4)'u iceren, ana
fosfolipidler olarak fosfatidiletanolamin, hidroksi-fosfatidiletanolamin ve lizo-
fosfatidiletanolamini iceren bir dizi kimyasal belirte¢ ile karakterize edilir
(Kroppenstedt, 1985; Embley, vd., 1985; Greiner-Mai, vd., 1987; Al-Zarban, vd., 2002;
Li, vd., 2003; Syed, vd., 2008; Liu, vd., 2010). Ayrica Saccharomonospora cinsi i¢in,
fosfatidiletanolamin baskin bir fosfolipiddir fakat diger fosfolipitler cinsin tiirlerine gore
degisebilir.  Ornegin  Saccharomonospora  xinjiangensis ~ (Jin, vd., 1998),
fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin ve bilinmeyen fosfoglikolipidlere sahiptir,
Saccharomonospora oceani (Zhang, vd., 2013) ise difosfatidilgliserol, fosfatidilgliserol,
fosfatidilinozitol mannosid, fosfatidilinositol, fosfatidilmetiletanolamin ve
fosfatidiletanolamine sahiptir.

Saccharomonospora cinsi lyeleri; kompost, giibre, asir1 1sinmis yemler, gol
sedimentleri ve turbalardan izole edilmislerdir.

Saccharomonospora cinsi iiyelerinden elde edilen metabolitler biyoteknolojinin

farkli alanlarinda kullanilmaktadir. Lodopiridon, deniz aktinomiseti
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Saccharomonospora sp.'den elde edilen bir antikanser ajanidir (Maloney, vd., 2009)
Kuveyt'ten izole edilen Saccharomonospora halophila, yiiksek tuz konsantrasyonu
altinda ¢ok daha iyi keratinolitik aktivite gostermistir (Zarban, vd., 2002). Alkalin
proteazlar Saccharomonospora viridis gibi bazi Actinobacteria tiyeleri tarafindan
tretilir (Jani, vd., 2012). Saccharomonospora viridis, Saccharomonospora glauca,
Saccharomonospora caesia ve Saccharomonospora internatus'm gram-pozitif
bakterilere karsi etkili antibiyotikler trettigi bilinmektedir (Greiner-Mai, vd., 1988).
Saccharomonospora viridis, termoviridin antibiyotigini iiretir (Schuurmans, vd., 1956).
Birgok Saccharomonospora, proteinleri, nisastayl, mantar kompostunu, piring samanint,
sentetik gida atik kompostunu ve poliesteri degrede edebilen enzimler iiretir (Abdulla ve
El-Shatoury 2007; Collins, vd., 1992, Dolashka, vd., 1998, Song, vd., 2001; Tseng, vd.,
2007).

Ayni zamanda Saccharomonospora viridis'in, ¢ift¢i akciger hastaligi da dahil
olmak flizere, hipersensitivite pndmonisinin nedensel ajanlarindan biri olabilecegi ¢esitli
kaynaklarda bildirilmistir (Greene, vd., 1981; Harvey, vd., 2001; Roberts, vd., 1976;
Treuhaft, vd., 1980; Wenzel, vd., 1974).

2.1.4 Brevibacillus Cinsi Sistematigi ve Genel Ozellikleri
Alem: Bacteria

Sube: Firmicutes (Gibbons ve Murray, 1978)

Smf: Bacilli (Ludwig, vd., 2010)

Takim: Bacillales (Prévot, 1953)

Aile: Paenibacillaceae (De Vos, vd., 2010)

Cins: Brevibacillus (Shida, vd., 1996)

Bacillus brevis ilk olarak 1900 yilinda (Migula, 1900) tanimlanmis ve 16S
rRNA analizleri sonucunda yeni bir cins oldugu anlasilan Brevibacillus, Bacillus cinsi
icindeki diger dokuz tiirii ile birlikte yeniden siiflandirilmistir (Shida, vd., 1996). Cogu
Brevibacillus susu, toprak gibi dogal ortamlardan izole edilmistir (Logan ve De Vos,
2009) Brevibacillus cinsi, gegerli olarak yaymnlanmis adlara sahip 23 tiirden
olusmaktadir.

Yakin zamanda Brevibacillus cinsine, Brevibacillus aydinogluensis (Inan, vd.,
2012) ve Brevibacillus nitrificans (Takebe, vd., 2012), Brevibacillus massiliensis

(Hugon, vd., 2013), Brevibacillus fulvus (Hatayama, vd., 2014),
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Brevibacillus gelatini (Inan, vd., 2016), Brevibacillus sediminis (Xian, vd., 2016),
Brevibacillus halotolerans (Song, vd., 2017) olmak iizere 7 yeni tiir daha eklenmistir
(http://www .bacterio.net/brevibacillus.html).

Brevibacillus cinsi lyelerinin hiicreleri gram pozitif hareketli ¢ubuklardir
(Logan ve De Vos, 2009). Elipsoidal endospor olustururlar ve sporangiayi sisirirler.
Brevibacillus cinsinin ¢ogu tiirli, aerobik olarak niitrient agar gibi rutin ortamlarda
yetisir ve dliz, piiriizsiiz, sarimsi-gri koloniler iiretir. Sadece Brevibacillus thermoruber
kirmizi bir pigment iiretir (Manachini, vd., 1985). Brevibacillus cinsinin ana
menakinonu, MK-7'dir. Baslica hiicresel yag asitleri anteiso-C;s. o ve is0-Cys. o’dur ve
DNA G + C igerigi % 40.2 ila % 57.4 arasinda degismektedir (Logan ve De Vos, 2009).
Genel olarak, Brevibacillus cinsinin iyelerinin  fenotipik  karakterlerinin
(karbonhidratlardan asit tiretimi gibi) belirlenmesi kolay degildir (Logan ve De Vos,
2009). Bu nedenle, cinsin ¢ogu tiiriiniin rutin fenotipik testlere dayanarak birbirinden
ayirt edilmesi zordur. Amplifiye rRNA restriksiyon analizi gibi molekiiler analizlerde
bile, tiim tiirler arasinda ayrim yapmak her zaman kolay degildir (Logan, vd., 2002).
Bununla birlikte, Brevibacillus'un hizli ve rahat tanimlanmasi ve gruplandirilmasi i¢in
son zamanlarda kullanilan hiper degisken (HV) bolge dizisi gii¢lii bir indekstir (Goto,
vd., 2004). Brevibacillus cinsinde, HV bolgesi dizisi bu tiir i¢cinde yiiksek oranda
korunmustur. Boylece HV boélgesinin sekans karsilastirmalariyla Brevibacillus cinsinin
tiirlerinin tanimlanmasi ve gruplandirilmasi saglanmistir (Goto, vd., 2004; Allan, vd.,
2005).

Brevibacillus cinsi, heterotrofik veya ototrofik biiylime i¢in c¢esitli karbon
kaynaklarin1 kullanan ¢ok c¢esitli termofilik, psikrofilik, asidofilik, alkalofilik ve
halofilik suslar1 igerir. Brevibacillus'un habitati Bacillus ile ortiismekte ve cesitli bocek
ve hayvanlarin bagirsaklari ile onlarin viicut tozlar1 ve su ortamlar1 dahil olmak iizere
cesitli ortamlarda bulunmaktadir (Nicholson, 2002).

Biyolojik énemi olan Brevibacillus'un gesitli iiyeleri vardir. Ornegin, larvisidal
aktiviteye sahip B. laterosporus suglar1 veya insan enfeksiyonlari ile iligkilendirilmis B.
agri, B. brevis ve B. laterosporus suslart biyolojik 6nem tasir. B. brevis'in bir susu
antimikrobiyal iiretiminden dolay1 bitki patojenlerinin biyokontrolii i¢in ¢aligilmistir
(Edwards ve Seddon, 2001). B. choshinensis HPD31 susu, rekombinant insan epidermal

biliylime faktoriiniin etkili bir treticisidir (Miyauchi, vd., 1999). Escherichia colinin
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aksine B. brevis 47-5Q, Tris-polietilen glikol yontemi veya elektroporasyon yontemiyle
daha yiiksek transformasyon verimi gosterir (Udaka ve Yamagata 1993).

Polietilen giivenli bir sekilde ayrismasi zor olan polimerlerden biridir.
Polietilenin biyodegradasyonu bir¢cok aragtirmaci tarafindan incelenmistir. (Zahra, vd.,
2010; Mumtaz, vd., 2010; Pramila ve Vijaya, 2011). B. parabrevis tarafindan diisiik
yogunluklu polietilenin biyodegradasyonu incelenmistir (Pramila, vd., 2012) ve diisiik
yogunluklu polietilenin, B. parabrevis ig¢in bir substrat olarak hareket edebilecegi
gosterilmistir.

B. laterosporus bakterisi, Lepidoptera'dan Coleoptera'ya kadar g¢ok sayida
insektine kars1 etkili biyokontrol ajanlar1 olarak gorev yapar (Oliveira, vd., 2004) ve
ekstraseliiler notral proteaz iiretme kapasiteleri nedeniyle nematod kontrolii i¢in de
kullanilabilirler (Baoyu, vd., 2006). Hassi ve arkadaslar1 (2012) ayrica B. laterosporus
susunun antimikobakteriyel aktivitesini de rapor etmistir. Brevibacillus'un, bitki
hastaliklarini, biyokontrol ajanlar1 olarak kontrol edebilen antifungal aktiviteye sahip

cok cesitli metabolitleri iiretebildigi bildirilmistir (Sunita, vd., 2010).

2.1.5 Paenibacillus Cinsi Sistematigi ve Genel Ozellikleri
Alem: Bacteria
Sube: Firmicutes (Gibbons ve Murray, 1978)
Simif: Bacilli (Ludwig, vd., 2010)
Takim: Bacillales (Prévot, 1953)
Aile: Paenibacillaceae (De Vos, vd., 2010)
Cins: Paenibacillus (Ash, vd., 1994; Shida, vd., 1997; Behrendt, vd., 2010)
Paenibacillus ismi, 'neredeyse' anlamina gelen ve Latince bir zarf olan 'paene' ve
Bacillus kelimelerinin birlestirilmesiyle olusmustur. Paenibacillus cinsi, Ash ve
arkadaslar1 (1993) tarafindan 16S rRNA gen dizisi analizi ile Bacillus cinsinden
ayrilarak olusturulmus ve 1994 yilinda yayinlanmistir. Paenibacillus cinsi Shida ve
arkadaslar1 (1997) tarafindan tekrar diizenlenmistir. Paenibacillus polymyxa (Ash, vd.,
1993, 1994) 2005 yilinda cinsin tip tiirii olarak kabul edilmistir. Paenibacillus cinsi,
2309 tiir ve 4 alttiir icermektedir (http://www.bacterio.cict.fr/p/paenibacillus.html).
Bu cinse ait tiirler cogunlukla aerobik veya fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk seklinde,

endospor olusturan bakterilerdir. Paenibacillus cinsi, ana hiicresel yag asidi olarak
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anteiso-Cjs. o'a sahiptir ve % 39-54 mol araliginda genomik DNA G+C igerigine sahiptir
(Shida, vd., 1997; Montes, vd., 2004; Takeda vd., 2005).

Paenibacillus tyeleri, kutup bolgelerinden tropiklere ve akuatik ortamlardan en
kurak c¢ollere kadar farkli habitatlarda kesfedilmistir. Paenibacillus cinsine ait
bakteriler; insanlar, hayvanlar, bitkiler ve ¢evre ile ilgili olan ¢esitli ortamlardan izole
edilmistir. Sicak su kaynaklar1 (Saha, vd., 2005; Chou, vd., 2007), yiyecek (Berge, vd.,
2002), inek diskis1 (Velazquez, vd., 2004), Antarktika sedimentleri (Montes, vd., 2004),
fillosfer (Rivas, vd., 2005, 2006; Valverde, vd., 2008), alkali toprak (Yoon, vd., 2005),
Pu'er ¢ay1 (Kim, vd., 2009), rizosfer (Daane, vd., 2002; Kuisiene, vd., 2008), bocekler
(Park, vd., 2009), insan kani (Ko, vd., 2008; Roux ve Raoult, 2004) ve insan beyin
omurilik sivisi (Roux, vd., 2008) gibi klinik 6rneklerden izole edilmistir. Cogunlukla
bitki kokleri ile iligkili toprakta bulunan bu bakteriler, bitki gelisimini destekler ve
tarimda kullanim i¢in faydalanilabilir.

Birgok Paenibacillus tiirl, ilag veya pestisitler olarak yararli olan antimikrobiyal
bilesikler ve biyoremidasyon veya degerli kimyasallar iiretmek i¢in kullanilabilecek
bircok enzim fretir. Bazi tiirler bal arilarima veya diger omurgasizlara patojendir.
Digerleri ise ara sira insanlart enfekte eden firsatgilardir. Farkli 6zelliklerine uygun
olarak Paenibacillus tiyeleri, kutup bolgelerinden tropiklere ve akuatik ortamlardan en
kurak ¢ollere kadar farkli habitatlarda kesfedilmistir.

Paenibacillus cinsi, misir (Sheela ve Usharani, 2013), sogiit (Han, vd., 2014),
kabak (Fiirnkranz, vd., 2012), pirin¢ (de Souza, vd., 2014), dalli dar1 (Ker, vd., 2014) ve
digerleri gibi bitkilerin biiylimesini tesvik ettigi bilinen bircok tiir igerir. Bitki ile iligkili
Paenibacillus tiirleri, bitki kokleri tarafindan alinabilecek sekilde formiile
dontistiirtilebilen indol-3-asetik asit (IAA) ve diger oksin fitohormonlar1 {ireterek bitki
biiylimesini dogrudan etkileyebilir ve bazi tiirler de atmosferik azotu kullanilabilir hale
getirebilir (Weselowski, vd., 2016). Ticari amach mikro giibrelemelerde P. macerans
dahil olmak iizere baz1 bitki biliylimesini destekleyen bakteriler kullanilirken,
kullanimlar1 su anda smirhdir.

Paenibacillus tiirlerinin belki de en dikkate deger bitki biiyiimesi tesvik edici
Ozelligi, sayisiz biyokontrol kabiliyetlerinden gelmektedir. Paenibacillus tiyeleri
bitkinin kendi diren¢ mekanizmalarini indiikleyerek veya biyosidal maddeler iireterek

cesitli fitopatojenleri ve otgul bocekleri nétralize edebilmektedirler. P. polymyxa'nin
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karnabahar (Pichard ve Thouvenot, 1999), bezelye (Wakelin, vd., 2002), ginseng (Jeon,
vd., 2003), salatalik (Yang, vd., 2004), nohut (Akhtar ve Siddiqui, 2007), yer fistig1
(Haggag, 2007), soya fasulyesi (Zhou, vd., 2008), biber (Phi, vd., 2010) ve daha bir¢ok
bitkide koruma sagladigi gosterilmistir. Biyokontrol o6zelliklerine sahip diger
Paenibacillus tiirleri P. alvei (Antonopoulos, vd., 2008), P. brasilensis (Von Der Weid,
vd., 2005), P. dendritiformis (Lapidot, vd., 2014), P. ehimensis (Naing, vd., 2014), P.
elgii (Lo Presti, vd., 2015), P. kobensis (Martin, vd., 2003), P. lentimorbus (Bae, vd.,
2004), P. macerans (Gulati, vd., 2001), P. peoriae (Jung, vd., 2012) ve P.
thiaminolyticus 'dur (Huang ve Yousef, 2014).

Paenibacillus tirlerinin kinkanathilar (Sharma, vd., 2013) ve pulkanatlilar
(Neung, vd., 2014) gibi zararli boceklerinin larvalarini 6ldiirdiigii gosterilmistir. Japon
bdcegi Popillia japonica'nin larvalarini enfekte eden Paenibacillus popilliae, ABD'de
bir bocege karsi1 kullanilmak tizere kayitli ilk mikrobiyal kontrol ajanidir. Paenibacillus
tarafindan iretilen kitinaz enzimi, boceklerin dis iskeleti ve bagirsak ligninlerinin
yapisal bir polisakkariti olan kitini hidroliz eder.

Cesitli antimikrobiyal ajanlara ek olarak, Paenibacillus tipta ve dis hekimliginde
yararlt olabilecek baska bilesikler Ttretmektedirler. Ekzo-polisakkaritleri (EPS)
antioksidan ve anti-timor 6zelliklere sahipken, mutanaz enzimleri dis ¢liriimelerini
azaltmaya yardimci olabilmektedir. Ornegin, P. polymyxa SQR-21 ve P. polymyxa EJS-
3'ten tiretilen EPS'ler siiperoksit siipiiriicli aktiviteye sahiptir ve lipit peroksidi inhibe
eder (Liang ve Wang, 2015; Liu, vd., 2012). Bu EPS'lerin bazilarinin farelerin
karacigerlerinde oksidatif stresi azalttigt ve mide kanseri hiicrelerinin in vitro
bliylimesini inhibe ettigi bulunmustur (Liu, vd., 2012).

P. jamilae, P. macerans, P. polymyxa ve P. validus suslarinin, agir metal
iyonlar1 veya asit boyalariin biyoflokulosyonunu tegvik ettigi gosterilmistir. P. elgii
B69, genis bir pH aralifinda agir metal iyonlari, boyalar ve kaolin kili dahil olmak
tizere bircok kirletici maddeyi kaldirabilen bir ekzopolisakkarit (EPS) biyoflokiilant
tretmektedir (Li, vd., 2013).
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2.1.6 Microvirga Cinsi Sistematigi ve Genel Ozellikleri
Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria (Garrity, vd., 2005)

Simf: Alphaproteobacteria (Garrity, vd., 2006)

Takim: Rhizobiales (Kuykendall, 2006)

Aile: Methylobacteriaceae (Garrity, vd., 2006)

Cins: Microvirga (Kanso ve Patel, 2003)

Microvirga cinsi ilk olarak Kanso ve Patel (2003) tarafindan tanimlanmis ve
Zhang ve arkadaglart (2009), Weon ve arkadaglar1 (2010) ve Ardley ve arkadaslari
(2012) tarafindan diizenlenmis ve tarif edilmistir. Microvirga cinsi; Proteobacteria
subesinin (Garrity, 2005; Stackebrandt, 1988), Alphaproteobacteria smifinin,
Methylobacteriaceae ailesine aittir. Cinsin tanimlanan ilk tiirii, Microvirga
subterranea'dir (Kanso ve Patel, 2003).

Microvirga cinsi tyeleri; zorunlu aerobik, gram-negatif, spor olusturmayan,
acik pembe koloniler iireten, nitrat1 nitrite indirgeyen, katalaz-pozitif, DNA G+C igerigi
yaklasik % 61.5-64.3 mol olan, ve baskin izoprenoid kinon Q-10 (Kanso ve Patel, 2003;
Zhang, vd., 2009; Weon, vd., 2010; Ardley, vd., 2012; Radl, vd., 2014) olan, optimum
bliylimeleri i¢in maya Oziitiine mutlak ihtiyag duyan, pH 7.0'de ve 41 °C sicaklikta
optimum gelisim gdsteren hareketli ve ¢ubuk seklindeki bakterilerdir.

Microvirga cinsi, son yillarda tanimlanan M. aerilata (Weon, vd., 2010), M.

aerophila (Weon, vd., 2010), M. arabica (Veyisoglu, vd., 2017),
M. lupini (Ardley, vd., 2012), M. zambiensis (Ardley, vd., 2012),
M. lotononidis (Ardley, vd., 2012), M. vignae (Radl, vd., 2014),
M. massiliensis (Caputo, vd., 2016), M. indica (Tapase, vd., 2017),
M. makkahensis (Veyisoglu, vd., 2017), M. ossetica (Safronova, vd., 2017),

M. pakistanensis (Amin, vd., 2017), M. soli (Dahal ve Kim, 2017) tiirleri dahil olmak
izere toplam 16 tiirden olugsmaktadir (http://www.bacterio.cict.fr/p/microvirga.html)
Microvirga iyeleri; Japon kaplicalar (Takeda, vd., 2004), Avustralya jeotermal
sular1 (Kanso ve Patel, 2003), Cin piring tarla topragt (Zhang, vd., 2009), Kore
atmosferik ornekleri (Weon, vd., 2010), yar1 kurak Brezilya'da yetistirilen boriilce
(Radl, vd., 2014), Teksas'da Lupinus texensis (ac1 bakla) kok nodiilii gibi (Ardley, vd.,

2012) gesitli habitatlardan izole edilmistir. Son zamanlarda, Microvirga massiliensis sp.
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nov., Senegal'de toplanan bir digki 6rneginden Marsilya'da izole edilmis ve en biiyiik

genom ile insan komiinaline sahip olmustur (Caputo, vd., 2016).

2.2 Prokaryotik Taksonomi

Mikrobiyal sistematik, mikroorganizmalarin ve onlar arasindaki iliskilerin
cesitliliginin arastirildigr bilimsel bir ¢alisma alanidir (Goodfellow ve O’Donnell,
1993). Mikrobiyal sistematik; siniflandirma, isimlendirme ve tanimlamay1 kapsayan ve
evrimsel siirecleri ve filogeniyi destekleyen genetik mekanizmalarla ilgili ¢alismalari
iceren temel bir bilimsel disiplindir. Ilk adim olan siniflandirma, 6zelliklerin
benzerliklerine ve farkliliklarina dayanarak bireysel suslari yerlestirmek i¢in diizenli ve
giivenilir bir ¢er¢evenin olusturulmasini igerir. Bir sonraki adim olan isimlendirme,
taksonomik hiyerarsi igindeki siralar1 tammay1 ve Uluslararasi Bakteri Isimlendirme
Kanunlarina (Sneath, 1992) gore hazirlanmis kurallar: takip ederek taksonomik gruplara
uluslararasi gecerli isimleri vermeyi ele alir. Son adim olan tanimlama, suslarin varolan
ve gecerli taksonlara ait olup olmadigi aragtirmayi ele alir. Prokaryotik taksonomi, bu
standart yontemleri ve kriterleri kullanarak bilinmeyen izolatlarin temel 6zelliklerini
belirlemeyi icerir. Prokaryotik taksonomiye goére bilinen gruplar disinda bulunan
izolatlar tanimlanmali ve yeni takson olarak smiflandirilmalidir. Siniflandirma ve
taksonomi terimlerinin es anlamli olmadigi, taksonominin temelleri, ilkeleri ve rolleri
de dahil olmak iizere smiflandirmanin teorik calismasini ifade ettigi unutulmamalidir
(Simpson, 1961).

Siniflandirma diger bilimlerin temelidir, ancak ayni zamanda teknolojik
ilerlemelerden elde edilen yeni verilerin elde edilmesine baglidir. Buna karsilik,
prokaryotik gruplarin smiflandirilmasinin ii¢ asamadan, alfa (analitik evre), beta
(sentetik evre) ve gama (biyolojik evre) taksonomisinden gegctigi iyi bilinmektedir.

Ik taksonomi asamasi, yani alfa taksonomi, tiirlerin smiflandirildig,
adlandirildig1 ve tanimlandig1 diizeydir. Daha sonra, beta taksonomisi tiirlerin dogal
siniflandirmalara atanmasin1  kapsar; Bunlar, fenetik veya filogenetik kriterlere
dayanabilmektedir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993). Filogenetik siniflamalar ¢ogu
zaman teorik olarak en saglam (Doolittle, 1999) kabul edilir. Arkea ve bakterilerde 16S
rRNA dizisi varyasyonlarinin filogenetik kriterleri, prokaryotlarin siniflandirilmasi i¢in
temel teskil etmektedir (Vandamme, vd., 1996; Tindall, vd., 2010). Bununla birlikte,

prokaryotlarin siniflandirilmasina  yonelik gilincel yaklasimlar, kemotaksonomik,
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molekiiler sistematik ve niimerik taksonomik prosediirlerin uygulanmasiyla elde edilen
genotipik ve fenotipik 6zelliklerin biitiinlesik kullanimina dayanmaktadir (Goodfellow
ve O’Donnell, 1993; Vandamme, vd., 1996; Tindall, vd., 2010). Polifazik taksonomi
olarak bilinen bu uygulama, Colwell (1970) tarafindan yiiksek kaliteli genotipik ve
fenotipik veriler elde etmek i¢in secilen yontemleri kullanarak prokaryot gruplar
tizerinde ardisik veya es zamanli calismalari kapsamaktadir. Polifazik taksonominin
yaygin olarak uygulanmasi, prokaryotlarin siiflandirilmasinda, Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology kitabinda da anlatildigi gibi, dogru bir isimlendirme ve
gelistirilmis tanimlama icin saglam bir temel saglayan belirgin gelismelere yol agmigtir
(de Vos, vd., 2009; Krieg, vd., 2010; Goodfellow, vd., 2011).

Son asama, gamma taksonomisi, alt tiirler, ekotipler ve polimorfizmler ve
taksonlarin biyolojik yonleri gibi tiir i¢i kategorileri kapsar. Tiir i¢i varyasyon ve ilgili
evrimsel siireclerin analizi, sistematigin 6nemli bir yonii olan tiirlesme mekanizmasinin
altim1 ¢izmek agisindan ¢ok Onemlidir. Ancak, bu alandaki c¢alismalarin c¢ogu
taksonomistlerden ziyade ekoloji (¢cevre biyolojisi) (Lucker, vd., 2010, Mira, vd., 2010)
ve epidemiyoloji (tip biyolojisi) (Morschhauser, vd., 2000; Morelli, vd., 2010)

tarafindan yiiriitiillmektedir.

Kemotaksonomik belirtegler
(poliaminler, kinonlar, polar
lipidler. yag asitleri vb.)

DNA-DNA Hibridizasyonu
% G+C
tDNA-PCR
Hiicre duvar yapsst (teikoik asitler.
peptidoglikanlar)

Restriksivon Fragment Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP)

Darbeli Alan Jel Elektroforezi (PFGE)
Ribotiplendirme

DNA Amplifikasyonu (AFLP, REP-PCR,
Box-PCR, ERIC-PCR. ITS-PCR. RAPD/
AP-PCR, ARDRA)

DNA mikroarray

Faj ve bakterivosin tiplendirme

Serolojik Teknikler

DNA Problan
DNA Dizileme
rRNA Gen Dizisi
Sekil 2.1., Bakteriyel hiyerarsinin ¢6ziimii i¢in modern polifazik yaklasimda kullanilan
tekniklerin ve isaretlerin sematik gdsterimi (Prakash, vd., 2007).
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2.3 Molekiiler Sistematik

Cevrede bulunan mikroorganizmalar, dokme plak ve yayma plak yontemleri gibi
cesitli kiiltiire bagli klasik teknikler ve fizyolojik 6zelliklerini desifre eden gram boyama
ve biyokimyasal analizlerle karakterize edilebilmektedir. Biiyiime ortamindaki koloni
morfolojisine dayanarak, mikroskobik gozlem ve biyokimyasal testler kullanilarak izole
edilen bakteriler belirli cinslere tahsis edilebilir. Ancak, bu teknikler bir¢ok ¢evresel
faktore bagli oldugu kadar zaman alict olmaktadir (Rastogi ve Sani, 2011). Bu nedenle,
dizi bazl, jel bazli ve protein bazli sistemler gibi ileri teknikler, hizli reaksiyonlari,
yiiksek Ozgiilliikleri ve daha az hata sansi nedeniyle avantajli hale gelmistir. Bu ileri
tekniklerin gelistirilmesi, mikroorganizmalarin tanimini biiyiikk Ol¢lide degistirmistir,
¢linkii bircok durumda, bir tiir i¢indeki dizi ¢esitliligi, ekolojik olarak farkli olan ¢oklu
dizi kiimelerini ortaya c¢ikarmaktadir (Cohan, 2002). Filogenetik ¢alismalar icin
hausekeeping gen dizileri kullanarak, organizmalarin, yani prokaryotlarin ve
Okaryotlarin geleneksel siniflandirmasinin aksine, Archaea, Bacteria ve Eukarya'nin
filogenetik ayrimi gelistirilmistir.

Genomik yaklagimlar, bakterilerin tanimlanmasinda dogru bir arag¢ saglar.
Bakterilerin taksonomik iligkisini degerlendirmek i¢in DNA-DNA hibridizasyon (DDH)
yontemleri 1960'l yillardan beri kullanilmaya baglamistir. Genom BLAST mesafe
filogenisi (GBDP) (HGB, vd., 2005), ortalama niikleotid benzerligi (ANI) ve
maksimum essiz eslesme indeksi (MUMi) (Deloger, vd., 2009) da dahil olmak {izere
DDH degeri ile iligkili benzerlik indeksleri, verimlilik agisindan iki genom dizisini daha
etkili bir sekilde kiyaslamay1 saglar. Bunlarin arasinda Konstantinidis ve Tiedje (2007),
ANI ve DDH degerleri arasindaki korelasyona dayanan genom dizilerinin ortalama
niikleotid kimligine (ANI) gore daha yiiksek bir esik deger aralig1 6nermislerdir (Goris,
vd., 2007; Chan, vd., 2012). % 95 ve % 96 arasindaki ANI degerleri, DDH degerine %
70 esittir ve tiir ayrimi i¢in varsayilabilir oldugunu gostermistir (Goris, vd., 2007;
Richter ve Rossello-Moéra, 2009).

Prokaryot filogenisinin anlagilmasi, olduk¢a korunmus kiictlik alt birim rRNA'ya
dayanmaktadir (Woese, 1987). Su anda, tiim genom dizilimi ¢aligmalari, prokaryotlarin
sistematik olarak gii¢lii bir araci olarak diistiniilmektedir. Actinobacteria subesinde ilk
kez M. tuberculosis dizilenmistir (Cole, vd., 1998).

Uzun siire, 16S rRNA geni prokaryotik filogenetik aga¢ olusturmak i¢in kabul
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edilebilir bir molekiiler belirte¢ olarak kullanilmistir (Woese ve Fox, 1977). Ek olarak
bakteriyel taksonomiyi incelemek icin diger ribozomal RNA genleri de uygulanmistir.
Su anda Actinobacteria subesinin filogenetik analizi 16S rRNA genine ve belirli
gruplardaki bireysel genlere dayanmaktadir. Bununla birlikte, tek genle yapilan
filogenik caligmalar kararsiz goriinmekte ve karmasik gruplarin gercek evrim tarihini
yansitamadigi belirtilmektedir (Alam, vd., 2010). Tam tersine, tiim genom temelli
filogenetik analizler, tiir diizeyinde i¢ dallanmalar1 daha yiiksek ¢oziiniirliikte gosterir ve

ayrica tek gen taksonomisi analizinde ele alinan kisitlamalar1 ortadan kaldirmaktadir.

2.4 16S rRNA Gen Bolgesi

Cevrede cok ¢esitli bakteri tiirleri mevcut oldugundan, tanimlama amaglar1 i¢in
kullanilacak tekniklerin kapsami1 ve karmasiklig1 oldukga sasirticidir (Spratt, 2004). 16S
rRNA geninin niikleotit sekans verilerinin kullanimi, sadece tanimlama yapmak i¢in
degil, ayn1 zamanda yeryiiziindeki tiim mikroorganizmalar arasindaki filogenetik iliskiyi
cizmede en uygun aractir. Tanimlama amaciyla analizi yapilan 16S rRNA geninin
kullaniminin nedenleri arasinda; 1) Ayni islevi yerine getiren genin biitiin
organizmalarda mevcudiyeti, 11) Analizi gergeklestirilen gen dizisinin yeterince
korunmus olmasi, iii) sekanslanmasinin nispeten kolay oldugu ve filogeninin
tanimlanmast ve analizi i¢in yeterli bilgi igerecek kadar biiyiik olmasi (yaklasik 1500
bp'lik) sayilabilir (Clarridge, 2004). Bu teknik, veritabaninda sadece 16S rRNA gen
dizilerinin yeterli miktarda birikmesinden ve gen amplifikasyonu i¢in uygun primerlerin
mevcudiyetinden sonra popiiler hale gelmistir.

16S rRNA geninin karsilastirmali dizilemesi ve analizi ile ilgili bir takim
avantajlar ve dezavantajlar vardir. Bu teknigin en biiylik avantaji hizli ve dogru
tanimlama saglamasidir.  Geleneksel tekniklerde, belirli bakteri gruplarinin
tanimlanmasi i¢in 6zel teghizatin bulunmasi ve anaeroblar i¢in gaz kromatografisi ve
kiitle spektroskopisi gibi uzmanliklarinin belirlenmesi zordur, buna karsin sekans bazl
tanimlama geleneksel tekniklere dayanmamaktadir (Clarridge, 2004). Biiylime
periyotlar1 uzun olan ve geleneksel tekniklerle tanimlamalari zaman alici ve sikici olan
baz1 yavas bliyliyen bakteriler mevcuttur. Bu bakimdan, 16S rRNA gen dizilemesi,
sonucta oldukca az zaman harcayan benzersiz bir teknolojiyi temsil etmektedir.

16S rRNA'daki gen benzerligi, evrensel, nispeten kararli ve olduk¢a korunmus

olmas1 nedeniyle prokaryotlarin taksonomisinde 6nemli bir molekiiler belirte¢ olarak
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distiniilmektedir. Sonu¢ olarak, 16S rRNA dizilerinin analizi, bakteri izolatlarinin
smiflandirilmasi i¢in tercih edilen bir yaklasim olarak giincelligini korumaktadir.
Bununla birlikte, 16S rRNA geni ayrica, bazi cinslerde olduk¢a korunmasi, ¢oklu rRNA
operonlar1 arasindaki niikleotid varyasyonlar1 ve bu genlerin takson arasinda yatay gen
aktarim1 (HGT) olasilig1 da dahil olmak iizere bir molekiiler belirte¢ olarak sinirlamalar
gostermektedir (Ramasamy, vd., 2014). Yeni tiirlerin tanimlanmasi i¢in 16S rRNA gen
benzerlik degeri % 97 Onerilmistir (Stackebrandt ve Goebel, 1994), ancak son
zamanlarda farkli takimlar icin % 98.7-99'luk bir kesme degeri Onerilmektedir
(Stackebrandt ve Ebers, 2006). EzTaxon sunucusu, aga¢ yapimi i¢in ikili benzerlik,
coklu dizi hizalamas1 ve filogenetik algoritmalar hesaplayan tim gegerli dizilerin

toplamini icerecek sekilde gelistirilmistir (Chun, vd., 2007).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Sediment Orneklerinin Secimi ve Kaynaklari

Tez ¢alismas1 kapsaminda ilk olarak Eskisehir Ili'nin Cifteler Ilgesi'nde bulunan
Sakarya Nehri kaynaginin 4 farkli lokalitesinden alinan sediment 6rnekleri konumlarina
gore numaralandirilmis, steril cam kavanozlara alinmig ve laboratuvara getirilerek
izolasyon amaciyla kullanilmistir. 2015 yili bahar doneminde toplanan ve izolasyon
calismasinda kullanilan sediment 6rneklerinin kodlari, sediment bolgeleri, derinlikleri
ve pH degerleri Cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1., izolasyon calismast icin drneklerin alindig1 bolgeler ve bazi dzellikleri

Orneklerin Sedimentin Alindig1 Sedimentin Sedimentin Alindig:
Kodlari Bolge Alindig1 Derinlik Noktanin pH's1
S1 Giines gérmeyen bolge, I m 7.0
yosun kapl alan
S2 Az giinesli bolge 1.5-2m 8.5
S3 Kiregli bolge 2m 9.0
S4 Kiregli bolge 4 m 8.5

3.2. Mikroorganizmalarin izolasyonu
Calisma kullanilan kiiltiir ortamlar1 ve soliisyonlarin igerikleri EK-A ve EK-B'de

yer almaktadir.

3.2.1. Diliisyon Plaka Teknigi

Her bir sediment 6rneginden steril sartlar altinda uclar1 bir miktar kesilmis pipet
uclar1 kullanilarak otomatik pipet (Axygen, USA) ile 500 pl alinarak steril edilmis 4.5
ml ringer soliisyonu iceren boncuklu tiiplere aktarilmistir. 30 dakika boyunca toprak
kolloidlerinde bulunan sporlar1 ringer soliisyonuna gegirebilmek igin 107lik ilk
dilisyon tiipleri elde ritmik olarak calkalama vasitasiyla mekanik etkiye maruz
birakilmistir. Calkalama islemi sonrasinda izolasyon esnasinda vejetatif formlara bagl
kontaminasyonun engellenmesi i¢in 65 °C'ye ayarlanmis su banyosunda tiipler 30
dakika boyunca bekletilmistir. Su banyosunda belirlenen siire bekletilen tiipler daha
sonra steril sartlar altinda vorteks karistirict (DAIHAN Scientific Co., Ltd., KOREA) ile

kanistirilip, otomatik pipet ile 1 ml alinarak igerisinde 9 ml ringer soliisyonu olan cam
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tiipe aktarilarip 107 diliisyonu hazirlanmistir. Bu islem 107 ve 10™ diliisyonlarini
hazirlamak i¢in tekrarlanmistir (Sembiring, 2000; Sivakumar, 2008 ).

102, 107, 10 lik diliisyonlardan otomatik pipet (Axygen, USA) ile 0.2 ml
alinan ¢ozeltiler, siklohekzimid (50 pg ml™), rifampisin (0.5 pg ml™") ve nalidiksik asit
(10 mg ml™) ilaveli tripton yeast glukoz ekstrakt agar (TYGEA, Blackall, vd., 1989),
yeast malt agar (ISP 2, Shirling ve Gottlieb, 1966), SM3 agar (Tan, vd., 2006), starch
casein agar (SC, Kuster ve Williams, 1964; Mackay, 1977) ve glukoz yeast malt
ekstrakt agar (GYMEA, Rapp, 1974) ylizeyine inokiile edilmistir. Her bir diliisyon i¢in
2 plak hazirlanmistir. inokiilasyonlu plaklar, O, girisine izin verecek sekilde 30 °C'deki
etlivde 6-8 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Calisma siiresince tek kullanimlik

steril plastik petriler (90 mm, disposable petri dishes, Sterillin, UK) kullanilmstir.

3.2.2. izolatlarin Secimi ve Saflastirilmasi

Ardisik diliisyonlar1 takiben farkli segici kiiltlir ortamlarina aktarilan 6rnekler
30° C'de 6-8 hafta inkiibasyona birakilmistir. Bu secici ortam ylizeyinde aktinomiset
benzeri kolonileri belirleyebilmek i¢in makroskobik ve mikroskobik (100x biiyiitme;
ZEISS/Primo Star) incelemeler yapilmistir. Farkli olabilecegi diisiiniilen aktinomiset ve
benzeri koloniler steril kiirdanla alinarak izole edildikleri siklohekzimid (50 pg ml™),
rifampisin (0.5 pg ml™) ve nalidiksik asit (10 mg ml™) ilaveli yeni kiiltiir ortamlarina
inokiile edilmistir. 30 °C'de etiivde 21-28 giinliik inkiibasyonun ardindan istenilen

organizmalar saf izolatlar olarak elde edilmistir.

3.2.3. izolatlarin Stoklanmasi

[zolasyonu takiben makroskobik ve mikroskobik &zelliklerine gore secilen 22
izolat siklohekzimid (50 pg ml™), rifampisin (0.5 pg ml™) ve nalidiksik asit (10 mg ml”
" ilaveli SM3 agar ve GYME agar yiizeyine yogunlastirilarak inokiile edilmistir. 30
°C'de etiivde 14-21 giin inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda her bir izolat % 30 gliserol iceren otoklavlanabilir 1.5
ml'lik vidali kapakli tiipler igerisine steril 6ze veya kiirdan yardimiyla transfer edilerek

-18 ° C'de stoklanmustir.
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3.3. DNA izolasyonu

3.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Saf olarak stoklanan test izolastlarinin genomik DNA izolasyonu; DNA
Izolasyon Kiti (Invitrogen,USA) kullanilarak gergeklestirildi.

Test organizmalar1 yogun olarak gelisebildikleri kiltiir ortamlarina gore
siklohekzimid (50 pg ml™), rifampisin (0.5 pg ml™") ve nalidiksik asit (10 mg ml™)
ilaveli SM3 agar ve glukoz yeast malt ekstrakt agar ortamlarinda 30 °C'de etiivde 7-14
giin gelistirilmistir. Inkiibasyonu takiben her bir izolattan bir dze dolusu alarak
gelisim gosterdikleri kiiltlir ortamlarina gére 30 ml SM3 Broth ve GYME broth bulunan
50 ml'lik erlenlere steril sartlarda transfer edilmistir. Kiiltiirler calkalamali inkiibatérde
30 °C'de 160 rpm'de 3-10 giin siireyle gelistirilmistir. Safliklar1 kontrol edildikten sonra
steril ependorflara kiiltiirlerden 1.5 ml ilave edilmis ve 13.000 rpm'de 10 dk
santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasi iist faz uzaklastirilip altta kalan peletler ddH,O ile 1 defa, TE
(10 mM tris, 1 mM EDTA, pH:8) tamponunda 2 defa yikanmistir (Sambrook, vd.,
2001). Bu islemler sonucu hiicre peletleri DNA izolasyonuna hazir hale getirilmistir.

DNA izolasyonu i¢in uygulanan islem basamaklari asagida yer almaktadir:

Islem Basamaklar:

Lizatin Hazirlanisi;

1. Izolatlardan elde edilen her bir hiicre peleti iizerine 180 pl lizozim (20mg/ml)
tamponu eklenip kisa siire vortekslendikten sonra 37 °C'de 12 saat bekletildi.

2. 2 adet su banyosu 37 °C ve 55°C'ye ayarlandi.

3. 2 ul triton-x ilave edilip pipetaj yapildi ve 37 °C'de 30 dk bekletildi.
20 ul RNaz ve 20 pl Proteinaz K eklenip kisa vortekslemeden sonra 37 °C'de 30-
45 dk bekletildi.

S. 200 pl PureLink Genomik Parcalama/Baglama tamponu eklenerek vortekslendi
ve 55 °C'de 30 dk bekletildi.

6. Lizata 200 pl % 96-100'ik etanol eklenip homojen bir ¢ozelti elde etmek

amaciyla 5 sn vortekslenerek iyice karigtirildi.
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Uygulama;

1. Yaklagik 640 pl olan lizat PureLink spin kolona aktarildi.

2. Kolon oda sicakliginda 10.000 g'de 1 dk santrifiijlendi.

3. Toplama tiipii atild1 ve spin kolon temiz bir toplama tiipiine aktarildi.

4. Kolona daha 6nceden hazirlanan yikama tamponundan 1'den 500 pl eklendi.

5. Kolon oda sicakliginda 10.000 g'de 1 dk santrifiijlendi.

6. Toplama tiipii atild1 ve kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi.

7. Kolona daha 6nceden hazirlanan yikama tamponundan 2'den 500 pl eklendi.

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

atild.

9. Spin kolon 1,5 ml'lik temiz bir mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi.

10. Kolona 25-200 pl PureLink Genomik Ayirma Tamponu eklendi.

11.  Kolon oda sicakliginda maksimum hizda 1,5 dk santrifiijlendi ve bdylece
istenilen izolat DNA's1 saf bir sekilde elde edildi.

12. Saflagtirilan DNA -20 °C muhafaza edildi.

3.3.2. DNA izolasyon Kontrolii

DNA izolasyon iglemini takiben, 6rneklerin agaroz jel elektroforez teknigi ile
kontrolii saglanmistir. Izole edilen DNA &rneklerini agaroz jelde goriiniir hale
getirebilmek icin jele floresan 6zellik gosteren etidyum bromiir (EtBr) boyasi ilave
edilmistir. Etidyum bromiir ¢ift zincirli DNA'nin baz ciftlerine baglanarak 254 nm yada
312 nm dalga boyunda jel goriintileme cihazinda ( SYNGENE G-BOX) kirmizi
floresans yayar. Bu 6zelligi sayesinde, eger DNA izole edilmis ise agaroz jelde bulunan
boya jel goriintiileme cihazinda DNA'dan kaynakli bantlarin goriiniir olmasi miimkiin
olmaktadir.

Elektroforez tablasi kullanimdan once saf su ile temizlenmis ve kurutularak diiz
bir zemine birakilmistir. % 1'lik agaroz jel hazirlamak i¢in 1 gr agaroz hassas terazide
tartilmis ve tizerine 1X TBE tamponu eklenmistir. Hazirlanan ¢6zelti mikrodalgada
1sitilarak homojen hale getirilmistir. Daha sonra ¢ozelti elle tutulur sicakliga ulastiginda
tizerine 3-5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) eklenmistir. Ardindan ¢ozelti elde hafifce
kanigtirildiktan sonra kabarcik kalmayacak sekilde tablaya dokiilmiistiir. Kabarcik
kontrolii yapildiktan sonra tablaya taraklarin oldugu aparat eklenmistir. 30-45 dk
beklenmistir. Jel donduktan sonra taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir. Elektroforez



29

tablasi icerisinde 1X TBE tamponu olan elektroforez tankina yerlestirilmistir. Taragin
olusturdugu bosluklara her bir DNA o6rneginden 3 pl ve jel yiikleme tamponundan
(brom fenol mavisi) 1 ul dikkatli bir sekilde karistirilarak transfer edilmistir. Elektrofez
tankinin kapagi kapatilarak giic kaynagia baglanmis ve 120 voltta 30-45 dk

yiriitilmistiir.

3.3.3.16S rRNA Gen Bélgesinin PCR islemi

Test izolatlarinin 16S rRNA gen bolgesi 27f (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") ve 1525r (5'AAGGAGGTGWTCCARCC-3")
primerleri kullanilarak Thermal Cycler'da (Biorad T100, SINGAPORE) amplifiye
edilmistir (Lane, 1991).

16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in Promega firmasindan alinan
GoTaq Hot Start Master Mix (Promega Corporation, USA) kullanildi. 50 pl olarak
hazirlanan reaksiyon karigimi ¢izelge 3.2. de belirtilmistir.

Cizelge 3.2., PCR reaksiyonu i¢in bilesenler ve miktarlar

Bilesen Stok Yogunlugu Miktar (ul)
Hot Start Master Mix 2X 25

27f primeri 10 pmol 1

1525 primeri 10 pmol 1

Kalip DNA 50-100 ng 2

Niikleaz igermeyen su 21

Hazirlanan reaksiyon karisimi, yavas ve dikkatli bir sekilde pipetajlanip,
mikrosantrifiijde 10-20 sn dondiirtilmiistiir.
PCR reaksiyonu Cizelge 3.3’de belirtilen sartlarda gerceklestirildi.

Cizelge 3.3., PCR reaksiyon kosullari

islem Sicaklik (° C) Siire (dk) Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95°C 5:00 1
Denatiirasyon 95°C 1:00 35

Baglanma 575°C 2:00 35

Uzama 72°C 3:00 35

Son Uzama 72°C 8:00 1

Reaksiyon Sonrasi bekleme 4°C
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PCR islemi sonunda kontrol i¢in hazirlanan % 1'lik agaroz jele 3 ul DNA ladder
ile 3 pl PCR diriin 6rnegi ve 1 pl yiikkleme boyast karstirilarak yiiklenmis ve

amplifikasyon islemi gergeklestirilen bolgenin tespiti yapilmistir.

3.34. 16S rRNA Gen Bolgesi Verilerinin Eldesi, Analizi ve Filogenetik
Dendogramlarin Olusturulmasi

PCR islemini takiben elde edilen DNA oOrneklerinin agaroz jel kontrolleri
saglandiktan sonra 16S rRNA gen boélgesinin baz dizi analizi MacroGen firmasindan
hizmet alim1 seklinde gergeklestirildi. 16S rRNA gen bolgesinin baz dizi analizi 5 farkli
oligoniikleotid primer (Cizelge 3.4.) ile MacroGen firmasi tarafindan ABI 3730XL
otomatik baz dizi cihazi ile belirlenmistir.

ABI formatindaki dosyalar fasta formatina doniistiiriilip Mega 7 (Tamura, vd.,
2011) paket programi kullanilarak 3-5 farkli primerden elde edilen diziler birlestirilmis
ve zayif nitelikli okumalarin oldugu (belirsiz yani 'N' kodlu ve birka¢ duplike baz) ve
istenmeyen bolgelerin oldugu baz dizileri veri setinden uzaklastirilarak 16S rRNA gen
bolgesinin baz dizilimi elde edilmistir. Farkli primerler kullanilarak hazirlanan 16S
rRNA gen bolgesi dizileri, filogenetik iligkileri belirlemede kullanilmistir.

Mega 7 (Tamura, vd., 2011) paket programi kullanilarak elde edilen 16S rRNA
baz dizilimi verilerinin, Ez Taxon Server (https://www.ezbiocloud.net/) ve NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sunucular1 kullanilarak karsilastirmali analizleri yapilip
en yakin akraba olan tiirler belirlenmistir. Ez Taxon Server kullanilarak 16S rRNA bazl
ornekler ve en yakin akraba organizmalar fasta formatinda elde edilmistir. Mega 7
(Tamura, vd., 2011) paket programi kullanilarak her bir 6rnek ve yakin akrabalari
karsilastirilmis ve manuel olarak dizilenmistir. Bu diziler ve test edilen 6rnekleri ait
diziler Mega 7 paket programinda birbirleriyle karsilastirmali olarak hizalanmis ve
ardindan filogenetik analiz boliimiine gecilmistir. 16S rRNA gen bolgesi baz dizilerinin
coklu hizalamasi sonrasinda filogenetik soy agaglari neighbor-joining (Saitou ve Nei,
1987) algoritmast ile olusturulmustur. Neighbor-joining algoritmas1 kullanilirken
filogenetik uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu kullanilmistir (Jukes ve Cantor,
1969). Filogenetik soy agaclarinin bootstrap analizi 1000 tekrarli olarak Mega 7 paket

programinda elde edilmistir.



31

Cizelge 3.4., 16S rRNA gen bolgesi dizilemesinde kullanilan oligoniikleotid primerler

Primer ad1  Sekans (5'—3") Biiyiiklik  Kaynak
(b¢)
800r TACCAGGGTATCTAATCC 18 Chun, 1995
27f AGAGTTTGATCTGGCTCAG 20 Lane, 1991
1492r TACGGTTACCTTGTTACGACTT 22 Heuer, vd., 1997
1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 17 Lane, 1991
MG5f AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 Chun, 1995
518f CCAGCAGCCGCGGTAAT 17 Muyzer. vd., 1993

3.4. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Bilecik Seyh Edebali Universitesi Dr. Ogr. Uyesi Fadime Ozdemir Kogak’in
kiiltiir stogundan alinan test suslari, 2 gram negatif bakteri (E.coli W3110, P. vulgaris
NRRL B-123), 2 gram pozitif bakteri (B. subtilis IMG 22, S. aureus ATCC 25923), 2
maya (C. albicans ATCC 1326, S. cerevisiae ATCC 9763) ve 2 fungus (A. parasiticus
NRLL 465, Fusarium sp.) olan toplam 8 patojen test organizmasin gelismelerini inhibe
etme kabiliyetlerine gore incelenmistir (Williams, vd., 1983a). Test suslarin kiiltiir
ortamina inokiilasyonu, otomatik pipet (Axygen, USA) vasitasiyla nokta ekim ydntemi
kullanilarak yapilmistir. Her bir izolat i¢in hazirlanan stok soliisyonlarindan otomatik
pipet yardimiyla 7 pl aliarak antibiyotik ilavesiz modifiye edilmis Bennett’s Agar
(Jones, 1949) yiizeyine 4’lii gruplar halinde nokta ekim yoluyla inokiile edilmistir.
Inokiilasyonlu plaklar, 28°C’de 2 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
koloniler tizerine, steril enjektdr yardimiyla 3-5 ml’lik kloroform dokiilmiis ve
kloroformun buharlagsmasi i¢in petri plaklarinin kapagi, 40 dakika boyunca yar1 acik bir
sekilde tutulmustur. Bu sekilde o6ldiiriilen koloniler iizerine, daha sonra, her biri steril
nutrient broth igerisinde 1-2 giin siireyle gelisen patojen test organizmalar1 yayma plak
yontemiyle inokiile edilmistir. Inokiilasyonlu plaklar, 28°C *de 1 giinliik inkiibasyondan
sonra incelenmistir. Koloni etrafinda, test patojenlerine karsi bir inhibisyon zonu

olusmussa sonu¢ milimetrik cetvel ile 6l¢iilerek degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroorganizmalarin Belirlenen Lokalitelerden izolasyonu

Ic Anadolu Bolgesi'nde yer alan Sakarya Nehri'nin dogdugu yerden toplanan
sedimentlerden mikroorganizma izolasyonunda segici besiyeri ortami olarak tripton
yeast glukoz ekstrakt agar (TYGEA, Blackall, vd., 1989), yeast malt agar (ISP 2,
Shirling ve Gottlieb, 1966), Gauze's Medium 2 agar (SM3, Tan, vd., 2006), starch
casein agar (SC, Kuster ve Williams, 1964; Mackay, 1977) ve glukoz yeast malt
ekstrakt agar (GYMEA, Rapp, 1974) kullanildi. Sediment Orneklerine once
dekontaminasyon islemi, ardindan diliisyon plaka teknigi uygulandi ve seri diliisyonlari
(10", 107, 107 ve 10™) takiben yayma plaka yontemiyle ekimler yapildi. Ekimleri
tamamlanan plaklar 30 °C'deki etiivde 6-8 hafta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
isleminden sonra farkli aktinomiset gruplart oldugu diisiiniilen mikroorganizmalar
gelisim gosterdikleri besiyerleri olan SM3 agar, ISP 2 agar ve GYME agar yiizeylerine
transfer edilerek saflagtirma prosediiriine gecildi (EK-1). Saflagtirma islemi sonrasinda
gelisim gosteren organizmalarin yogun ekimleri SM3 agar, ISP 2 ve GYME agar
besiyerlerine yapildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir izolat % 30'luk gliserol iceren
otoklavlanabilir 1.5 ml'lik vidali kapakl tiiplere steril 6ze ile transfer edilerek -20 °C'de
stokland1 (Wellington ve Williams, 1978). Eskisehir Ili'nin Cifteler Ilgesi'ndeki Sakarya
Nehri'nin dogdugu yerden alinan 6rneklere ait bilgiler ¢izelge 4.2. de belirtilmistir.

Sediment izolasyonu sonucu makroskobik ve mikroskobik goriintiilerine gore
secilen 22 izolat 16S rRNA gen boélgesi analizine tabi tutularak filogenetik analizleri
gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1., Organizmalar1 kodlamada kullanilan parametreler

Sakarya Bolge Besiyeri Bas Harfi Diliisyon Secilen
Nehri Katsayisi Organizma

Sirasi

"S" Harfi 1 SM3(Gauze's Medium) 10° 1

2 107 2

3 GYME (Glukoz Yeast 10 3

4 Malt Ekstrakt Medium) 4

5

ISP2 Medium




Cizelge 4.2., Sediment Izolasyonu ile Sakarya Nehir Kaynagindan elde edilen
aktinomiset izolatlar1

Organizma | Kaynak Lokasyon Nitelik

S2821 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1.5-2 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S3S31 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 2 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1S32 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1S33 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1S34 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1S35 Sediment Ornegi, 39° 20’ 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S2S24 Sediment Ornegi, 39° 20" 57" Kuzey Derinlik: 1.5-2m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1G34 Sediment Ornegi, 39° 20’ 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1141 Sediment Ornegi, 39°20' 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskigehir 31°03' 21" Dogu

S1G21 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1S31 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskigehir 31°03' 21" Dogu

S1S23 Sediment Ornegi, 39° 20’ 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S2G33 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1.5-2 m
Cifteler, Eskigehir 31°03' 21" Dogu

S2823 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1.5-2 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S2G35 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1.5-2 m
Cifteler, Eskigehir 31°03' 21" Dogu

S1S41 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S2S822 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1.5-2 m
Cifteler, Eskigehir 31°03' 21" Dogu

S2S31 Sediment Ornegi, 39°20' 57" Kuzey Derinlik: 1.5-2 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1S21 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1S24 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S1S22 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 1 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu

S3S832 Sediment Ornegi, 39°20" 57" Kuzey Derinlik: 2 m
Cifteler, Eskisehir 31°03' 21" Dogu
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Cizelge 4.3., 16S rRNA dizilemesi yapilan organizmalar

Cins Izolat Izolasyon Besiyeri  Diliisyon Plaka

Micromonospora sp. S1G21 SM3 X
S1G34 GYM
S1S21
S1823
S1S831
S1833
S1S34
S1835
S2G33
S2G35
S2822
S2823
S2831
S3S31

Brevibacillus sp. S1141 ISP 2
S1S24 SM3
S3S32

i

Saccharomonospora sp. S1S41 SM3
S2S521

Paenibacillus sp. S1S22 SM3

Cellulomonas sp. 52524 SM3

il ol B

Microvirga sp. S1S32 SM3

Elde edilen 22 izolatin 14 tanesi Micromonospora sp., 3 tanesi Brevibacillus sp.,
2 tanesi Saccharomonospora sp., 1 tanesi Paenibacillus sp., 1 tanesi Cellulomonas sp.
ve 1 tanesi Microvirga sp. cinsine aittir. Bu organizmalardan 17 tanesi SM3 (Gauze's
Medium 2) besiyerinden, 4 tanesi GYME besiyerinden ve 1 tanesi ISP 2 besiyerinden

elde edilmistir.

4.2. DNA Ilzolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforez Yoéntemiyle DNA'larin
Goriintiilenmesi

Izolasyon calismalar1 esnasinda, morfolojik olarak farkliik  gdsteren
organizmalar belirlenerek, bu organizmalardan genomik DNA (DNA izolasyon Kiti-
invitrogen,USA) izole edildi ve DNA kontrolii % 1'lik agaroz jelde yiiriitiilerek

gorintiilendi.
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4.3. 16S rRNA Gen Bolgesinin PCR Amplifikasyonu

Analizi yapilacak izolatlardan saf olarak elde edilen DNA Orneklerinin, 16S
rRNA gen bdlgesinin analizinde kullanilan iki evrensel primer (27f ve 1525r; Lane,
1991) kullanilarak Termal Cycler'da (PCR, Biorad T100, SINGAPORE) PCR
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Amplifikasyonu gergeklestirilen iriinler % 1.5'luk
agaroz jelde (100 ml 1XTBE tampon, 1.5 g agaroz) DNA leader ile birlikte 90 voltta
yaklasik 45 dakika yiriitiildiikten sonra goriintiileme sisteminde (SYNGENE G-BOX)
fotograflanarak kaydedilmistir. PCR islemi gerceklestirilen Orneklere ait agaroz jel

goriintlisii Sekil 4.1. de verilmistir.

Markér S1G21 S2S22 S2G33 S3S31 S1I41 S3S32  S2S821 S1S32 S1S34 S1S41

2000 b

Sekil 4.1., Sakarya Nehir Kaynagi'ndan izole edilen organizmalarin 16S rRNA gen
bolgesinin PCR metodu ile amplifikasyonu (DNA Ladder: Thermo SM1701).

4.4. 16S rRNA Sekans Verilerinin Eldesi, Analizi ve Filogenetik Soyagaclarinin
Olusturulmasi

PCR islemi gerceklestirilen test izolatlarina ait 16S rRNA gen bolgesi dizi
analizi MacroGen firmasindan hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. 16S rRNA gen
bolgesi baz dizilimi 3 farkli oligoniikleotit primer ile ABI 3730XL otomatik baz
dizileme cihaziyla belirlenmistir. Okumast gergeklestirilen baz dizilerinin kontroli
Finch TV programinda goriintiilenerek yapilmistir. Gergeklestirilen kontroller
neticesinde diizgiin okundugu diisiiniilmeyen ve yeni tiir adayr olabilecek test
organizmalar1 5 farkli primer ile MacroGen firmasinda tekrar okutulmustur. Tekrar
okutulan baz dizinlerinin kontrolii Finch TV ile ger¢eklestirilmis ve dizilerin analizine

gecilmistir (Sekil 4.2).

380 450
cCcC TTGTGC T TTCCCC CTGCTGCCTCCCGT GG GTCTGGGCCGTGTCTC GTCCC GTGTGGCCGG

B

Sekil 4.2., MacroGen firmasinda 16S rRNA gen bolgesi dizilemesi yapilan test
organizmalarina ait verilerin Finch TV programindaki goriintiisii
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Test izolatlarinin 16S rRNA gen bolgesi baz dizi analizi verileri, benzerlik

gosterdikleri cinsler ile birlikte Mega 7.0 paket programinda hizalanarak mega
formatinda kaydedilmistir. Mega formatinda kaydedilmis veriler ayn1 zamanda fasta
formatinda da kaydedilerek benzerlik tablolar1 olugturulmustur.
Cellulomonas sp. S2S24'in baz dizisi 22 adet Cellulomonas tip tiirii ile hizalanmis ve
toplamda 1409 niikleotidlik dizi elde edilmistir. Cellulomonas sp. S2524'tin % 98.6
benzerlik oramiyla Cellulomonas aerilata'ya komsu oldugu ve 19 niikleotid farklilik
gosterdigi, % 97.8 benzerlik oramiyla Cellulomonas fimi'ye yakin oldugu ve 31
niikleotid farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.3, Cizelge 4.5).

Micromonospora cinsine ait izolatlarin dizileri, yakinlik derecelerinin
gosterildigi 4 farkl sekil ve benzerlik oranlarinin belirtildigi 4 farkli ¢izelgede toplamda
Micromonospora cinsi iyesi 70 tip tiir ile birlikte hizalanmig ve yaklasik 1400
niikleotidlik dizi elde edilmistir. Micromonospora sp. S2S31, Micromonospora sp.
S1S23, Micromonospora sp. S1S35, Micromonospora sp. S2S22, Micromonospora sp.
S1S21 ve Micromonospora sp. S2S23 izolatlarinin % 90.7 - 99.6 oranlarinda M.
ovatispora 1ile yakin iligkili oldugu ve 6-130 niikleotid farkliliga sahip olduklari
belirlenmistir (Sekil 4.4, Cizelge 4.6). Micromonospora sp. S3S31, Micromonospora
sp. S1S34, Micromonospora sp. S1S33 ve Micromonospora sp. S1S31 izolatlarinin %
99.1 - 99.4 oranlarinda M. spongicola ile yakin iliskili oldugu ve 11-13 niikleotid
farkliliga sahip olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.5, Cizelge 4.7). Micromonospora sp.
S1G21 izolatinin % 99.6 oraninda M. ureilytica ile yakin iligkili oldugu ve 6 niikleotid
farkliliga sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6, Cizelge 4.8). Micromonospora sp.
S2G33, Micromonospora sp. S2G34 ve Micromonospora sp. S2G35 izolatlarin %
99.4-99.9 oranlarinda M. vinacea ile yakin iligkili oldugu ve 2-8 niikleotid farkliliga
sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.7, Cizelge 4.9).

Saccharomonospora cinsine ait izolatlarin dizileri, Saccharomonospora cinsi
tiyesi 12 tip tiir ile birlikte hizalanmis ve 1450 niikleotidlik dizi elde edilmistir.
Saccharomonospora sp. S2S21 izolatinin % 98.8 oraninda Saccharomonospora
azurea'a komsu oldugu ve 15 niikleotid farklilig1 bulunmaktayken, % 98.5 oraninda S.
xinjiangensis ile komsu oldugu ve 24 niikleotid farkliliginin oldugu tespit edilmistir.

Saccharomonospora sp. S2S41 izolatinin % 98.7 oraninda Saccharomonospora



37

azurea'a komsu oldugu ve 17 niikleotid farkliligi bulunmaktayken, % 98.2 oraninda S.
xinjiangensis ile komsu oldugu ve 24 niikleotid farkliliginin oldugu belirlenmistir.

Brevibacillus cinsine ait izolatlarin dizileri, Brevibacillus cinsi iiyesi 23 tip tiir
ile birlikte hizalanmis ve 1430 niikleotidlik dizi elde edilmistir. Brevibacillus sp. S3S32
izolatinin % 99.6 oraninda B. agri'a komsu oldugu ve 6 niikleotid farkliligina sahip
oldugu, % 98.9 oraninda B. gelatini ile komsu oldugu ve 15 niikleotid farkliliginin
oldugu tespit edilmistir. Brevibacillus sp. S1S24 izolatinin % 99.6 oraninda B. agri'a
komsu oldugu ve 6 niikleotid farklilig1 , % 98.9 oraninda B. gelatini ile komsu oldugu
ve 15 niikleotid farkliliginin oldugu belirlenmistir. Brevibacillus sp. S1141 izolatinin %
99.4 oraninda B. agri'a komsu oldugu ve 8 niikleotid farkliligina sahip oldugu, % 99.2
oraninda B. gelatini ile komsu oldugu ve 11 niikleotid farkliliginin oldugu tespit
edilmistir.

Paenibacillus sp. S1S22'nin baz dizisi 25 adet Paenibacillus tip tirl ile
hizalanmis ve toplamda 1433 niikleotidlik dizi elde edilmistir. Paenibacillus sp.
S1S22'nin % 99.6 benzerlik oranmiyla P. dendritiformis'e komsu oldugu ve 4 niikleotid
farklilik gosterdigi, % 99.4 benzerlik oramiyla P. thiaminolyticus'ye yakin oldugu ve 7
niikleotid farklilik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.10, Cizelge 4.12).

Microvirga sp. S1S32'nin baz dizisi 14 adet Microvirga tip tiirii ile hizalanmis
ve toplamda 1418 niikleotidlik dizi elde edilmistir. Microvirga sp. S1S32'nin % 98.4
benzerlik oraniyla M. soli'ye komsu oldugu ve 22 niikleotid farklilik gosterdigi, % 98.0
benzerlik oraniyla M. aerilata'ya yakin oldugu ve 27 niikleotid farklilik gosterdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.11, Cizelge 4.13).
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77 C.persica JCM 1811 1" (BBHI01000002)
9F_L C. gelida DSM 2011 1" (X83800)
621 L ¢ uda DSM 20107" (X83801)
% L C. composti TR7-06" (AB166887)
—L C.massiliensis JC225" (JN657218)
C.oligotrophica Kc5" (AB602499)
7Lr C. iranensis NBRC 101100" (BCRB01000139)
1001 C. flavigena DSM 20109" (CP001964)
- C.soli Kelt (AB602498)
C. terrae JCM 14899" (BBGZ01000012)
~ Cxylanilytica XIL1 1" (AY303668)
C. humilata ATCC 25174" (X82449)
C. cellasea DSM 20118" (X83804)

1
I

100

B C.s chitinilytica X.bu-b" (AB268586)
]}IJ C. fimi ATCC 484" (CP002666)

1001 C biazotea DSM 201127 (X83802)

99— C. pakistanensis JCM 18755" (BBHV01000063)
IL C. denverensis W6929" (AY501362)

Lﬁ C.carbonis T26" (HQ702749)
100— C.bogoriensis 69B4" (AXCZ01000188)

Cellulomonas sp. S2524
—
@ C.s aerilata 5420S-23" (EU560979)
C. marina FXJ8.089" (JF346422)
Actinomyces sp. CCUG 41708" (AJ249326)

]
0.020

Sekil 4.3., Cellulomonas cinsine ait test organizmalari ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz
dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci
(nodlarda % 50’nin {izerinde bootsrap degerleri verilmistir). Niikleotit pozisyon
degisimi % 2'dir ve dis grup olarak Actinomyces sp. CCUG 41708 (AJ249326)
kullanilmastir.
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Cizelge 4.4., Cellulomonas cinsine ait test izolat1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yiizde benzerlik degerleri ve niikleotit

say1 farkliliklart
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 (23 |24

1 | Cellulomonas sp. S2S24 |--- |42 |46 [42 |39 |48 |49 |47 |48 |46 |46 |45 |44 |53 |31 |47 |39 |32 |33 |54 |51 |32 |18 |187
2 | Cxylanilytica 96,8 |--- [53 [24 [36 |50 |40 |37 [49 |51 |47 |10 |50 |44 |37 |44 |42 |28 |44 |55 |52 |36 |44 |185
3 | Cuda 96,6 96,0 [--- [38 [39 |13 |53 42 |24 |59 |41 |53 |16 |42 |47 |47 |20 |32 |48 |69 |68 |48 |45 18I
4 | C.terrae 96,8 98,2 197,1 |--- |24 |40 |36 |20 |32 |51 |30 |26 |37 |28 |32 |33 |34 |26 |36 |49 |48 |32 |40 |182
5 | Cusoli 97,1 197,3]197,1 982 |[--- |40 |35 |28 [30 |57 [32 |40 |39 |32 |33 |38 |29 |27 |25 |56 |49 |35 |37 |188
6 | C.persica 96,4 196,399,097 [097 |--- |46 |45 |26 |56 (39 |52 |9 40 (49 |49 (24 (34 |52 |71 |68 |50 |49 |185
7 | C.pakistanensis 96,3 197,0 (96,0 [97,3 97,4 |96,6 |--- |41 |47 |61 [42 |41 |45 |46 |49 |17 |51 |44 |44 |41 |41 |50 |49 |191
8 | C.oligotrophica 96,5 97,2 196,8 98,5 (97,9 96,6 |969 |--- |31 |41 |28 |38 |42 |28 |38 |38 |35 |30 |40 (53 |58 |38 |45 |187
9 | C.massiliensis 96,4 196,3 98,2 97,6 [97,7198,0 196,597, 7 |--- |61 [37 [48 |30 |37 |42 |44 |21 |28 |40 |64 |65 |42 |46 |180
10 | C.marina 96,6 96,2 95,6 [96,2 95,7 195,8 1|9541969 [954 |--- |48 |56 |54 |55 |50 |61 |51 |50 |55 [65 |64 |50 |45 |188
11 | C.iranensis 96,6 196,5[96,9 97,7 (97,6 |97,1 |96,8 97,9 97,2964 |--- [47 |36 |12 |42 |36 [38 |33 |41 (54 |53 |40 |49 |192
12 | C.humilata 96,6 199,2 196,0 98,0 {97,0 96,1 |96,9 |97,1 96,4 95,8 |96,5 |--- |52 |42 |41 |45 |42 |30 |48 |53 |56 |40 |46 |187
13 | C.gelida 96,7 196,3 98,8 [97,2 97,1 99,3 196,6 196,8 | 97,7 96,0 [97,3 96,1 |--- |36 |48 |43 |27 |34 |47 |66 |63 |49 |44 |188
14 | C flavigena 96,0 96,7 96,8 [97,9 97,6 |97,0 | 96,6 |97,9 97,2 {95,9 [99,1 [96,8 |[97,3 |--- |44 |43 |35 |37 |47 |58 |56 |42 |52 [193
15 | C.fimi 97,7 197,2 196,5 97,6 97,5 196,3 196,3 |197,1 96,8 {96,3 96,8 96,9 |96,4 96,7 |--- |50 |39 |20 |28 [49 |50 |5 32 190
16 | C.denverensis 96,5 96,7 96,5 97,5 [97,1 | 96,3 | 98,7 |97,1 96,7 {95,4 97,3 96,6 96,8 96,8 1963 |--- |46 |42 |45 [38 |44 |49 |51 187
17 | C.composti 97,1 196,8 [98,5 97,4 97,8 98,2 96,2 1974 (984 (96,2 97,1 96,8 [98,0|97,4]97,1 96,6 |--- |29 |43 |63 |65 |40 |40 [185
18 | C.chitinilytica 97,6 197,9 97,6 98,0 98,0 |97.4 96,7 197,7197,9 (96,3 97,5[97,7[974|97,2]198,5]|968 978 |--- |21 |50 |49 |21 |33 |188
19 | C.cellasea 97,5 196,7 [96,4 [97,3 98,1 | 96,1 |96,7 |197,0 97,0 {95,9 [96,9 [ 96,4 [96,5 96,5979 |96,6 96,8 984 |--- |38 |34 |30 |33 [183
20 | C.carbonis 96,0 195,9 [94,9 [96,3 [ 95,8 | 94,7 | 96,9 1 96,0 | 95,2 95,1 96,0 96,0 [95,1 |95,7196,3 97,1 953]96,3 97,1 |--- |26 |48 |52 |185
21 | C.bogoriensis 96,2 96,1 94,9 96,4 (96,3 94,9 196,9 |1 95,7 95,1 95,2 96,0 | 95,8 95,3 195,8]96,3|96,7[95,1[96,3|974[98,0|--- |52 |51 185
22 | C.biazotea 97,6 197,3 1964 (97,6 [97.4196,3 196,3 197,1 96,8 {96,3 97,0 97,0 96,3 |96,8199,6196,3 97,0984 (97,7964 96,1 |--- [34 |191
23 | C.aerilata 98,6 96,7 96,6 [97,0 97,2 196,3 | 96,3 | 96,6 | 96,6 | 96,6 | 96,3 | 96,6 | 96,7 | 96,1 | 97,6 | 96,2 | 97,0 |97,5 97,5 96,1 96,2 |974 |--- |179
24 | Actinomyces sp. 86,1 [ 86,3 | 86,6 | 86,5 | 86,1 | 86,3 | 85,8 | 86,1 | 86,7 | 86,1 | 85,8 | 86,1 | 86,1 | 85,7 | 85,9 | 86,1 | 86,3 | 86,1 | 86,4 | 86,3 | 86,3 | 85,8 | 86,7 | ---
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M. auratinigra DSM 44815" (LT594323)
M.endophytica DCWR9-8-2" (AB981049)
M. chaiyaphumensis DSM 45246" (NZ_FMCS00000000.1)
— M.halotolerans CR18" (FN658652)
M. nickelidurans K55" (HQ174560)
o3~ M.peucetia DSM 43363 (FMIC01000002)
— M.tulbaghiae DSM 45142" (NZ_FMCQ00000000.1)
™ M.rosaria DSM 803" (LRQV01000286)
{M. inositola DSM 43819" (LT607754)
M. terminaliae TMS7" (KX394339)
— M. costi CS1-12" (AB981048)
M. echinaurantiaca DSM 43904 (LT607750)
M. soli SL3-70" (AB981051)
— M. fluostatini PWB-003" (LC033898)
iﬁw. echinospora DSM 43816" (LT607413)

76l [ M. inyonensis DSM 461237 (FMHUOQ01000001)
198'= M. sagamiensis DSM 43912" (X92624)

_|‘_M. eburnea DSM 44814" (FMHY01000002)
M.narathiwatensis DSM 45248 (LT594324)

| £ M. zhanjiangensis 2902at01" (KJ742700)

M.nigra DSM 43818" (FMHTO01000003)
59— M.spongicola S3-17 (AB645957)

M. equina Y22" (JF912511)
I ﬂ: M.olivasterospora DSM 43868" (X92613)

M. rhizosphaerae DSM 454317 (EMHV01000002)
M. pattaloongensis DSM 45245 (NZ_ENPH00000000.1)
kol M. pisi GUI 15" (AM944497)
72\~ M. polyrhachis NEAU—ycm2T (KC139400)
71— M.sonneratiae 274745 (JQ619535)
Micromonospora sp. S2S31
M. ovatispora 2701SIM06" (JQB836686)
Micromonospora sp. S1S23
Micromonospora sp. S1S35
o Micromonospora sp.S2S22
Micromonospora sp. S1S521

Micromonospora sp. S2S23

92

Streptomyces coelicolor Y00411

—A
0.0100

Sekil 4.4., Micromonospora ovatispora tirii ile iligkili test organizmalar1 ve tip
tiirlerinin 16S rRNA baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987)
filogenetik soyagaci (nodlarda % 50°nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir).

Niikleotit pozisyon degisimi % 1’dir ve dis grup olarak Streptomyces coelicolor YO0411
kullanilmistir.
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Cizelge 4.5., Micromonospora cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri ve
niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 [12 |13 |14 [15 |16 |17 |18 [19 [20 |21 |22 |23 [24 |25 |26 |27 [28 [29 |30 |31 [32 |33 |34 |35 [36 |37

1 | Micromonospora Sp.| 13
S2823 - |0 0 0 4 117 128 |28 [30 |27 |24 |28 [28 |29 |32 |22 [25 |28 |17 |6 20 |27 |37 [29 [25 |26 |27 [28 [25 |22 |26 [29 [27 [26 |25 [22 [6

2 | Micromonospora Sp.| 13
$2822 100 |- |0 0 4 117 |28 |28 [30 |27 [24 |28 |28 |29 |32 |22 |25 [28 |17 [6 29 |27 |37 [29 [25 |26 |27 [28 [25 |22 |26 [29 [27 [26 |25 [22 [6

3 | Micromonospora sp. 13
S1835 100 | 100 | === [0 4 117 |28 |28 [30 |27 [24 |28 |28 |29 |32 |22 |25 [28 |17 [6 29 |27 |37 [29 [25 |26 |27 [28 [25 |22 |26 [29 [27 [26 |25 [22 [6

4 | Micromonospora sp.| 13
S1S23 100 | 100 [ 100 | --- | 4 117 128 |28 [30 |27 |24 |28 [28 |29 |32 |22 [25 [28 |17 |6 29 |27 |37 [29 [25 |26 |27 [28 [25 |22 |26 [29 [27 [26 |25 |22 [6

5 | Micromonospora sp.f 99, [ 99, |99, |99, 14
S1S21 6 6 6 6 - | 120132 [32 |34 |31 |28 [32 [32 |33 |36 [26 [29 |32 |21 10 |33 |31 [41 [33 |29 [30 [31 [32 |29 [26 [30 [33 |31 |30 [29 [26 |O

6 | Micromonospora sp.| 91, [ 91, [ 91, |91, |90, 22
S2831 1 1 1 1 9 --- | 126 | 129 | 129 [ 128 | 133 | 130 | 131 [ 129 | 135 | 130 | 134 [ 127 | 129 | 116 | 134 [ 127 | 138 | 131 | 128 [ 126 | 130 | 130 | 129 | 126 | 127 | 133 | 127 | 128 | 130 | 127 | 1

7 97, (97, |97, | 97, | 97, | 90, 13
M. zhanjiangensis 8 8 8 8 5 5 - |19 |23 |19 [26 |22 |28 [25 [29 |23 |29 [23 [22 [24 |28 |15 [32 [24 |25 [24 [26 |23 |20 |16 [23 |26 |16 |28 [23 [21 |7

8 97, (97, |97, | 97, | 97, | 90, | 98, 13
M. tulbaghiae 8 8 8 8 5 2 5 - 19 20 |33 |18 [18 |11 |28 |32 |36 [I5 [27 |28 [32 [14 |24 |15 |15 [14 |15 |22 |26 [15 [15 |21 18 |17 [16 [18 |9

9 97, (97, |97, |97, | 97, |90, |98, | 99, 13
M. terminaliae 7 7 7 7 4 2 2 3 -- |23 [33 [17 |18 |7 27 |33 |37 [20 [29 |29 [33 [19 [22 |14 |15 |5 12 |21 |23 [18 [13 |19 [16 [14 |15 |21 |6

10 97, (97, [ 97, |97, | 97, |90, |98, | 98, |98, 14
M. spongicola 9 9 9 9 6 3 5 4 2 - |27 |22 |23 |23 |31 [28 |34 [25 |29 [22 |33 [12 |33 [15 |20 [19 |23 [19 [22 |26 |18 |26 |15 |23 |21 |25 |1

11 98, [98, [ 98, |98, |97, |89, [98, |97, |97, |97, 14
M. sonneratiae 1 1 1 1 8 9 0 5 5 9 --- |28 32 [33 [33 |12 [22 |31l 19 [20 |32 [28 |40 |29 |29 [30 [34 |28 |27 |26 [27 |32 [25 |34 |29 |27 [2

12 97, (97, |97, |97, | 97, |90, |98, |98, |98, |98, |97, 13
M. soli 8 8 8 8 5 2 3 6 7 3 8 -- |14 [19 [20 |27 |29 |21 18 |26 |21 16 |30 |18 |11 14 |18 |11 13 117 |7 9 11 14 |12 |15 |8

13 97, 197, |97, |97, | 97, |90, | 97, | 98, | 98, |98, | 97, | 98, 13
M. sagamiensis 8 8 8 8 5 1 8 6 6 2 5 9 —-- |20 |28 [33 [36 |23 |26 |27 |31 19 |33 |19 [5 15 19 |14 |24 [19 [8 16 |17 |16 [17 |21 |7

14 97, 197, |97, |97, | 97, |90, | 98, [ 99, |99, |98, | 97, |98, |98, 13
M. rosaria 8 8 8 8 5 2 1 1 4 2 5 5 4 - |29 33 |34 |20 |29 [28 |3l 19 |23 |14 (17 |12 |17 |18 |25 [18 |15 |18 [16 [12 |17 |22 |5

15 97, (97, |97, |97, |97, |89, |97, |97, |97, | 97, |97, | 98, | 97, | 97, 13
M. rhizosphaerae 5 5 5 5 2 8 8 8 9 6 5 4 8 8 --- [31 [34 [33 [22 |32 |19 |28 |40 |29 |25 |28 [27 |20 [25 |23 [22 |23 [23 [29 [19 |23 |2

16 98, [98, [ 98, |98, |98, [90, [98, |97, |97, |97, |99, |97, | 97, |97, |97, 13
M. polyrhachis 3 3 3 3 0 2 2 5 5 8 0 9 5 5 6 -~ |16 |32 |17 [18 |31 |27 |40 [34 [30 |30 |34 [29 [26 |25 |26 [31 [26 [32 |30 |28 |8

17 98, [98, [98, |98, |97, [89, [97, |97, |97, | 97, |98, | 97, | 97, |97, |97, | 98, 13
M. pisi 1 1 1 1 8 9 8 2 2 4 3 8 2 4 4 7 -~ |33 |15 [26 |28 |32 |40 |34 [33 |34 |37 [28 [25 |27 |28 |[27 [28 [34 |30 [26 [8

18 97, (97, [ 97, |97, | 97, |90, |98, | 98, |98, | 98, [97, |98, |98, |98, |97, |97, |97, 14
M. peucetia 8 8 8 8 5 4 2 8 4 1 6 4 2 4 5 5 5 - |26 |26 [29 |19 |21 19 |20 [21 17 |24 [20 [18 [20 |26 [19 [21 17 113 |4

19 98, [98, [ 98, |98, |98, [90, [98, |97, |97, |97, |98, |98, |98, [97, |98, |98, |98, |98, 13
M. pattaloongensis 7 7 7 7 4 2 3 9 8 8 5 6 0 8 3 7 8 0 - |17 [19 [26 |30 |25 |23 [26 [27 |19 |19 [15 [21 17 119 |25 [20 |15 |7

20 99, [99, [99, |99, |99, |91, [98, |97, |97, |98, [98, |98, |97, |97, |97, |98, |98, |98, |98, 13
M. ovatispora 5 5 5 5 2 2 1 8 8 3 4 0 9 8 5 6 0 0 7 - |30 |24 [35 [29 [24 |25 |29 [27 |25 |23 |23 [30 |23 |27 |27 |25 |7

21 97, (97, |97, |97, |97, |89, [97, |97, |97, |97, |97, | 98, | 97, [97, |98, |97, | 97, |97, |98, | 97, 14
M. olivasterospora 8 8 8 8 5 9 8 5 5 5 5 4 6 6 5 6 8 8 5 7 --- |28 |36 |31 [30 |32 |31 [20 [13 |23 |27 [24 [25 |28 |25 |20 [O
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22 97, |97, |97, |97, |97, |90, | 98, |98, [98, [99, |97, [98, [98, [98, [97, |97, |97, |98, |98, |98, |97, 13
M. nigra 9 9 9 9 6 4 8 9 5 0 8 7 5 S 8 9 S S 0 1 8 - 29 15 16 16 15 14 17 24 14 18 9 19 16 19 4
23 97, |97, |97, |97, |96, | 89, | 97, | 98, [98, [97, |96, [97, |97, |98, [96, | 96, | 96, |98, | 97, | 97, | 97, | 97, 14
M. nickelidurans 2 2 2 2 9 6 5 1 3 5 9 7 5 2 9 9 9 4 7 3 2 8 - 22 30 23 23 30 29 27 28 29 24 |28 26 22 |0
24 97, (97, [97, [97, [ 97, [ 90, |98, |98, |98, |98, |97, |98, |98, |98 [97, |97, |97, |98, [98, |97, |97, |98, |98, 13
M. narathiwatensis 8 8 8 8 5 1 1 8 9 8 8 6 5 9 8 4 4 5 1 8 6 8 3 - 16 11 18 16 22 [ 25 16 17 8 16 15 21 8
25 98, [ 98, [98, [98, [97, |90, |98, |98, |98, |98, |97, |99, |99, |98, [98, [97, [97, |98, |98, |98, |97, |98, |97, | 98, 13
M. inyonensis 1 1 1 1 8 3 1 8 8 4 8 1 6 7 1 7 S 4 2 1 7 7 7 7 - 12 16 11 21 16 5 13 14 13 14 18 2
26 98, |98, |98, |98, |97, |90, |98, |98, [99, [98, [97, |98, [98, [99, |97, |97, |97, |98, |98, |98, |97, |98, |98 |99, |99, 13
M. inositola 0 0 0 0 7 5 1 9 6 5 7 9 8 0 8 7 4 4 0 1 5 7 2 1 0 - 13 18 19 23 10 16 13 11 16 22 7
27 97, {97, |97, [ 97, | 97, [ 90, | 98, |98, |99, [98, |97, |98, |98, |98, |97, |97, |97, | 98, |97, | 97, |97, | 98, |98, |98, |98, |99, 13
M. halotolerans 9 9 9 9 6 2 0 8 0 2 4 6 5 7 9 4 2 7 9 8 6 8 2 6 7 0 - |19 [20 |20 |15 |19 [16 [16 |11 15 |4
28 97, {97, |97, [ 97, [ 97, |90, | 98, | 98, |98, |98, |97, |99, |98, |98, |[98, [97, [97, |98, |98, |97, |98, |98, |97, |98, |99, |98, |98, 13
M. fluostatini 8 8 8 8 5 2 2 3 4 5 8 1 9 6 4 8 8 1 5 9 4 9 7 7 1 6 5 - 14 18 10 10 9 16 11 14 [ 4
29 98, [ 98, [ 98, [98, [97, [90, |98, |98, |98, |98, |97, |99, |98, |98, |[98, [98, [98 |98, [98, |98, |99, |98, |97, |98, |98 |98 |98, [98, 14
M. equina 1 1 1 1 8 2 4 0 2 3 9 0 1 1 1 0 1 4 5 1 0 7 8 3 4 5 4 9 - 19 16 17 16 19 15 12 0
30 98, [ 98, |98, [ 98, |98, [90, |98, 98, |98, [98, |98, |98, |98 |98, |98 |98 |97, |98, |98 |98 |98, |98 |97, |98, |98, |98, |98, |98 |98, 13
M. endophytica 3 3 3 3 0 5 7 8 6 0 0 7 5 6 2 1 9 6 8 2 2 1 9 1 7 2 4 6 5 - 17 20 21 22 14 10 |6
31 98, [ 98, |98, [ 98, |97, [ 90, |98, |98, |99, [98, |97, [99, |99, |98, |98, [98, |97, |98, |98, |98, |97, |98, [97, |98, [99, |99, |98, |99, |98, |98, 13
M. echinospora 0 0 0 0 7 4 2 8 0 6 9 4 3 8 3 0 8 4 4 2 9 9 8 7 6 2 8 2 7 7 - 11 12 11 14 18 4
32 97, (97, |97, [ 97, [ 97, |89, |98, |98, |98, |98, |97, |99, |98, |98, |[98, [97, [97, |98, |98, |97, |98, |98, |97, |98, [99, |98, |98, [99, [98, |98, |99, 13
M. echinaurantiaca 8 8 8 8 5 9 0 4 5 0 5 3 7 6 2 6 9 0 7 7 1 6 8 7 0 7 5 2 7 4 1 - 11 15 15 17 |3
33 97, {97, |97, [ 97, [ 97, |90, |98, | 98, | 98, |98, |98, |99, |98, |98, |98, |[98, [97, |98, [98, |98, |98, |99, |98, |99, |98, |99, [98, [99, |98, |98, |99, |99, 13
M. eburnea 9 9 9 9 6 4 7 6 7 8 1 1 7 7 2 0 8 5 5 2 1 3 1 3 9 0 7 3 7 4 0 1 - 17 11 17 4
34 98, [ 98, |98, [98, |97, [90, |97, |98, |98, [98, |97, [98, |98, |99, |97, |97, |97, |98, |98, |97, |97, |98, [ 97, | 98, [ 99, | 99, |98, |98, |98, |98 |99, |98, |98, 13
M. costi 0 0 0 0 7 3 8 7 9 2 4 9 7 0 8 5 4 4 1 9 8 5 8 7 0 1 7 7 5 3 1 8 7 - 21 24 |5
35 98, [ 98, |98, [98, |97, [ 90, |98, |98, |98, [98, |97, [99, | 98, |98, |98, |97, |97, |98, |98, |97, [ 98, |98, |98, |98, [98, |98 |99, |99, |98, |98, |98, |98, |99, |98, 13
M. chaiyaphumensis 1 1 1 1 8 2 2 7 8 4 8 0 7 7 5 7 7 7 4 9 1 7 0 8 9 7 1 1 8 9 9 8 1 4 - 7 8
36 98, [ 98, [ 98, [98, [98, |90, |98, |98, |98, |98, |97, |98, |98 |98 [98 [97, [98, |99, [98, |98, |98, |98, |98, |98, |98 |98 |98 [98, [99, [99, [98, |98, |98, |98, |99, 13
M. auratinigra 3 3 3 3 0 4 4 6 4 1 9 8 4 3 2 8 0 0 8 1 4 5 3 4 6 3 8 9 0 2 6 7 7 1 4 - 19
37 89, [ 89, [ 89, [89, [89, |83, |89, |89, |8, |89, |89, |8, |89, |89, [90, [89, [89, [89, [89, |89, |89, |89, |89, |89, |90, |89, [89, [89, |89, [89, [89, |89, |89, |89, |89, | 89,
S. coelicolor 7 7 7 7 4 3 6 5 7 3 3 6 6 8 0 6 6 1 6 6 4 9 4 6 0 6 9 9 4 7 9 9 9 8 6 5 ---
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M. chaiyaphumensis DSM 45246" (NZ_FMCS00000000.1)
ST—[L M. auratinigra DSM 448157 (LT594323)
M. citrea DSM 43903" (EMHZ01000002)
[ M. yangpuensis DSM 45577" (FMIA01000002)
M. echinofusca DSM 439137 (LT607733)
— M. fluostatini PWB-003" (LC033898)
M. pallida DSM 438177 (FMHW01000002)
M. echinospora DSM 43816" (LT607413)
A~ M. sagamiensis DSM 439127 (X92624)
98 M. inyonensis DSM 46123" (FMHU01000001)
7%:M.viridifaciens DSM 43909" (LT607411)
M. equina Y22T (JF912511)

EM.soli SL3-70" (AB981051)
M. echinaurantiaca DSM 43904" (LT607750)

I M. narathiwatensis DSM 45248" (LT594324)
O- M. eburnea DSM 44814" (FMHY01000002)
M. costi CS1-12" (AB981048)
M. tulbaghiae DSM 451427 (NZ_FMCQ00000000.1)
M. rosaria DSM 803" (LRQV01000286)
M.halotolerans CR18" (FN658652)
4 U M. terminaliae TMS7" (KX394339)
ﬂ M. inositola DSM 43819" (LT607754)
M.chersina DSM 44151 (FMIB01000002)
[ M. endolithica DSM 44398" (AJ560635)
82— M. coriariae DSM 44875 (LT607412)
M. nigra DSM 43818" (EMHT01000003)
M. spongicola S3-17 (AB645957)
Micromonospora sp. S3S31
99 | Micromonospora sp. S1S34

]

96

-5 | Micromonospora sp. S1S33
Micromonospora sp. S1S31
—— M. zhanjiangensis 2902at01" (KJ742700)
M. sonneratiae 274745" (JQ619535)
88— M. ovatispora 2701SIM06" (JQ836686)
Streptomyces coelicolor Y00411

——
0.0100

Sekil 4.5., Micromonospora spongicola tiri ile iliskili test organizmalar1 ve tip
tirlerinin 16S rRNA baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987)
filogenetik soyagacit (nodlarda % 50°nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir).
Niikleotit pozisyon degisimi % 1’dir ve dis grup olarak Streptomyces coelicolor

Y00411 kullanilmistir.
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Cizelge 4.6., Micromonospora cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri ve

niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

1 Micromonospora  sp.

S1S34 - 1 1 1 27 23 28 23 28 8 30 27 29 25 21 29 16 21 26 24 29 26 27 23 26 26 30 24 28 27 28 28 27 31 141
2 | Micromonospora  sp. | 99,

S1S33 9 - 2 2 28 24 29 24 29 9 31 28 30 26 22 30 17 22 27 25 30 27 28 24 27 27 31 25 29 28 29 29 28 32 142
3 Micromonospora  sp. | 99, 99,

S1S31 9 8 - 2 28 24 29 24 29 9 31 28 30 26 22 30 17 22 27 25 30 27 28 24 27 27 31 25 29 28 29 29 28 32 142
4 Micromonospora  sp. | 99, 99, |99,

S3S31 9 8 8 - 26 24 27 24 28 7 29 26 30 25 20 29 15 22 27 24 29 25 26 23 25 27 29 23 28 27 29 28 28 32 141
5 97, 97, | 97, |98,

M. zhanjiangensis 9 9 9 0 - 26 26 21 24 21 28 24 31 27 26 25 17 28 28 25 27 27 21 25 26 25 27 19 29 29 25 28 27 24 142
6 98, |98, |98, |98, |98,

M. yangpuensis 2 2 2 2 0 - 20 22 28 21 38 21 22 27 19 36 20 25 19 27 26 14 18 23 20 12 23 20 26 25 18 30 17 17 148
7 97, |97, |97, |97, |98, |98,

M. viridifaciens 9 8 8 9 0 5 - 26 22 24 35 13 23 23 12 33 17 18 20 17 19 14 8 21 15 15 12 11 18 25 17 21 17 19 141
8 98, 98, |98, |98, |98 |98, |98,

M. tulbaghiae 2 2 2 2 4 3 0 - 10 20 33 18 21 11 23 29 14 17 18 15 16 25 27 11 18 19 22 21 18 16 17 15 18 21 143
9 97, |97, |97, |97, |98, |97, |98, |99,

M. terminaliae 9 8 8 9 2 9 3 2 - 24 34 18 20 8 20 31 20 17 17 5 12 24 23 10 15 21 19 18 14 14 17 7 18 23 142
10 99, [99, |99, [99, |98, |98, |98 |98, |98,

M. spongicola 4 3 3 4 4 4 2 S5 2 - 27 22 26 23 21 23 12 17 23 20 24 22 23 18 21 22 27 18 24 22 24 23 23 28 144
11 97, (97, |97, |97, |97, |97, |97, |97, |97, |97,

M. sonneratiae 7 6 6 8 9 1 3 5 4 9 - |28 35 33 34 |21 28 31 32 |31 35 31 28 |37 30 |32 |33 28 [35 41 33 36 31 30 146
12 97, |97, [97, |98, |98, [98, [99, |98, |98, |98 |97,

M. soli 9 9 9 0 2 4 0 6 6 3 9 - 15 19 14 27 16 18 12 15 19 12 14 21 8 10 10 12 17 27 11 20 12 16 143
13 97, |97, |97, |97, |97, |98, |98 |98, |98 |98 |97, |98,

M. is 8 7 7 7 6 3 2 4 S5 0 3 8 - 23 15 31 22 20 5 17 21 15 24 23 8 16 18 17 17 29 15 22 18 21 147
14 98, |98, [98, |98, |97, |97, [98, |99, |99, |98, [97, |98, |98,

M. rosaria 1 0 0 1 9 9 2 1 4 2 5 5 2 - 19 29 19 16 20 13 18 21 26 16 18 22 19 19 13 20 20 13 19 25 141
15 98, 98, |98, |98, |98 [98, |99, [98, |98 [98, |97, |98, |98, |98,

M. pallida 4 3 3 5 0 5 1 2 5 4 4 9 8 5 - 32 17 17 12 17 20 10 15 19 7 15 15 13 15 25 15 20 19 19 140
16 97, |97, |97, |97, |98, |97, |97, [97, [97, |98, |98, |97, |97, |97, |97,

M. ovatispora 8 7 7 8 1 3 5 8 6 2 4 9 6 8 6 - |25 32 [28 27 31 31 27 |32 27 30 |32 27 (29 37 31 33 30 |29 141
17 98, 98, [98, |98, [98 |98, |98 |98 |98 |99, |97, |98, |98 |98 |98 |98,

M. nigra 8 7 7 8 7 5 7 9 5 1 9 8 3 5 7 1 - 17 19 17 16 17 18 16 17 16 19 12 20 20 18 19 18 22 140
18 98, 98, |98, |98, |97, [98, |98 |98, |98 [98 |97, [98, |98, [98, |98, |97, |98,

M. narathiwatensis 4 3 3 3 9 1 6 7 7 7 6 6 5 8 7 6 7 - 17 14 21 17 23 19 17 13 20 9 18 22 16 15 15 22 145
19 98, |97, |97, |97, |97, |98, |98, [98, [98, [98, [97, [99, |99, |98, |99, |97, |98, |98,

M. inyonensis 0 9 9 9 9 5 5 6 7 2 6 1 6 5 1 9 5 7 - 14 18 12 21 20 5 13 15 14 14 26 12 19 15 18 142
20 98, 98, [98, |98, |98, |97, |98 |98, |99, [98, |97, |98, |98 |99, |98, |97, |98, |98, |98,

M. inositola 2 1 1 2 1 9 7 8 6 5 6 8 7 0 7 9 7 9 9 - 13 21 19 10 12 18 16 15 11 14 18 8 19 24 143
21 97, |97, [97, |97, |97, [ 98, [98, |98, |99, [98, |97, |98, |98, [98 |98, |97, |98, |98 |98,

M. halotolerans 8 7 7 8 9 0 5 8 1 2 3 5 4 6 5 6 8 4 6 99 - 22 20 11 17 19 19 18 16 15 15 10 14 17 141
22 98, [97, |97, |98, [97, [98, |98, |98, |98 [98 |97, [99, |98, [98, |99, [97, |98, |98, |99, |98, |98,

M. fluostatini 0 9 9 1 9 9 9 1 2 3 6 1 8 4 2 6 7 7 1 4 3 - 15 24 11 11 13 10 18 30 12 23 12 15 141
23 97, |97, [97, |98, |98, [98, [99, |97, |98, [98, [97, |98, |98 [98 |98, |97, |98 |98 |98, |98 |98 |98,

M. equina 9 9 9 0 4 6 4 9 2 2 9 9 2 0 8 9 6 2 4 5 S 8 - 21 16 16 17 16 21 25 18 22 16 12 144
24 98, |98, [98, |98, |98 [98 [98 |99, |99, [98, |97, |98, |98, [98 |98, |97, |98, |98 |98, |99, |99, |98, |98,

M. endolithica 2 2 2 2 1 2 4 1 2 6 2 4 2 8 5 6 8 5 5 2 1 2 4 - 18 21 22 20 18 8 16 9 19 20 147
25 98, |97, |97, |98, [98, |98, |98 |98, |98 [98 |97, [99, |99, [98, |99, [97, |98, [98, |99, [99, |98, |99, |98, |98,

M. echinospora 0 9 1 0 5 8 6 8 4 7 4 4 6 4 9 7 7 6 1 7 1 8 6 - 12 13 12 12 24 11 17 15 18 142
26 98, |97, [97, |97, |98, [99, [98, |98, |98, |98 [97, |99, |98, [98, |98, |97, |98 [99, |99, |98, |98 [99, |98, |98, |99,

M. echinofusca 0 9 9 9 1 1 8 5 4 3 6 2 8 3 8 7 8 0 0 6 5 1 8 4 1 - 16 10 20 23 8 20 8 13 147
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27 97, (97, |97, [97, |97, |98, [99, |98, |98, |97, |97, [99, |98, |98, |98, |97, [98, |98 [98, [98 |98 [99, |98 |98, |99, |98,

M. echinaurantiaca 7 6 6 8 9 2 1 3 5 9 5 2 6 5 8 6 5 5 8 8 5 0 7 3 0 8 --- 13 15 28 17 21 18 19 139
28 98, |98, [98, |98, |98 [98 [99, |98, |98 [98 |97, |99, |98 [98 |99, |97, [99, [99, |98, |98, |98 [99, |98, |98 [99, [99, |99,

M. eburnea 2 1 1 2 5 5 1 4 6 6 9 1 7 5 0 9 1 3 9 8 6 2 8 5 1 2 0 --- 18 24 10 17 12 17 141
29 97, (97, |97, |97, |97, |98, [98, |98 |98, |98 |97, [98, |98 |[99, |98, |97, [98, |98 [98, [99, |98, [98, |98 |98 |99, |98 |98 |99,

M. costi 9 8 8 9 8 0 6 6 9 2 3 7 7 0 8 8 5 6 9 1 8 6 4 6 1 5 8 0 --- 22 21 15 23 25 141
30 97, (97, |97, [97, |97, |98, [98, |98, |98 |98 |96 |[97, |97, [98, |98, |97, [98, |98 [98, |98 |98, [97, |98 [99, |98 |98, |[97, |98, |98,

M. coriariae 9 9 9 9 8 1 1 8 9 3 9 9 8 5 1 2 5 3 0 9 8 7 1 4 2 2 9 0 3 - 22 11 23 26 149
31 97, |97, [97, |97, |98, [98, [98, |98, |98, [98 |97, |99, |98, [98 |98, |97, |98, [98 |99, |98, |98 [99, |98, |98 [99, [99, |98, |99, |98, |98,

M. citrea 9 8 8 8 1 6 7 7 7 2 5 1 8 5 8 6 6 8 1 6 8 1 6 8 1 4 7 0 4 3 - 15 6 9 147
32 97, |97, (97, |97, |97, [ 97, [98, |98, |99, [98, |97, |98, |98 [99, |98, |97, |98 [98 |98, |99, |99, [98, |98, |99, [98, [98 |98 |99, [98 |99, |98,

M. chersina 9 8 8 9 9 7 4 8 4 2 3 5 3 0 5 5 5 8 5 4 2 2 3 3 7 5 4 0 8 1 8 --- 16 |21 145
33 97, |97, [97, |97, |97, [98, [98, |98, |98, [98 [97, |99, |98, [98 |98, |97, |98, |[98 |98, |98 |98 [99, |98, |98 |98 [99, |98, |99, [98, |98 |99, |98,

M. chaiyaph is 9 9 9 9 9 7 7 6 6 2 6 1 6 5 5 7 6 8 8 5 9 1 8 5 8 4 6 0 2 2 5 8 - 8 146
34 97, |97, [97, |97, |98, [98, [98, |98, |98, |97, [97, |98, |98, |[98 |98, |97, |98 [98 |98, |98 |98 [98 [99, |98 |98 [99, |98, |99, [98, [98 |99, |98, |99,

M. auratinigra 6 6 6 6 2 7 5 4 2 9 7 8 4 1 S 8 3 3 6 2 7 8 1 5 6 0 5 0 1 0 3 4 4 - 146
35 89, [89, |89, |89, [89, |88 |89, |89, [8, (89, |89, |89, (89, |89, |89, |8, [8, |89, |89, |8, [89, |89, |89, [89, (8, |89, |89, |89, |89, |88 |89, |89, |89, |89,

Streptomyces coelicolor | 4 4 4 4 4 9 4 3 4 2 1 3 0 4 5 4 5 1 4 3 4 4 2 0 4 0 6 0 4 8 0 1 1 1 -
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65 7 M. zeae NEAU-gq9" (KC287242)
St M. jinlongensis NEAU-GRX11" (KC134254)

M. zamorensis DSM 45600" (LT607755)

M.parathelypteridis NEAU-TXY5" (KU997023)

BS- M. luteifusca GUI2" (FN658633)
EMicromonospora sp. S1G21

M.vinacea GUI63" (FN658651)
— M.noduli GUI43" (FN658649)
- M. saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
I [M. ureilytica GuUR3" (FN658641)

M. profundi DS3010" (KF494813)

M. lupini lupac 14N" (AJ783996)
55|~ M. taraxaci NEAU-PS" (KC439463)
92 [ M. violae NEAU-zh8" (KC161209)
63! M. chokoriensis DSM 45160" (LT607409)
821~ M.vulcania IM2" (KF956808)

M. maoerensis NEAU-MES19" (KC469639)
M. rifamycinica AM105" (LRMV01000349)
M. matsumotoense DSM 44100" (NZ_FMCU00000000.1)
M. auratinigra DSM 44815" (LT594323)

SHss~ M. purpureochromogenes DSM 438217 (LT607410)
M. coxensis DSM 45161" (LT607753)
60 — M.marina DSM 45555" (NZ_FMCV00000000.1)
91" M. aurantiaca ATCC 27029" (CP002162)
— M. mirobrigensis DSM 44830" (NZ_FMCX00000000.1)
— M. krabiensis DSM 45344" (LT598496)
Streptomyces coelicolor Y00411

| —
0.0100

Sekil 4.6., Micromonospora ureilytica tiri ile iligkili test organizmasi ve tip tiirlerinin
16S rRNA baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagact (nodlarda % 50°nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Niikleotit pozisyon
degisimi % 1°dir ve dis grup olarak Streptomyces coelicolor Y0O0411 kullanilmistir.
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Cizelge 4.7., Micromonospora cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri ve
niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27

1 | Micromonospora sp.
S1G21 9 8 17 | 13 6 6 16 8 24 | 17 7 14 8 18 | 23 | 23 [ 20 | 11 | 20 | 21 12 [ 20 | 11 | 22 | 20 | 159
2 | M. zeae 99,3 | --- 3 17 | 18 9 9 21 11 [ 23 122 | 14 | 13 | 11 | 25 | 23 [ 28 | 20 | 10 | 21 | 20 21 16 | 28 | 23 | 154
3 | M. zamorensis 9941997 --- | 16 | 16 8 8 19 8 21 19 | 13 | 12 | 10 | 23 | 22 | 26 | 19 9 19 | 19 20 | 14 | 27 | 21 | 153
4 | M. vulcania 98,7[98,7[988| -—- [ 22 | 17 | 19 | 27 | 17 [ 25 |26 | 18 | 19 | 17 | 29 | 17 | 30 9 18 | 27 [ 24 |1 19 | 24 | 20 | 30 | 27 | 159
5 | M. violae 99,0 [ 98,7 [ 98,8 [ 98,4 | --- 13 13 9 10 [ 25 | 22 | 10 | 21 11 14 | 24 | 22 | 23 [ 20 | 13 | 21 | 21 | 23 2 27 | 21 | 156
6 | M. vinacea 99,5[199,3[99,4 (98,7990 --- 10 | 16 8 26 | 17 9 14 8 20 | 25 | 25 | 20 | 11 | 20 | 21 12 | 20 | 11 | 24 | 20 | 158
7 M ureilytica 99,5199,3[199,4198,6[99,0[992| --- | 16 6 24 | 20 7 16 8 20 | 21 | 21 | 20 | 13 | 18 | 23 | 12 | 20 | 11 | 23 | 20 | 158
8 | M. raraxaci 98,8 98,4 (98,6 [98,0[99,3 988988 -—- | 13 | 28 | 25 | 15 | 24 | 14 | 18 | 29 | 27 | 28 | 23 | 16 | 25 | 24 | 28 7 32 | 24 ]160
9 | M. saelicesensis 99,4199,2199,4198,7[199,2[9941995[990| --- | 23 | 16 7 14 6 19 [ 21 [ 20 | 18 | 13 | 15 | 21 14 | 18 8 23 | 17 | 158
10 | 5 rifamycinica 98,2198,3[198,4198,2[98,2[98,1[982[979[983| --- | 23 | 27 | 24 |20 | 23 | 17 | 27 | 25 | 22 | 28 | 17 | 24 |20 | 23 | 30 | 22 | 153
11 | a1 purpureochromogenes | 98,7 | 98,4 | 98,6 | 98,1 | 98,4 | 98,7 |98,5[98,2|988 (98,3 | - | 19 | 19 | 18 | 13 | 23 14 | 26 | 18 | 23 | 19 | 23 6 20 | 18 9 | 154
12 |y profundi 99,4 198,9199,0198,7[99,2199,3]199,4[989[99,4]198,0[986]| --- | 17 7 18 | 22 1 20 | 19 [ 16 | 19 | 23 | 17 | 19 8 21 | 21 | 156
13 | M. parathelypteridis 98,9 99,0 [ 99,1 [ 98,6 | 98,4 [ 98,9 | 98,8 98,2 98,9 [98,2[98,6 98,7 | --- | 10 | 22 | 27 | 23 | 22 7 18 | 19 | 16 | 16 | 19 | 31 18 | 156
14 | . noduli 99,4199,2199,2198,7[99,2]99,4199,4[98,9[99,5[985[98,7[994[992| --- | 20 | 21 | 21 18 | 11 18 | 17 | 14 | 16 9 24 | 18 | 154
15 | p. mirobrigensis 98,7 198,2198,3197,9[98,9]98,5]98,5[98,7|98,6]98,3[99,0[98,7|984]1985| - | 24 | 18 | 28 | 21 16 | 16 | 28 | 15 | 12 | 25 | 16 | 151
16 | p. matsumotoense 98,3 98,3 98,4 ]98,7[98,2[98,2[98,4[97,998,4[98,7[983[984[980[984]982| --- | 26 | 14 | 24 |29 | 22 | 25|20 | 22 | 28 | 25 | 156
17 | M. marina 98,3197,9198,1 97,8 |98,4]98,2]98,4[98,098,5]98,0[989[98,5]983]984 (98,7981 - |29 | 22 | 23 |25 |29 | 11 | 20| 20 5 | 152
18 | M. maoerensis 98,5 198,5]98,6199,3[98,3|98,5]98,5[97,9[98,7]98,2]98,1[98,6|98,4]98,7[979[989[979| - | 21 | 28 | 25 | 22 | 23 | 21 | 29 | 26 | 154
19 | M. uteifusca 99,2199,2199,3198,7[98,5[99,2]99,0]98,3]99,0[98,4[98,7[98,8[99,4[99,21984[982]984[984| - | 17 | 20| 13 | 17 | 18 | 30 | 17 | 152
20 | p. lupini 98,5 98,4 198,6 98,0]99,098,5]98,7[98,8]98,9]97,9[98,3[98,6|98,7]98,7[198,8[97,9[983[979[98,7| -—- | 25 | 24 [ 24 | 11 | 35 | 20 | 158
21 | M. krabiensis 98,4 (98,5 (98,6 | 98,2 98,4 98,4 (98,3 ]98,2|98,4]98,7[98,6[98,3[98,6[98,7]988[984]982[982]985]|982| - |23 | 15| 19 | 25 | 21 | 145
22 | M. jinlongensis 99,1 {99,4199,5]98,6 [98,4(99,199,1]98,2]98,9[98,2[98,3[98,7[98,8[989]197,9[1982]979[98,4]199,0/982]983| - |22 | 19 | 29 | 24 |157
23 | M. coxensis 98,5 198,4198,5]98,2(98,3]98,5]98,5[97,998,7]98,5[99,5[98,698,8]98,8]98,998,5]|99,2|98,3[98,7[98,2]98,9[984| --- | 21 17 8 | 151
24 | M. chokoriensis 99,2 [ 98,8 [ 98,9 [ 98,5 (99,8 [99,299,2]99,4 (99,4 (98,3]98,5]99,4[98,6[99,3]99,1]98,4]98,5[98,4]98,7]99,2|986]986]984| - | 25 | 19 | 154
25 |\ M. auratinigra 98,4197,9198,0197,8 98,0 |98,2]198,3[97,6(98,3]97,8[98,7[98,4|97,7]198,2[98,2[97,9/98,5[979[97,8[97,4]198,2]197,9[98,7[98,2] --- | 23 | 151
26 | M. aurantiaca 98,5 198,3]198,4198,0|98,4]98,5]98,5[98,298,7]98,4]99,3[98,4|98,7]98,7]98,8[98,2|99,6|98,1]98,7[98,5]|98,4]98,2[99,4[98,6]98,3| --- | 151
27 | 5. coelicolor 88,5188,9 /89,0 |88,5|88,7|88,6|88,6|884|88,6]89,0|889|88,7|88,788,9]89,1]88,7]89,0 88,9890 ]88,6]89,5]|88,7|89,1]889]89,1]89,1] ---
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63~ M. jinlongensis NEAU-GRX1 1T (KC134254)
951 M. zeae NEAU-gq9" (KC287242)
M. zamorensis DSM 45600" (LT607755)
M. luteifusca GUI2" (FN658633)
83— M.parathelypteridis NEAU-IXY5" (KU997023)
M. vinacea GUI63" (FN658651)
il Micromonospora sp. S2G33
1 Micromonospora sp. S1G34
Micromonospora sp. S2G35
= M. noduli GUI43" (FN658649)
" M.saelicesensis Lupac 09" (AJ783993)
™ M. profundi DS3010" (KF494813)
M. ureilytica GuUR3" (FN658641)
M. lupini lupac 14N" (AJ783996)
5 M. taraxaci NEAU-P5" (KC439463)
03| M. chokoriensis DSM 45160" (LT607409)
62" M. violae NEAU-zh8" (KC161209)
M. matsumotoense DSM 44100" (NZ_FMCU00000000.1)
M. nickelidurans K55" (HQ174560)
M fulva UDF-1" (FJ772077)
. maoerensis NEAU-MES19" (KC469639)
74 M vulcania IM2" (KF956808)
M mirobrigensis DSM 44830" (NZ_FMCX00000000.1)
M purpureochromogenes DSM 438217 (LT607410)
M. aurantiaca ATCC 27029" (CP002162)
[ M marina DSM 45555 (NZ_FMCV00000000.1)
M. humi DSM 45647" (NZ FMDMO00000000.1)
M. coxensis DSM 451617 (LT607753)
65— M. halophytica DSM 431717 (jgi1058864)
M. mangrovi 2803GPT1- 18" (JQB36668)
69 | = M. rifamycinica AM105" (LRMV01000349)
M.krabiensis DSM 453447 (LT598496)
M. carbonacea DSM 43168 (jgi1058872)
M. harpali NEAU-JC6" (KJ609003)

8

9' M. oryzae CP2R9-1" (AB981052)
j M. auratinigra DSM 44815" (LT594323)
M equina Y22" (JF912511)
— M. kangleipakensis MBRL 34" (IN560152)
Streptomyces coelicolor (Y00411)

——
0.0100

Sekil 4.7., Micromonospora vinacea tiiri ile iligkili test organizmalar1 ve tip tiirlerinin
16S rRNA baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagaci (nodlarda % 50’nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Niikleotit pozisyon
degisimi % 1’dir ve dis grup olarak Streptomyces coelicolor Y0O0411 kullanilmistir.
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Cizelge 4.8., Micromonospora cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri ve
niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12 (13 |14 (15 (16 [17 [18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25 (26 (27 [28 [29 |30 |31 |32 |33 [34 |35 |36 (37 [38 [39
Micromonospora 15
1 sp. S2G35 Y 1 7 6 15 11 2 6 14 (5 22 15 (7 12 |23 |6 20 18 |21 23 17 123 |9 16 19 [ 29 10 [ 24 (24 [23 |23 |27 18 [ 9 23 [ 22 18 [ 6
Micromonospora 15
2 sp. S2G33 1 - 1 7 6 15 11 2 6 14 |5 22 15 |7 12 123 |6 20 18 | 21 23 17 123 |9 16 19 129 10 [ 24 |24 |23 [23 |27 18 |9 23 |22 18 |6
Micromonospora 99, | 99, 15
3 sp. S1G34 9 9 - |8 7 16 12 |3 7 15 6 23 16 |8 13 124 |7 21 19 122 [24 18 | 24 10 17 120 |30 11 25 |25 |24 [24 |28 19 10 |24 |23 19 |7
99, 199, | 99, 15
4 M. zeae 4 4 4 - |3 17 18 [ 7 9 21 10 [ 23 |22 14 13 [ 24 11 24 [25 [23 [28 19 |27 10 19 [20 [29 |7 29 |25 26 [25 [30 |21 16 [26 |28 [23 |3
99, 199, |99, |99, ’
5 M. zamorensis 5 5 4 7 - 16 16 [ 6 8 19 (7 21 19 13 12 |22 10 (23 [23 [22 |26 18 [25 [9 17 19 (28 |6 28 |23 |25 |24 |29 |20 14 (24 [27 |21 2
98, |98, |98, |98, |98, 15
6 M. vulcania 8 8 8 7 8 - |22 15 19 |27 16 | 25 26 18 19 |26 17 15 129 17 130 |8 26 18 |25 |24 |42 19 128 |27 |29 13 (32 |24 |20 [27 [30 |27 |8
99, 199, |99, | 98, |98, |98, 15
7 M. violae 1 1 1 6 8 3 - 11 13 19 9 25 22 10 | 21 21 11 27 14 124 [22 (22 |20 |20 11 21 35 |21 27 |22 |23 [24 |24 |23 |2 18 127 |21 5
99, 199, 199, 199, [99, [98 |99, 15
8 M. vinacea 8 8 7 4 5 8 1 - |8 14 [5 24 15 (7 12 (23 |6 20 18 |23 |23 17 123 |9 16 19 [29 10 [ 24 (24 [23 |23 |27 18 [ 9 23 [ 22 18 |5
99, 199, [99, |99, |99, | 98 |99, |99, 15
9 M. ureilytica 5 5 4 3 4 6 0 4 - 16 |5 24 120 |7 16 [26 |8 22 (20 [21 21 19 |25 13 16 [ 23 |32 12 [ 27 [27 [25 [23 |25 |20 11 25 [23 [20 |7
98, |98, |98, |98, |98, 99, | 98, | 98, 15
10 | M. taraxaci 9 9 8 4 6 98 |3 9 8 - 12 128 [25 15 124 |24 14 130 18 |29 [27 [27 |23 |23 14 |25 |38 [24 [32 |25 28 |29 |29 [28 [7 23 32 (24 |9
99, 199, 199, 199, [99, |98 [99, |99, |99, |99, 15
11 | M. saelicesensis 6 6 5 2 4 8 3 6 6 1 - |22 15 |6 13 [22 |5 19 18 120 19 16 | 21 12 12 120 |33 13 |24 |23 |22 [20 |24 17 |7 21 22 16 [ 6
98, |98, | 98, |98, |98, | 98 |98, |98, |98, |97, |98, 15
12 | M. rifamycinica 3 3 3 3 4 1 1 2 2 9 3 - 23 |27 |24 12 |20 19 |23 17 (27 [24 15 [ 22 [26 17 |39 (24 [23 13 (24 |28 |31 20 |23 18 [30 [22 [2
M.
purpureochromoge | 98, | 98, | 98, | 98, | 98, 98, |98, | 98, |98, |98, |98, 15
13 | nes 8 8 8 3 6 98 |3 8 5 1 8 3 - 19 19 18 18 16 13 123 14 125 [22 18 |21 19 132 |23 14 19 11 23 126 |6 20 |20 18 |9 3
99, 199, 199, |98, [99, [98 [99, |99, |99, |98, [99, |98, |98, 15
14 | M. profundi 4 4 4 9 0 6 2 4 4 8 5 0 6 - 17 |25 7 23 18 122 [20 18 ] 26 16 17 123 |36 17 |25 |26 |22 [22 |24 19 |8 22 |21 21 5
M. 99, 199, 199, 199, [99, [98 [98, |99, | 98, |98, [99, |98, |98, |98, 15
15 | parathelypteridis 1 1 0 0 1 6 4 1 8 2 0 2 6 7 -~ [ 23 10 |24 [22 |27 [23 [21 26 |7 16 19 |30 16 [ 24 [24 [21 19 [33 16 19 |25 31 18 [ S
98, |98, |98, |98, |98, 98, [ 98, | 98, | 98, | 98, | 99, |98, | 98, | 98, 14
16 | M. oryzae 3 3 2 2 3 98 |4 3 0 2 3 1 6 1 3 --- [ 20 17 19 [22 [24 [25 11 23 [ 22 10 |36 |25 19 1 15 [25 [23 17 19 | 8 27 19 |6
99, 199, [99, [99, |99, |98 |99, [99, |99, |98, |99, |98, |98 |99, |99, |98, 15
17 | M. noduli 5 5 4 1 2 7 1 5 4 9 6 5 6 4 2 5 - 18 120 |21 21 17 120 11 16 17 |31 14 123 |21 21 19 |27 16 |9 21 24 18 |3
98, 198, |98, |98, [98, |98 [98, |98, |98, |97, [98, |98, |98, |98, |98, |98 |98, 15
18 | M. nickelidurans 5 5 4 2 3 8 0 5 3 7 6 6 8 3 2 7 6 - |24 14 123 15 15 123 |30 18 139 |26 17 18 18 16 |28 13 125 |22 |23 18 1
98, |98, |98, |98, [98, |97 [98, |98, |98, |98, |98, [98, |99, |98, |98, |98, |98 |98 15
19 | M. mirobrigensis 6 6 6 1 3 8 9 6 5 6 6 3 0 6 3 6 5 2 - [ 24 18 | 27 19 |21 14 16 |30 (28 19 [20 15 (27 [22 15 12 17 [ 25 16 [0
98, |98, |98, [98, |98, |98 |98, [98, [98, |97, |98, |98, [98, |98, | 98, |98, |98, | 98, | 98, 15
20 | M. matsumotoense | 4 4 3 3 3 7 2 3 4 8 5 7 3 3 0 3 4 9 2 - |26 13 [20 [24 [27 [22 [40 |25 18 [23 [23 16 [ 27 [20 [22 [24 [28 [25 |5
98, 198, [ 98, |97, |98, | 97 |98, [98, [98, |98, | 98, |98, |98, | 98, |98, |98, |98, |98, |98, |98, 15
21 | M. marina 3 3 2 9 0 7 3 3 4 0 6 0 9 B 3 2 4 3 6 0 - [28 |24 |22 |21 25 [33 |29 14 |25 12 120 |24 11 20 [23 |20 |5 1
98, |98, |98, |98, [98, [ 99 |[98, |98, |98, |98, |98, [98, |98, |98 |98 |98 |98 |98 |98, |99, |97, 15
22 | M. maoerensis 7 7 6 6 6 4 3 7 6 0 8 2 1 6 4 1 7 8 0 0 9 - |23 |20 |25 24 [ 42 |21 25 |26 |27 13 (30 |22 |20 [26 [28 |25 |4
98, |98, | 98, | 98, |98, 98, |98, | 98, [98, [ 98, |98, |98, |98, |98, |99, 98, [98, |98, |98, |98, |98, 15
23 | M. mangrovi 3 3 2 0 1 98 |5 3 1 3 4 8 3 0 0 1 5 8 6 5 2 3 - [25 [23 14 139 [30 18 12 (20 |24 |27 |20 18 14 |30 19 [0
99, 199, [99, [99, |99, |98 |98, [99, [99, |98, |99, | 98, |98, |98, |99, |98, [99, | 98, | 98, |98, |98, | 98, | 98, 15
24 | M. luteifusca 3 3 2 2 3 6 5 3 0 3 1 3 6 8 4 3 1 3 4 2 3 5 1 - 15 [ 20 [27 13 |23 [24 [22 18 [ 32 17 18 |24 |30 17 1
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98, |98, [98, |98, |98, |98 [99, | 98, |98, [98, |99, |98, |98, |98, |98, |98, |98, |97, |98, [98, |98, |98, |98, |98, 15
25 | M. lupini 8 8 7 6 7 1 1 8 8 9 1 0 4 7 8 3 8 7 9 0 4 1 3 8 - |23 [33 |22 |27 |23 |22 |21 27 122 |9 21 33 18 [ S
98, |98, [98, | 98, |98, |98 |98, |98, |98, |98, |98, [98, |98, | 98, |98, [99, | 98, | 98, 98, |98, |98, | 98, |98, |98, |98, 14
26 | M. krabiensis 6 6 5 5 6 2 4 6 3 1 5 7 6 3 6 2 7 6 8 3 1 2 9 5 3 - [32 [23 [21 11 15 |24 18 15 19 [8 25 |21 4
97, 97, |97, |97, |97, |96 |97, |97, |97, | 97, |97, |97, | 97, | 97, | 97, | 97, | 97, | 97, |97, | 97, | 97, [ 96, | 97, | 98, | 97, | 97, 14
27 | M. kangleipakensis | 8 8 7 8 9 9 4 8 6 2 5 1 6 £ 7 3 7 1 7 0 5 9 1 0 5 6 -~ [32 [30 [37 [27 |40 |28 |30 |33 |38 [27 [32 [9
99, 199, 199, 199, [99, |98 [98, [99, |99, |98, |99, [98, |98, |98, |98, |98 |98 |98 |97, [98, [97, [98, |97, |99, | 98, | 98, | 97, 15
28 | M. jinlongensis 2 2 1 4 5 6 4 2 1 2 0 2 3 7 8 1 9 0 9 1 8 4 7 0 3 3 6 -~ [30 [26 |27 |27 |33 |22 19 [29 |29 |24 |6
98, |98, [98, |97, |97, | 97, [ 98, | 98, | 98, [ 97, | 98, |98, [ 98, | 98, | 98, [ 98, | 98, | 98, |98, [98, |98, | 98, |98, |98, |98, |98, |97, |97, 15
29 | M. humi 2 2 1 8 9 9 0 2 0 6 2 3 9 1 2 6 3 7 6 6 9 1 6 3 0 4 7 7 - [ 20 13 18 [ 25 10 (25 [24 |20 15 [2
98, | 98, | 98, [ 98, | 98, [ 98, | 98, [ 98, | 98, |98, | 98, | 99, [ 98, | 98, |98, |99, | 98, [ 98, | 98, [ 98, | 98, [ 98, |99, [ 98, | 98, [ 99, | 97, | 98, | 98, 14
30 | M. harpali 2 2 1 1 3 0 3 2 0 1 3 0 6 0 2 9 4 6 5 3 1 0 1 2 3 1 2 0 5 - 16 |26 |24 18 120 |9 28 120 |7
98, |98, | 98, | 98, [98, |97, [98, |98, |98, |97, |98, [98, |99, |98, |98, |98, |98, |98, |98, |98, |99, [98, |98, |98, |98 |98 |98 |98, |99, |98, 14
31 | M. halophytica 3 3 2 0 1 8 3 3 1 9 3 2 1 3 4 8 4 6 8 3 1 0 5 3 3 8 0 0 0 8 - |21 |24 |5 21 |17 |22 |9 7
98, |98, | 98, | 98, [98, |99, [98, |98, |98, |97, |98, [97, |98, |98, |98, |98, |98 |98 |98, |98, |98, [99, |98, |98, |98 |98 |97, |98 |98, |98, |98, 15
32 | M. fulva 3 3 2 1 2 0 2 3 3 8 5 9 3 3 6 1 6 8 0 8 5 0 2 6 4 2 0 0 6 0 4 - [ 30 18 [ 22 [25 |32 19 [2
98, 198, |97, |97, |97, | 97, |98, [ 98, |98, | 97, | 98, | 97, | 98, | 98, | 97, [ 98, [ 98, | 97, | 98, [ 98, 98, | 97, | 98, [ 97, | 98, | 98, [ 97, |97, | 98, | 98, | 98, | 97, 14
33 | M. equina 0 0 9 7 8 6 2 0 1 8 2 7 0 2 5 3 0 9 3 0 2 7 0 6 0 6 9 5 1 2 2 7 - |24 [ 22 18 10 (29 |9
98, |98, [ 98, |98, |98, |98, |98, [98, [98, |97, |98, |98, [99, |98, |98, |98, [98, |99, |98, [98, [99, |98, |98, [98, |98, |98, |97, |98, |99, |98, |99, |98, |98, 15
34 | M. coxensis 6 6 6 4 5 2 3 6 5 9 7 5 5 6 8 7 8 0 8 5 1 3 5 7 3 8 7 3 2 6 6 6 2 —- (21 119 |17 [8 0
99, 199, |99, |98, [98, [98, [99, |99, |99, |99, [99, [98, |98, |99, | 98, | 98, | 99, | 98, [99, [98, |98, [98, |98, |98, |99, |98, |97, |98, |98, |98, |98, |98 |98 |98, 15
35 | M. chokoriensis 3 3 2 8 9 5 8 3 1 4 4 3 5 4 6 6 3 1 1 3 5 5 6 6 3 6 5 6 1 5 4 3 3 4 —- |16 |25 |19 [3
98, |98, | 98, | 98, [98, [98, [98, |98, |98, |98, [98, [98, |98, |98, |98, |99, |98, |98, [98, [98, |98, [98, |98, |98, |98 |99, |97, |97, |98, [99, |98, |98, |98, |98, |98, 14
36 | M. carbonacea 3 3 2 0 2 0 6 3 1 3 4 6 5 3 1 4 4 3 7 2 3 0 9 2 4 4 2 8 2 3 7 1 6 6 8 - |27 |21 |6
98, |98, [ 98, |97, |98, | 97, |98, [ 98, |98, | 97, | 98, | 97, [ 98, | 98, | 97, | 98, [ 98, | 98, | 98, [ 97, |98, | 97, | 97, [ 97, | 97, | 98, [ 98, [ 97, | 98, | 97, [ 98, | 97, | 99, | 98, | 98, | 98, 15
37 | M. auratinigra 3 3 3 9 0 7 0 3 3 6 3 7 6 4 7 0 2 3 1 9 5 9 7 7 5 1 0 8 5 9 3 6 2 7 1 0 - [23 |0
98, | 98, | 98, [98, | 98, [ 98, | 98, [ 98, | 98, | 98, |98, | 98, [ 99, | 98, [ 98, | 98, [ 98, | 98, |98, | 98, |99, |98, | 98, |98, | 98, [ 98, | 97, [ 98, | 98, [98, | 99, [ 98, | 97, [ 99, | 98, | 98, | 98, 15
38 | M. aurantiaca 6 6 6 3 4 0 4 6 5 2 8 3 3 4 6 6 6 6 8 1 6 1 6 7 6 4 6 2 8 5 3 6 8 4 6 4 3 - |0
Streptomyces 88, | 88, | 88, | 88, |88, |88, |88 |88 |88, |88 |88 |83 |88 |8 |8 |8, |88 |88 |88 (88 |88 |83 |83 |88 |8 |8, |8, |88 |88 (89, |89, |88 |89, |88, |88, |89, |88, |88,
39 | coelicolor 5 5 4 7 8 3 6 6 4 3 5 8 7 6 6 2 7 9 9 6 9 6 9 9 6 4 0 5 8 1 1 8 0 9 7 2 9 9 -




Saccharomonospora sp. S2S21
- Saccharomonospora sp. S1S41
S. azurea NA-128" (AGIU02000033)
S. xinjiangensis XJ-54" (JH636049)
S. cyanea NA-134" (CM001440)
S. viridis DSM 43017" (CP001683)
S. glauca K62" (AGIT01000003)
S. xiaoerkulensis TRM 41495" (KU511278)
S. oceani YIM M11168" (KC768771)
73 [ S. marina XMU15" (CM001439)

100=- S, amisosensis DS3030" (IN989292)
—— S.saliphila YIM 90502" (AICY01000180)

[ S. paurometabolica YIM 90007" (AGIT01000102)
10— S halophila 8" (AICX01000084)

Amycolatopsis halophila YIM 93223" (F1606836)

P2y I

0.0050

Sekil 4.8., Saccharomonospora cinsine ait test organizmalar1 ve tip tiirlerinin 16S
rRNA baz dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik
soyagact (nodlarda % 50'nin {izerinde bootsrap degerleri verilmistir). Niikleotit
pozisyon degisimi % 0.5'dir ve dis grup olarak Amycolatopsis halophila YIM
93223" (FI1606836) kullanilmustir.
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Cizelge 4.9., Saccharomonospora cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagl yiizde benzerlik degerleri ve

niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 | Saccharomonospora sp. S1841| --- 3 48 18 33 38 53 48 38 52 39 54 35 24 91
2 | Saccharomonospora sp. S2821| 99,7 --- 45 15 30 35 50 45 35 49 36 51 32 21 88
3 |'S. amisosensis 96,5 | 96,8 - 53 59 55 56 4 39 57 52 72 48 46 91
4 |S. azurea 98,7 | 98,9 | 96,2 | --- 23 29 46 53 44 45 37 48 38 19 84
5 |S. cyanea 97,6 | 97,8 | 958 | 98,3 | --- 28 47 57 52 46 43 49 42 21 92
6 |S. glauca 973 197,51 96,0 | 97,9 | 98,0 | --- 51 55 49 48 52 40 43 35 97
7 | S. halophila 96,2 | 96,4 | 96,0 | 96,7 | 96,6 | 96,3 | --- 58 47 6 39 51 51 51 86
8 | S. marina 96,5 | 96,8 | 99,7 | 96,2 | 959 | 96,0 | 958 | --- 39 59 52 72 46 44 89
9 |S. oceani 973 1 97,5 | 97,2 | 96,8 | 96,3 | 96,5 | 96,6 | 97,2 | --- 45 45 61 35 44 85
10| 5. paurometabolica 96,3 | 96,5 | 959 | 96,8 | 96,7 | 96,5 | 99,5 | 95,8 | 96,8 | --- 39 50 49 52 83
11| S. saliphila 972 | 974 |1 963 | 97,3 | 969 | 96,3 | 97,2 | 96,3 | 96,8 | 97,2 | --- 62 39 42 80
1215 viridis 96,1 | 96,3 | 94,8 | 96,5 | 96,5 | 97,1 | 96,3 | 948 | 956 | 96,4 | 955 | --- 54 48 99
13| S xiaoerkulensis 97,5 |1 97,7 |1 96,5 | 97,3 | 97,0 | 96,9 | 96,3 | 96,7 | 97,5 | 96,5 | 97,2 | 96,1 --- 33 95
14| 5 xinjiangensis 98,2 | 98,5 | 96,7 | 98,6 | 98,5 | 97,5 | 96,3 | 96,8 | 96,8 | 96,3 | 97,0 | 96,5 | 97,6 | --- 92
15| A. halophila 93,51 93,7 | 93,5 | 94,0 | 934 | 93,1 | 93,8 | 93,6 | 939 | 94,1 | 943 | 929 | 932 | 934 | ---
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Brevibacillus sp. S3S32
* Brevibacillus sp. S1141
2 Brevibacillus sp. S1S24
B.agri NRRL NRS-1219" (D78454)
t B. gelatini PDF4" (KP899808)
 B. formosus DSM 9885" (LDCN01000015)
1L B. brevis NBRC 153047 (AB271756)
— B. parabrevis IFO 12334" (D78463)
92 B. reuszeri DSM 9887" (LGIQ01000014)
ULB.nitrificans DA2" (AB507254)
881 B. choshinensis DSM 8552 (LJJB01000010)
“— B. limnophilus DSM 6472" (AB112717)
B. centrosporus DSM 8445" (AB112719)
88 LEB. panacihumi DCY35" (EU383033)
97— B. invocatus NCIMB 13772" (AB112718)
| B. massiliensis phR" (IN837488)
B.ginsengisoli Gsoil 3088" (AB245376)
F B. borstelensis NRRL NRS-818" (D78456)
B. fulvus K2814" (AB688095)
o B. levickii LMG 224817 (AJ715378)

81

o| [ B. sediminis YIM 78300" (KP985221)
%3 T B. thermoruber DSM 7064" (Z26921)
100 - B, aydinogluensis PDF25" (HQ419073)
— B. fluminis CJ71" (EU375457)

55 — B. laterosporus DSM 25" (AB112720)
100 LB. halotolerans LAMO0312" (KJ627768)
Aneurinibacillus aneurinilyticus DSM 55627 (AB112724)

T
0.0100

Sekil 4.9., Brevibacillus cinsine ait test organizmalar1 ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz
dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagact
(nodlarda % 50'nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Niikleotit pozisyon
degisimi % 1'dir ve dis grup olarak Aneurinibacillus aneurinilyticus DSM 55627

(AB112724) kullanilmustr.
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Cizelge 4.10., Brevibacillus cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagh yiizde benzerlik degerleri ve
niikleotit say1 farkliliklar

1 2 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27
L | Brevibacillus sp. S3832 | --- 0 55 | 61 11 8 21 7 38 | 11 | 44 | 50 | 25 | 48 | 34 3 48 3 32 8 22 3 36 | 57 6 |112
2 | Brevibacillus sp. S1S24 | 100 | --- 55 | 61 11 8 21 7 38 | 11 | 44 | 50 | 25 | 48 | 34 3 48 3 32 8 22 36 | 57 6 |112
3 | Brevibacillus sp. S1141 [ 99,8 1998 | --- | 57 | 63 | 13 10 | 23 9 40 | 13 | 46 | 52 | 27 | 50 | 36 5 50 5 34 | 10 | 24 38 | 59 8 | 114
4 | B. thermoruber 95719571955 - [ 33 | 54 | 61 | 45 [ 59 | 41 | 54 [ 32 |76 | 50 | 72 | 48 | 54 | 32 | 56 | 49 | 58 | 49 | 55 | 35 6 60 [ 118
5 | B. sediminis 95,2952 (950974 | --- | 60 | 66 | 51 | 65 | 52 | 61 | 36 | 78 | 56 | 74 | 52 | 60 | 49 | 62 | 56 | 64 | 55 | 61 | 44 | 35 | 67 |[125
6 | B. reuszeri 99,1 199,1 1989 (957|953| --- | 13 | 31 10 | 33 | 16 | 48 [ 55 | 33 | 53 | 38 | 14 | 51 10 | 35 9 26 | 10 | 39 | 56 | 17 |115
7 |B parabrevis 99,3199,3199,2[95,2[948 989 | --- | 28 9 38 | 15 | 51 | 56 | 32 | 54 | 41 11 | 55 9 38 | 10 | 25 9 43 | 63 | 12 | 120
8 | panacihumi 98,3 1983 1982[96,4 (96,0 (97,5978 | --- | 25 | 42 | 25 | 31 | 51 8 47 | 37 | 20 | 41 | 22 | 38 | 26 | 14 | 21 25 | 48 | 27 | 118
% | nitrificans 99,4199,4199,2[953[949[99,2 (992|980 --- | 42 | 14 | 48 | 53 | 29 | 51 38 | 10 | 50 6 35 1 16 4 40 | 61 13 | 117
10| B massiliensis 97,0 1 97,0 | 96,8 | 96,7 | 95,9 | 97,4 97,01 96,7 | 96,7 | --- | 37 | 44 | 67 | 45 | 63 | 46 | 37 | 51 | 39 | 41 | 41 | 45 | 40 | 38 | 42 | 43 [117
g limnophilus 99,1 199,1 198,9 95,7952 (987988980989 [97,1| --- | 50 | 49 | 31 | 47 | 44 | 12 | 52 | 12 | 38 | 15 | 30 | 10 | 39 | 58 | 17 [114
12| B levickii 96,5 196,5196,4197,5(97,1 96,2 96,0 |97,5]96,2]96,5[960| --- | 62 | 37 | 56 | 36 | 43 | 32 | 45 | 43 | 49 | 35 | 44 | 28 | 34 | 50 | 116
B3 laterosporus 96,0 | 96,0 1 95,9 94,0 | 93,9 | 95,7 [ 95,6 | 96,0 | 95,8 | 94,7 | 96,1 [ 95,1 | --- | 49 6 46 | 49 | 65 | 48 | 39 | 54 | 51 | 49 | 60 | 79 | 56 |119
14| B invocatus 98,0 98,0 | 97,8 [ 96,0 | 95,6 {974 [97,5]199,3 97,7964 |97,5][97,1 96,1 | --- | 45 | 41 | 26 | 45 | 26 | 40 | 30 | 16 | 25 | 29 | 53 | 31 [124
15| B. halotolerans 96,2 96,2 | 96,0 [ 94,3 | 94,2 | 95,8 | 95,7 1 96,3 | 96,0 | 95,0 [ 96,3 [ 95,6 | 99,5964 | --- | 46 | 47 | 62 | 46 | 37 | 52 | 47 | 47 | 58 | 75 | 54 [118
16| p ginsengisoli 97,3197,3 97,1 96,2959 (97,0 96,797,1 97,0964 |96,5[97,1 964 (96,7964 | --- | 35 | 39 | 33 | 31 | 39 | 33 | 34 | 32 | 48 | 40 [108
17| p. gelatini 99,7 199,7199,6 95,7 195,3 198,9[99,1 |98,4199,2|97,1[99,0[96,6]|96,1]979[963|972| --- | 47 6 31 11 23 6 35 | 56 9 |111
18 p Sulvus 96,2 196,21 96,0 | 97,5 | 96,1 | 96,0 | 95,7 | 96,7 | 96,0 | 96,0 | 95,9 [ 97,5 | 94,9 | 96,4 | 95,1 [ 96,9 [ 96,3 | --- | 47 | 43 | 51 39 | 46 | 34 | 36 | 54 | 114
Y |p formosus 99,7 199,7 199,6 | 95,6 | 95,1 [ 99,2 (99,21 98,2 |99,5(96,9 |99,0]964 [96,2]979[964]974[995]1963 | --- | 31 7 21 2 37 | 58 9 |[113
20 p Sfluminis 97,5197,5[97,3 96,1 95,6 97,2 97,097,0 97,2 96,7 |97,0{96,6 969|968 97,1 975[97,5[96,6|975| --- | 36 | 37 | 31 | 39 | 53 | 38 | 108
21| B choshinensis 99,3199,3199,2(95,4195,0(99,2199,2|97,9(99,9 96,7 | 98,8 | 96,1 |95,7]97,6 95,9 ]96,9[99,1|96,0]994 (97,1 | --- | 17 5 41 | 60 | 14 | 118
2, centrosporus 98,2 198,2|98,1 96,1 |957(97,9 98,0989 |98,7]964 |97,6 97,2|96,0[987|963]97,4|9821969 983971986 --- | 20 | 29 | 52 | 28 |12]
23| B. brevis 99,7 199,71 99,6 | 95,7 195,2199,2 99,2 198,3 99,6 | 96,8 |99,2 96,5 96,1 [98,096,3]97,3[99,5]964|99,8[97,5|99,6 984 | --- | 36 | 57 9 [113
24| B. borstelensis 97,1 197,11 97,0 97,2 196,5 | 96,9 | 96,6 | 98,0 | 96,8 | 97,0 [ 96,9 | 97,8 | 95,3 | 97,7 | 95,4 | 97,5 97,2 197,31 97,1 96,9 | 96,7 | 97,7 [97,1 | --- | 37 | 42 | 112
25 | g, aydinogluensis 95,5195,51953[99,5[97,2 95,6 950962952 96,7 954 [97,3]93,8]958|94,1]96,2|956|97,1]|954]958]953[959 955|971 --- | 62 |118
26| p, agri 99,5199,5199,3 1953 |94,7198,6 99,0]97,8 98,9 96,6 | 98,6 96,0956 (97,5 9571968 |99,21957|99,2]97,0/98,9197,8[99,2]96,7|95,1| --- |116
27| A, aneurinilyticus 91,2 191,21 91,1 { 90,7 | 90,2 | 91,0 | 90,6 | 90,7 | 90,8 | 90,8 | 91,1 1 90,9 | 90,7 1 90,3 | 90,7 | 91,5 | 91,3 | 91,1 | 91,1 | 91,5 | 90,7 ] 90,5 | 91,1 | 91,2 1 90,7 ] 90,9 | ---
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99| P.radicis 694" (KR610523)
P. gorillae G1" (JX650054)
P. xinjiangensis B538" (AY839868)
L[ P. glycanilyticus DS-1" (AB042938)
105 P catalpae D75 (HQ657320)
P.castaneae Ch-32" (EU099594)
P. agarexedens DSM 13277 (AJ345020)
— P. mendelii C2" (AF537343)
P. aurantiacus RC11" (LC210810)
P. chungangensis CAU 9038" (GU187432)
P thailandensis S3-4A" (AB2T65205)
P. montaniterrae MXC2-2" (AB295646)
62\_,* P. populi LAM0705" (KJ000069)
9l p agaridevorans DSM 1355" (AJ345023)
100 [ P.taiwanensis BCRC 1741 o (DQ890521)
P.marinisediminis LHW35" (JF748731)

— P. profundus SI79" (AB712351)
89 P. alvei DSM 29" (AMBZ01000001)

53

61

97

L P. lentimorbus ATCC 14707" (AF071861)
Paenibacillus sp. S1S22
P. thiaminolyticus NBRC 15656" (AB073197)
6! p, dendritiformis CIP 105967  (AY359885)
P.uliginis N3/975" (EN556467)
65| [ P.timonensis 23010327 (AY323610)
100 L p konsidensis LBY" (EU081509)
B.subtilis NCDO 1769" (X60646)

{ P. popilliae ATCC 14706" (AF071859)

—
0.0100

Sekil 4.10., Paenibacillus cinsine ait test organizmasi ve tip tiirlerinin 16S rRNA baz
dizi analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci

(nodlarda % 50'nin {izerinde bootsrap degerleri verilmistir). Niikleotit pozisyon
degisimi % 1'dir ve dis grup olarak B.subtilis NCDO 1769" (X60646) kullanilmistir.
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Cizelge 4.11., Paenibacillus cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagli yiizde benzerlik degerleri ve
niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27
L | Paenibacillus sp. S1S22 -- | 55 | 60 | 61 7 61 | 64 | 54 | 48 | 63 9 62 | 60 | 56 | 12 | 59 | 57 | 59 4 65 | 62 | 60 | 69 | 49 | 61 | 57 | 150
2 |p Xinjiangensis 958 -—- | 70 | 72 | 58 | 57 | 88 | 17 | 69 | 61 | 56 | 70 | 47 | 79 | 61 | 70 | 18 | 25 | 55 | 63 | 24 | 32 | 69 | 64 | 56 | 45 | 153
3 |p uliginis 9541947 - | 57 | 63 | 59 | 83 | 71 | 68 | 63 | 62 | 74 | 74 | 81 | 65 | 59 | 72 | 73 | 62 | 58 | 70 | 77 | 88 | 74 | 61 | 69 | 149
4 | p. timonensis 9531945[956| --- | 66 | 52 | 80 | 71 | 67 | 72 | 66 | 73 | 67 | 84 | 64 | 37 | 74 | 73 | 63 | 75 | 72 | 77 | 83 | 70 | 71 | 64 | 158
5 |p thiaminolyticus 99,4 195,6 952950 --- | 64 | 69 | 55 | 48 | 64 6 63 | 64 | 57 | 10 | 62 | 58 | 62 3 66 | 61 | 65 | 72 | 50 | 64 | 60 | 148
6 | p. thailandensis 95,3195,6955[96,0[951| --- | 80 | 56 | 67 | 38 | 61 | 42 | 55 | 79 | 62 | 61 | 59 | 55 | 61 [ 43 | 58 [ 54 | 69 | 67 | 35 | 53 | 156
7 | P. taiwanensis 95,1193,3[93,7{939194,7[(939| --- | 89 | 61 | 79 | 67 | 78 | 81 | 34 | 67 | 76 | 90 | 86 | 66 | 81 | 85 | 81 | 84 | 59 | 82 | 80 | 164
8 | P. radicis 95,9198,7[94,6 94,6 958957932 --- | 69 | 54 | 53 | 70 | 56 | 78 | 59 | 69 3 20 | 52 | 60 | 17 | 27 | 60 | 63 | 49 | 42 | 152
% |p profundus 96,3 194,7[948 19491963 [949[953|94,7| --- | 65 | 51 | 70 | 65 | 57 | 51 | 66 | 69 | 77 | 46 | 72 | 78 | 66 | 74 | 37 | 67 | 71 | 156
10 1 p, populi 95,2953 1952[94,5[95,1[97,194,0[959[950| --- | 64 | 47 | 63 | 73 | 68 | 69 | 57 | 65 [ 61 [ 52 | 60 | 62 | 71 | 65 | 18 | 57 | 148
1 ip popilliae 99,3 195,7[95,395,099,5]953[94,9[959 (96,1951 --- | 61 [ 62 | 56 9 60 | 56 | 60 7 66 | 59 | 65 | 67 | 50 | 64 | 58 | 151
12 | p_montaniterrae 95,3194,7 94,4 19441952 (96,8 194,0]|94,7 (9471964953 | --- | 71 | 76 | 61 | 69 | 72 | 70 | 62 | 59 | 71 | 71 | 80 | 73 | 50 | 61 | 154
13 | p. mendelii 95,4196,4 94,4 1949195,1958[93,8]|957[95,0[952[953[946| --- | 82 | 61 | 73 | 59 | 55 | 62 | 69 | 54 | 52 | 49 | 64 | 65 | 52 | 153
14 | p_ marinisediminis 95,7 194,0 93,8 93,6 | 95,6 | 94,0 | 97,4 | 94,0 | 95,6 | 94,4 [ 95,7 |94,2 93,7 | --- | 61 | 82 | 79 | 81 [ 54 [ 78 | 78 | 78 | 85 | 53 | 77 | 80 | 159
151 p_tentimorbus 99,0 [ 95,3 95,0 {95,1 {99,2]95,3]94,9]95,5[96,1[94,8[99,3953[953[953] --- | 62 | 62 | 63 | 11 [ 69 | 62 | 67 | 71 | 52 | 68 | 58 | 152
16 | p_ ronsidensis 95,5 194,7[95,5[97,2953[953[94,2]94,7[95,0[94,7[954 (94,7944 (93,7[953| --- | 72 | 71 [ 61 [ 70 | 72 | 76 | 74 | 74 | 70 | 62 | 155
17 1p. gorillae 95,61 98,6 | 94,5 94,4 ]95,6 95,5(93,1 99,7 [94,7]95,6]95,7[94,5]95,5]|94,0/953]945] --- | 21 | 55 | 63 | 18 | 30 | 63 | 62 | 52 | 45 | 153
18 | p, glycanilyticus 95,5198,1 94,4 [94,41953[95,8[93,4]|98,4[94,1]95,0[95,4|94,7[95,8]93,8/952[94,6[984| --- | 62 | 66 5 26 | 65 | 69 | 55 | 42 | 150
Y p dendritiformis 99,6 [ 95,8 95,3 195,2199,7195,3]95,0]96,0]96,5]953[99,4]953[953[959[99,1[953[958[953[ --- [ 65 | 61 | 62 | 70 | 47 | 61 | 60 | 148
20 | p chungangensis 95,0 [ 95,2 [ 95,6 | 94,3 | 95,0 | 96,7 | 93,8 | 95,4 | 94,5 | 96,0 | 95,0 | 95,5 | 94,7 | 94,0 [ 94,7 | 94,7 [ 95,2 95,0 [ 95,0 | --- | 67 | 61 | 77 | 75 | 52 | 57 | 161
2L | p catalpae 95,3 198,1 [94,794,5]|953[95,6]93,5]|98,7[94,0]95,4]95,5[94,6]95,9]94,0|953]94,5]98,6/99,6[953[949| --- | 31 | 65 | 66 | 56 | 43 | 147
22 | p. castaneae 95,4 [97,5 94,1 [ 94,1 | 95,0 95,9 | 93,8 97,9 95,0 95,3 ]95,0]94,6|96,0|94,0[94,9194,2]97,7[98,0[953[953]97,6| --- | 62 | 69 | 51 | 46 | 148
23 | p. aurantiacus 94,7 194,7193,3 93,7 94,5[94,7 93,6954 94,4 94,6 [ 94,9 | 93,9 | 96,2 | 93,5 94,6 | 94,4 | 95,2 95,0 [ 94,7 [ 94,1 | 95,0 {953 | --- | 80 | 69 | 66 | 152
24 | p_alvei 96,2 1 95,1 [ 94,4 94,7 96,2 94,9 | 95,5]95,2|97,2]95,0]96,2 | 94,4 | 95,1 | 95,9 96,0 | 94,4 95,3 |94,7[96,4]94,3|950[94,7]939| --- | 72 | 76 | 162
25 | p, agaridevorans 95,3 195,71953[94,695,1[97,3]93,7]96,2|94,9 98,6 95,1 96,2]95,0]94,1|94,8|94,7]96,0|95,8]953[96,0|957[96,1|94,7|945| --- | 52 | 148
26 | p. agarexedens 95,6 | 96,5 | 94,7 | 95,1 | 95,4 | 95,9 | 93,9 | 96,8 | 94,6 | 95,6 | 95,6 | 95,3 | 96,0 | 93,9 | 95,6 | 95,3 | 96,5 | 96,8 | 95,4 [ 95,6 | 96,7 [ 96,5 | 95,0 | 94,2 [ 96,0 | --- | 156
27 | B.subtilis 88,6 | 88,4 | 88,7 | 88,0 | 88,8 | 88,1 | 87,5|88,5 88,1 |88,8|88,5|88,3|884|87,9|88,5|88,2|88,4|88,6|88,8|87,8|88,8|88,8|88,5|87,7|88,8]|88,1| ---




M.arabica SV2184P" (JN989301)
ﬁ:/l ossetica V5/3M CL" (CP016616)
2 M. cambiensis WSM3693" (HM362433)
H_LM aerilata 54208-16" (GQ421849)
35 L M. flocculans ATCC BAA-817" (JAEA01000030)

M. soli R491" (KX247636)
Mtcrovtrga sp. S1S32
o M.lotononidis WSM3557" (AJUAO01000055)
M. lupini Lut6" (K1912026)
M. makkahensis SV1470" (IN989300)

73| sl—p vignae BR3299" (LCYG01000082)
o4/ | M. guangxiensis CGMCC 1.7666" (NZ_FMVJ00000000.1)

8

M. subterranea DSM 14364" (FR733708)
M. aerophila 5420S-12" (GQ421848)

M.massiliensis JC119" (LN811386)

Afipia felis 14747 (AF338177)

—
0.0100
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Sekil 4.11., Microvirga cinsine ait test organizmasive tip tiirlerinin 16S rRNA baz dizi

analizine dayali neighbour-joining (Saitou ve Nei,

1987) filogenetik soyagact

(nodlarda % 50'nin iizerinde bootsrap degerleri verilmistir). Niikleotit pozisyon
degisimi % 1'dir ve dis grup olarak Afipia felis 1474" (AF338177) kullamlmustur.
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Cizelge 4.12., Microvirga cinsine ait test izolatlar1 ve tip tiirleri arasindaki 16S rRNA sekansina bagh ylizde benzerlik degerleri ve
niikleotit say1 farkliliklar

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 | Microvirga sp. S1S32 === 33 37 34 %) 36 91 33 39 48 39 31 40 52 27 | 135
2 | M. zambiensis 97,6 | --- 39 41 28 18 80 35 29 43 51 28 31 50 18 | 133
3 | M. vignae 973 | 97,1 | --- 32 39 38 85 16 24 35 34 34 42 50 36 | 132
4 | M. subterranea 9751970 97,6 | --- 39 48 78 30 35 44 32 42 52 29 37 | 127
5 M. soli 984 19791971 | 97,1 | --- 28 88 36 39 43 41 33 34 48 26 | 134
6 | M. ossetica 97,3 1 98,6 | 97,2 | 96,5 | 97,9 | --- 82 33 30 45 45 28 21 57 20 | 133
7 | M. massiliensis 933 | 94,1 | 93,8 | 94,3 | 93,6 | 940 | --- 82 79 75 87 82 85 68 82 | 136
8 | M. makkahensis 97,6 | 97,4 | 988 | 97,8 | 97,3 | 97,6 | 940 | --- 25 35 41 24 35 50 30 | 136
9 M. lupini 97,1 1 97,8 1982|974 1971 1978|942 | 98,1 | --- 23 43 28 40 50 30 | 126
10 | M. lotononidis 96,5 | 96,8 | 97,4 | 96,8 | 96,8 | 96,7 | 945 | 974 | 98,3 | --- 44 32 47 56 41 | 132
11 | M. guangxiensis 97,1 1 96,2 | 97,5 | 97,6 | 97,0 | 96,7 | 93,6 | 97,0 | 96,8 | 96,8 | --- 53 44 39 39 | 128
12 | M. flocculans 97,7 1979 [ 97,5 | 969 | 97,6 | 979 | 940 | 982 | 979 | 976 | 96,1 | --- 37 54 25 | 134
13 | M. arabica 97,0 | 97,7 1 96,9 | 96,2 | 97,5 | 984 | 938 | 974 | 97,0 | 96,5 | 96,8 | 97,3 | --- 57 27 | 140
14 | M. aerophila 96,2 | 96,3 | 96,3 | 97,8 | 96,5 | 95,8 | 95,0 | 96,3 | 96,3 | 959 | 97,1 | 96,0 | 95,8 | --- 48 | 121
15 | M. aerilata 98,0 | 98,6 | 97,3 | 97,3 | 98,1 | 98,5 | 940 | 97,8 | 97,8 | 97,0 | 97,1 | 98,1 | 98,0 | 96,5 | --- | 130
16 |Afipia_felis 90,2 | 90,3 | 90,4 | 90,7 | 90,2 | 90,3 | 90,1 | 90,1 | 90,8 | 90,4 | 90,7 | 90,2 | 89,8 | 91,2 | 90,5 | ---
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4.5. Antimikrobiyal Test Sonuclar

Calisma izolatlari, 2 gram negatif bakteri 6rnegi ( E. coli, P.vulgaris), 2 gram
pozitif bakteri 6rnegi (S. aureus, B.subtilis), 2 maya ornegi (C. albicans, S. cerevisiae)
ve 2 mantar ornegine (A. parasiticus, Fusarium sp.) kars test edilmistir. Test izolatlar
iyi treme gosterdikleri kat1 besiyerlerinin brothu hazirlanarak iretilmistir. Test
izolatlarinin antimikrobiyal test sonuglar1 degerlendirildiginde, test edilen 22
organizmadan 9 tanesinin hi¢bir patojene karsi etkisinin olmadigir goézlemlenmistir. En
yiiksek etkiyi gdsteren organizma 6 patojene kars1 (E. coli, P. vulgaris, S. aureus, B.
subtilis, C. albicans ve S. cerevisiae) etkili inhibisyon zonu veren ve P. dentritiformis
ile % 99.58 benzerlik oran1 gosteren S1S22 izolatidir. S1141 Bacillus sp. izolat1 benzer
sekilde 6 patojene kars1 (E. coli, S. aureus, B. subtilis, C. albicans, S.cerevisiae ve
Fusarium sp.) etkili inhibisyon zonu vermektedir ve B. agri ile % 99.40 benzerlik oran1
gostermektedir. S3S31 Micromonospora sp. izolatinin 5 patojene karsi (S. aureus, B.
subtilis, C. albicans, S.cerevisiae ve Fusarium sp.) etkili inhibisyon zonu verdigi ve M.
spongicola ile % 99.16 benzerlik oram1 gosterdigi belirlenmistir. Benzer sekilde 5
patojene kars1 (E. coli, B. subtilis, C. albicans, S. cerevisiae ve Fusarium sp.) etkili
inhibisyon zonu veren ve B. agri ile % 99.57 benzerlik oran1 gosteren S1S24 izolati ile
S3S32 izolatinin 5 patojene karsi (S. aureus, B. subtilis, C. albicans, S. cerevisiae ve A.
parasiticus) etkili inhibisyon zonu verdigi ve B. agri ile % 99.56 benzerlik oram
gosterdigi belirlenmistir. S1S23 izolatinin 3 patojene karsi (S. aureus, C. albicans ve S.
cerevisiae) etkili inhibisyon zonu verdigi ve M. ovatispora ile % 99.43 benzerlik orani
gosterdigi, S2S21 izolatinin 2 patojene karst (C. albicans ve S. cerevisiae) etkili
inhibisyon zonu verdigi ve S. azurea ile % 98.81 benzerlik orani gosterdigive S2G33
izolatinn da 2 patojene kars1 (E. coli ve S. cerevisiae) etkili inhibisyon zonu olusturdugu
ve M. vinacea ile % 99.86 benzerlik oranina sahip oldugu tespit edilmistir.
Micromonospora sp. ile iliskili olan 5 organizma ise sadece 1 patojene karsi etkili
inhibisyon zonu vermislerdir. incelenen izolatlarm antimikrobiyal aktivite testinden en
cok etkilenen patojen mikroorganizmalar ise; 11 farkli izolatin etkili inhibisyon zonu
verdigi S. cerevisiae ve 8 farkli izolatin etkili inhibisyon zonu verdigi C. albicans 'dir.
P. vulgaris'e kars1 ise sadece S1S22 kodlu organizmanin inhibisyon zonu olusturdugu

tespit edilmistir.
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Cizelge 4.13., Test izolatlarinin antibakteriyel ve antifungal aktivite sonuglari

E.coli P. S. B. subtilis C. S. A. Fusarium
vulgaris aureus albicans  cerevisiae  parasiticus sp.

S2S821 - - - - 10 mm 30 mm - -
S3S31 - - 13 mm 20mm 26 mm 35 mm - 30 mm
S1S32 --- --- --- - --- --- --- ---
S1S33 --- --- --- --- --- --- --- ---
S1S34 - - - - - - - -
S1S35 - - - - - - - ---
S2S24 --- --- --- - --- --- --- ---
S1G34 --- --- --- - --- - 20 mm ---
S1141 30 mm -—- 20 mm 22 mm 35 mm 30 mm - 40 mm
S1G21 --- --- --- - --- - --- ---
S1S31 --- --- --- --- --- 25 mm --- ---
S1S23 --- --- 20 mm - 10mm 25 mm --- ---
S2G33 30 mm -—- -—- - - 22 mm - -—-
S2823 --- --- --- - --- 10 mm --- ---
S2G35 --- --- --- --- --- 18 mm - ---
S1S41 - - - - - - - ---
S2822 --- --- --- - --- - - ---
S2831 - - - - 14 mm - - ---
S1S21 - - - - - - - ---
S1S24 25 mm -—- - 25 mm 27 mm 30 mm - 30 mm
S1S22 60 mm 30 mm 45 mm 35 mm 50 mm 30 mm - ---
S3S32 --- --- 25 mm 20 mm 25 mm 30 mm 30 mm ---
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5. TARTISMA

Actinobacteria’nin simniflandirmast ve taksonomisi oncelikle Actinobacterianin
morfolojik, kimyasal ve fizyolojik 6zellikleri gibi sinirli 6zelliklerinin arastirilmasini
iceren fenotipik kriterlere dayanilarak yapilmistir. Koloninin morfolojisi, spor zinciri,
substrat rengi, hava miselyumu ve yayilabilir pigment 06zellikleri hala cinslerin
ayriminda onemli kriterlerdendir. Ancak bu subenin siniflandirilmasi i¢in yeterli bilgi
saglamamaktadir. Actinobacteria'nin giincel siniflandirmasinda 16S rRNA gen bolgesi
analizi gegerliligini koruyan altin bir standarttir. Bununla birlikte, atasal soy iliskilerini
belirlemek amaciyla 16S rRNA genine dayali siniflamanin yetersizligi nedeniyle diger
molekiiler belirteglerin  kullanimma yonelim artmistir.  Ozellikle, ¢oklu rRNA
operonlarindaki niikleotid varyasyonlar:t ve 16S rRNA genlerinin yatay gen aktarimi,
filogenetik agaclardaki taksonlar arasinda nispeten belirsizliklere sebep olma
egilimindedir (Sentausa ve Fournier, 2013).

Actinobacteria'nin filogenisi, ¢ogunlukla bu subenin belirli gruplariyla sinirl
alternatif molekiiler belirtegleri icerir. Bifidobacteria, Mycobacteria ve Streptomyces
tiyeleri gibi belirli Actinobacteria gruplar1 arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek
icin tpoB, recA, dnaK, grpE, gyrB, groEL, ychF ve secY genleri kullanilmistir
(Devulder, vd., 2005; Guo, vd., 2008; Leblond-Bourget, vd., 1996; Shivannavar, vd.,
1996; Adekambi, vd., 2011).

Devulder ve arkadaslar1 (2005) tarafindan Mycobacteria tiirlerinin filogenetik
analizinde multigenik bir yontem kullanilmistir. Bu g¢alismada, bakteriler arasinda
evrensel ve korunmus bir gen olan 16S rRNA geni, tiim Mycobacteria’da bulunan 1s1
sok protein gen ailesine ait olan Asp65 geni, rpoB geni (RNA polimerazin B-altbirimi)
ve sod geni (metalloenzim) filogenetik analizlere tabi tutulmustur. Sonugclar, farkl
genlerin kombinasyonunun, Mycobacterium cinsindeki filogenetik agacin saglamliginda
kayda deger artiglara neden oldugu bildirilmistir (Devulder, vd., 2005). rpoB genine
dayali smiflandirma yaklasimi Frankia suslarinin filogenetik iliskileri icin de
kullanilmistir (Berneche-D'Amours, vd., 2011). gyrB geni (DNA girazin B-altbirimi),
16S rRNA genine kiyasla daha yiiksek bir ayirim sagladigindan Kribbella tiirii soylari
arasinda ayrim yapmak i¢in de kullanilmistir (Kirby, vd., 2010).

Actinobacteria subesi, mevcut bakteri domaini i¢erisindeki en biiyiik taksonomik

birimlerden biridir (Ludwig, vd., 2012). Bugiine kadar dizilemesi yapilmis olan
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aktinobakteriyal genomlar, insan ve veterinerlik tibbi, biyoteknoloji ve ekoloji ile ilgili
organizmalara aittir ve gozlenen genetik heterojenligin biyogesitliliklerini yansittig
varsayllmaktadir (Ventura, vd., 2007). Actinobacteria'nin ¢ogunlugu hem karada hem
de su (deniz dahil) ekosistemlerinde yaygin olarak bulunan serbest yasayan
organizmalardir (Macagnan, vd., 2006). Aktinobakteriler, genomlarinda yiiksek guanin
ve sitozin (GC) igerigine sahip olan gram-pozitif filamentéz bakterilerdir. Hiflerin ug
uzantis1 ve dallanmasi kombinasyonu ile biiyiirler. Bu sebepten dolay1 onlara, 1s1n (aktis
ya da aktin) ve mantarlar (mukes S) anlamina gelen Yunanca kelimelerden tiiretilmis
isimler verilmistir. Geleneksel olarak, aktinomisetler funguslar ve bakteriler arasinda
ara form olarak kabul edilmektedir. Nitekim filamentli mantarlar gibi, bir¢cok
Actinobacteria da miselyum iiretir ve miselli aktinomisetlerin bircogu sporiilasyon ile
cogalir. Bununla birlikte, aktinomisetlerin mantarlarla karsilastirilmas:t yalnizca
yiizeyseldir. Tim bakteriler gibi, aktinomiset hiicreleri de bir prokaryotik niikleotid
dizisine ve bir peptidoglikan hiicre duvarinda sahiptir. Ayrica hiicreleri antibakteriyel
ajanlara duyarhdir. Fizyolojik ve ekolojik olarak, cogu Actinobacteria aerobiktir, ancak
bazi istisnalar vardir. Dahasi, heterotrofik veya kemoototrofik olabilirler, ancak ¢cogu
kemoheterotrofiktir ve cesitli kompleks polisakaritler de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
beslenme kaynaklar1 kullanabilirler (Lechevalier ve Lechevalier, 1965; Zimmerman,
1980). Aktinobakteriler; toprakta ya da sucul ortamlarda (6rne§in Streptomyces,
Micromonospora, Rhodococcus ve Salinispora tiirleri), bitki simbiyonlar1 olarak
(6rnegin Frankia spp.), bitki veya hayvan patojenleri olarak (6rnegin Corynebacterium,
Mycobacterium ya da Nocardia tiirleri) ya da sindirim sisteminde (6rn., Bifidobacterium
spp.) bulunabilir (Barka, vd., 2016).

Yapilan caligmada, Sakarya Nehir kaynagindaki aktinobakteria cesitliliginin
belirlenmesi amaciyla nehir kaynaginin 4 farkli lokalitesinden sediment Ornekleri
alinmis ve farkli aktinomiset gruplarini izole etmek ve tanimlamak amaciyla dilisyon
plaka teknigi ve kombine antibiyotik ilavesi iceren 5 farkli secici besiyeri ortami
kullanilmistir. Elde edilen mikroorganizmalar hangi besiyerinden elde edilmis ise tekrar
ayni besiyerine yogun ekimi yapilarak kiiltiire edilmistir.

Dilisyon plaka teknigi uygulanan sediment 6rnekleri siklohekzimid (50 pg ml™),
rifampisin (0.5 pg ml™) ve nalidiksik asit (10 mg ml™) ilaveli tripton yeast glukoz
ekstrakt agar (Blackall, vd., 1989), ISP 2 Agar (Shirling ve Gottlieb, 1966), SM3 agar
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(Tan, vd., 2006), SC Agar (Kuster ve Williams, 1964; Mackay, 1977) ve glukoz yeast
malt ekstrakt agar (Rapp, 1974) yiizeyine inokiile edilmistir.

6-8 hafta inokiilasyona tabi tutulan sediment 6rneklerinden GYME besiyerinden
elde edilen 4 izolat, SM3 besiyerinden elde edilen 17 izolat ve ISP2 besiyerinden elde
edilen 1 izolat olmak iizere toplamda 22 adet organizma elde edilmistir. izole edilen 22
adet izolatin 14 tanesinin Micromonospora cinsi ile, 3 tanesinin Brevibacillus cinsi ile, 2
tanesinin Saccharomonospora cinsi ile, 1 tanesinin Cellulomonas cinsi ile, 1 tanesinin
Pseudomonas cinsi ile ve 1 tanesinin de Microvirga cinsi ile iligkili oldugu
belirlenmistir. 14 adet Micromonospora cinsine ait izolatin 6 tanesinin Micromonospora
ovatispora, 4 tanesinin Micromonospora spongicola, 3 tanesinin Micromonospora
vinacea ve 1 tanesinin de Micromonospora ureilytica ile iligkili oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte, 3 adet Brevibacillus cinsine ait izolatin Brevibacillus agri ile yakindan
iligkili oldugu, 1 adet Paenibacillus cinsine ait izolatin ise Paenibacillus dentritiformis
ile yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir.

Izolatlarin tanimlanmas: igin ilk olarak 16S rRNA gen bolgeleri 27f ve 1525r
primerleri ile c¢ogaltilip ardindan dizileme calismalar1 27f/1492r/800r evrensel
primerleriyle saglanmistir. Analiz sonucu elde edilen veriler Mega 7.0 (Tamura, vd.,
2011) paket programi kullanilarak yapilmistir. 16S rRNA niikleotid verilerinin
filogenetik dendogramlar1 uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu (Jukes ve Cantor,
1969) ve neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmasi kullanilarak
olusturulmustur. Filogenetik agaclarin bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak Mega 7.0
(Tamura vd., 2011) paket programinda gergeklestirilmistir. Test izolatlarinin en yakin
tip tiirleri ile yiizde benzerlik ve niikleotit farkliliklarimi gosteren tablolar BIOEDIT
programi (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html) kullanilarak olusturulmustur.

16S rRNA dizi verileri Mega 7.0 ve BioEdit paket programlarinda analiz
edilerek, izolatlarin yakindan iliskili oldugu tiirler ve yeni tiir olmasi muhtemel izolatlar
belirlenmistir. Saccharomonospora cinsi tiyesi oldugu belirlenen, aralarinda 3 niikleotid
farkliligt bulunan ve ayni morfolojik karakterlere sahip olan S1S41 ve S2S21
izolatlarinin yeni tiir olma ihtimali bulunmaktadir. Microvirga cinsi liyesi oldugu
belirlenen S1S32 izolat1 ve Cellulomonas cinsi liyesi oldugu belirlenen S2S24 izolat1 da
yeni tlir olma ihtimali olan izolatlardir. Micromonospora cins iiyesi oldugu belirlenen

S1S32, S3S31 ve S1S33 izolatlarmin Micromonospora spongicola S3-1" susu ile
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sirasiyla % 99.2 benzerlik ve 11 niikleotid farkliligi, % 99.2 benzerlik ve 12 niikleotid
farkliligi, % 99.1 benzerlik ve 13 niikleotid farkliligi oldugu belirlenmistir. Niikleotid
farkliliklar1 g6z Oniine alindiginda s6z konusu izolatlarin yeni tiir adayr olarak
degerlendirilmeleri gerektigi belirlenmistir.

Saccharomonospora cinsine ait olan S1S41 ve S2S21 izolatlarinin en yakin tip
tiirleri olan Saccharomonospora azurea NA-128" susu ile sirastyla % 98.6 benzerlik
orani ile 18 niikleotid ve % 98.8 benzerlik orani ile 15 niikleotid farklilik gosterdigi,
Saccharomonospora xinjiangensis XJ-54" susu ile sirastyla % 98.3 benzerlik orani ile
24 niikleotid ve % 98.5 benzerlik orani ile 21 niikleotid farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Microvirga cinsine ait olan S1S32 izolatinin en yakin tip tiirleri olan
Microvirga soli R491" susu ile % 98.4 benzerlik ve 22 niikleotid farklilig1, Microvirga
aerilata 5420S-16" susu ile % 98.0 benzerlik ve 27 niikleotid farkliligi bulunmaktadir.
Cellulomonas cinsine ait olan S2S24 izolatinin en yakin tip tiirleri olan Cellulomonas
aerilata 54208-23" susu ile % 98.6 benzerlik ve 18 niikleotid farklihig, Cellulomonas
fimi ATCC 484" susu ile % 97.7 benzerlik ve 31 niikleotid farklilig1 bulunmaktadir. Bu
izolatlarin yeni birer tiir olarak yayinlanabilmesi i¢in polifazik taksonomik metodlarin
yapilmas1 gerekmektedir.

22 adet izolatin antibakteriyel aktivite testi i¢in; 2 gram negatif (E.coli ve
P.vulgaris), 2 gram pozitif (S.aureus ve B. subtilis), 2 maya (S. cerevisiae ve C.
albicans) ve 2 fungus (A. parasiticus ve Fusarium sp.) organizma kullanilmistir.
Yapilan analizler sonucu Cellulomonas cinsi ile iliskilendirilen S2S24 izolatinin hicbir
patojen test organizmasina karsi etki gostermedigi belirlenmistir. Izole edilen 14 adet
Micromonospora 1zolat1 arasinda, P. vulgaris hari¢ diger patojenlere karsi inhibisyon
zonu goriilmiistiir. Micromonospora cinsi arasinda en yiiksek inhibisyon zonu veren
izolat M. spongicola ile iliskilendirilmis olan S3S31 ve en diisiik inhibisyon zonu
verenler M. ovatispora ile iliskili olan S2S21, S2S23 ve SI1S23 izolatlandir.
Micromonospora cinsine ait izolatlardan S2G33 kodlu izolat disindakiler gram negatif
(E. coli, 30 mm) patojenlere etki gostermemis olup daha ¢ok gram pozitif, maya ve
funguslara etkileri goriilmiistiir. En aktif Micromonospora cinsi {lyesi izolat 8
patojenden S'ine etki eden ve M. spongicola ile iliskili olan S3S31 kodlu izolattir. 14
adet Micromonospora ile iliskili izolattan ise S1S33, S1S34, S1S35, S1G21 ve S2S22

kodlu izolatlar hicbir patojene kars1 aktivite gostermemistir. Yine Saccharomonospora
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ile iligkili olan S1S41 ve S1S21 kodlu izolatlar higbir patojene karst aktivite
gostermemistir. Brevibacillus cinsi ile iligkili olan S1141, S1S24 ve S3S32 kodlu
izolatlardan her biri 8 farkli patojenden en az 5 tanesine karsi inhibisyon zonu
olusturmustur. En yiiksek etkiyi gosteren izolat S1141 kodlu izolat olup Fusarium
spp.'ye kars1 40 mm inhibisyon zonu vermistir. En diisiik etki gosteren izolat S. aureus'a
karst 20 mm zon cap1 ile S1141 ve B. subtilis'e karst 20 mm zon ¢ap1 ile S3S32
izolatlaridir. Brevibacillus cinsi ile iligkili olan bu izolatlar daha ¢ok gram negatif, maya
ve funguslarda inhibisyon zonu gostermislerdir. Paenibacillus cinsi ile iligkili olan
S1S22 kodlu izolat, izole edilen 22 organizma arasinda en yiiksek inhibisyon zonu
gosteren organizmadir. 8 farkli patojenden A. parasiticus ve Fusarium sp. hari¢ 6's1
tizerinde yliksek derecede inhibisyon zonu gostermistir. En yliksek inhibisyon zonunu
60 mm zon ¢api1 ile E. coli'ye kars1t gosterirken en diisiik zon ¢apin1 30 mm ile P.
vulgaris ve S. cerevisiae'ye kars1 gostermistir. Microvirga cinsi ile iliskili olan S1S32
kodlu izolat ise 8 patojenden higbirine karsi inhibisyon zonu olusturmamustir.

Sakarya Nehir Kaynagindaki aktinomiset biyocesitliligini aragtirmak i¢in farkli
derinliklere sahip 4 farkli lokaliteden toplanan sediment 6rneklerinden elde edilen 22
izolat arasindan 1 adet Cellulomonas cinsiyle iliskili S2S24 kodlu i1zolat elde edilmis ve
C. aerilata ile yakindan iliskili oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda sedimentten
elde edilen Cellulomonas cinsi iiyelerinin varligi bildirilmistir (Jones, vd., 2005; Zhang,
vd., 2013). Bu cinse ait liyelerin bazilarinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari da
gosterilmistir (Karabi, vd., 2016). 2017 yilinda Romenko ve arkadaslarinin yaptigi
calismada C. aerilata'ya %98 benzerlik gosteren H50 susunun 7 patojene karsi
antimikrobiyal etkisi incelenmistir ve sadece S. aureus ile S. epidermidis
organizmalarinda zayif zonlar olusturdugu gozlemlenmistir. Aktimikrobiyal aktivite
testine tabi tutulan S2S24 izolatinin da 8 patojene karsi higbir etki gostermemesi yapilan
caligmalar ile paralellik gostermektedir.

Micromonospora cinsi aktinomiset grubu igerisinde biyoteknolojik agidan
sekonder metabolit ve enzim {iretebilme yeteneklerinden dolayr onemli bir yere
sahiptirler. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda farkli Micromonospora sp. iiyelerinin
antimikrobiyal aktivite ve enzim aktiviteleri bildirilmistir (Ichiwaki, vd., 2017; Thawai,
vd., 2018; Talukdar, vd., 2016). Bir¢ok farkli caligmada sedimentten izole edilen

Micromonospora sp. iyeleri bildirilmistir (Veysioglu, vd., 2016; Phongsopitanun, vd.,
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2016; Jia, vd., 2016; Veysioglu, vd., 2017). 2018 yilinda Thawai ve arkadaslari
tarafindan elde edilen ve M. humi ile yakindan iliskili oldugu belirlenen izolatlarin gram
pozitif B. subtilis ve S. aureus patojenlerine karsi inhibisyon zonu olusturdugu
belirlenmistir. Diger bir ¢calismada ise Micromonospora sp. ile iligkili bir izolatin C.
albicans ve S. aureus iizerinde antimikrobiyal ekti gosterdigi rapor edilmistir (Ichiwaki,
vd., 2017). 14 adet Micromonospora sp. izolatinin gram negatif organizmalardan ziyade
gram pozitif, maya ve funguslar iizerine etki gosterdigi ve bu sonuglarin literatiir ile
uyumlu oldugu goriilmektedir.

Saccharomonospora sp. lyelerinin sedimentten izole edildiklerine iligkin
literatliirde 6nemli sayida arastirma mevcuttur (Tseng, vd., 2018; Li, vd., 2016; Zhang,
vd., 2014). 2010 yilinda yapilan bir calismada Saccharomonospora sp. ile
iligkilendirilmis 2 izolatin gram pozitif (B. subtilis, S. aureus), maya (S. cerevisiae) ve
funguslara (F. oxysporium) karsi antimikrobiyal etki gostermezken gram negatif olan A.
tumefaciens, K. pneumoniae ve P. syringae patojenlerine karsi antimikrobiyal etki
gosterdigi bildirilmistir (Boudjelal, vd., 2010). Ancak nehir sedimentinden elde edilen
S1S41 ve S1S21 kodlu Saccharomonospora izolatlarinin test edilen herhangi bir
patojene karsi inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmiistiir. Benzer c¢aligmalarla
kiyaslandiginda elde edilen izolatlarin s6z konusu ¢alismalarda elde edilenlerden farkli
ozellikler gosterdigi anlagilmaktadir.

Brevibacillus sp. liyeleri bilinen antimikrobiyal ajanlardan bazilarinin {reticisi
olan organizmalardir. Bazi Brevibacillus sp. suslar1 ise probiyotik olarak
kullanilmaktadir. Farkli ¢alismalarda yeni tiir olarak Brevibacillus cinsine ait olan
organizmalarin sedimentten de izole edildigi bildirilmistir (Xian, vd., 2016; Choi, vd.,
2010). Brevibacillus sp. tuyeleri biyoaktif sekonder metabolit olan antimikrobiyal,
antifungal ve cesitli metabolitleri liretmektedir. 2015 yilinda Jianmei ve arkadaslarinin
yaptiklar1 calismada B. brevis FJAT-0809-GLX susu F. oxysporium, F. moniliforme, F.
solani, E. coli, Salmonella sp., Aspergilus niger gibi farkli patojenlere karsi
antimikrobiyal teste tabi tutulmus ve Fusarium sp. liyeleri basta olmak iizere biitiin test
patojenlerine kars1 inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. 2016 yilinda Yang ve
arkadaslarinin  yaptiklar1 ¢alismada Brevibacillus laterosporus'tan elde edilen
brevibacilin sekonder metaboliti, gram pozitif (B. subtilis, S. aureus, B. cereus gibi) ve

gram negatif (E.coli, P. aeroginosa, S. enterica gibi) patojenlere karsi vancomisin ve
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nisinle beraber antimikrobiyal teste tabi tutulmustur. Sonuglar brevibacilin test
patojenlerinin her birine karsi antimikrobiyal etki gostermesine ragmen yogun olarak
gram negatif patojenler lizerinde daha etkili oldugunu gdstermistir. Yaptigimiz
calismada Brevibacillus cinsi ile iligkili 3 izolatta gram negatif, maya ve fungus
patojenleri {istiinde daha etkili olmustur. En yiiksek inhibisyon zonunu Fusarium sp. ye
kars1 vermis en diisiik inhibisyon zonunu ise gram pozitif olan B. subtilis ve S. aureus'a
kars1 gostermistir. Diger yapilan antimikrobiyal test ¢alismalariyla karsilastirildiginda
calismamizdan elde edilen sonuglarin literatiirdeki sonuglarla ile uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Farkli lokalitelerden izole edilebilen Paenibacillus cinsi iiyeleri, insan, hayvan,
bitki ve dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Cogu Paenibacillus tiri bitki
gelisiminde, azot fiksasyonunda, fosfat ¢oziindiirmede, indol 3 asetik asit {iretiminde,
siderofor iiretiminde ve demir kazaniminda onemli rol oynar. Bitkilerle beslenen
boceklere ve bakteri, fungus, nematod ve virlisler gibi bitki patojenlerine karsi koruma
saglar. Dogada her yerde mevcut bulunan bu cins iiyelerinin sedimentten de izole
edildikleri farkli ¢caligmalarda bildirilmistir (Nahar ve Cha, 2018; Kim ve Cha, 2018;
Huang, vd., 2015). Yapilan bir ¢calismada farkli Paenibacillus tiirlerinin antimikrobiyal
calismas: bakteri (16 farkli), maya (6 farkli)) ve funguslara (14 farkli) karsi test
edilmistir. Test edilen Paenibacillus liyelerinin gogu gram pozitif bakteri (S. aureus) ve
gram negatif (E. coli), maya ( C. albicans) ve fungus (A. niger ve F. solani) patojen
organizmalara kars1 yiiksek derecede inhibisyon zonu olusturmustur. Baz1 Paenibacillus
tiyeleri ise bircok test patojenine karsi etkisiz kalmistir (Lorentz, vd., 2006).
Calismamizda 2 adet Paenibacillus sp. ile iliskili izolat elde edilmistir ve bu izolatlarin
patojenlere karsi en yiiksek zon c¢ap1 olusturma kabiliyeti gosterdigi belirlenmistir.
Farkli ¢aligmalara da bakildiginda s6z konusu izolatlarin yiiksek derecede zon ¢ap1
verme kabiliyetleri dogrultusunda bizim ¢alismamizda paralellik gostermesine ragmen
Fusarium sp. ve A. parasiticus funguslarina karsi inhibisyon zonu olusturmamasi
acisindan farklilik gosterdigi goriilmektedir. .

Calismamizda 22 izolattan 1 adet Microvirga sp. ile iliskili S1S32 kodlu izolat
elde edilmistir. Microvirga cins iyeleri spor form olusturmayan organizmalardir.
Microvirga izolasyonuna yonelik bir caligma olmamasina ragmen, bu izolatin izolasyon

calismalar1 sonucunda elde edilme nedeninin Sakarya nehir sedimentlerinden alinan
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orneklerin laboratuvar ortaminda kuru 1s1, % 1,5 fenol gibi 6n muameleye maruz
kalmadan hemen isleme alinmasindan dolayr oldugunu diistiniilmektedir. Bu cinse ait
herhangi bir antimikrobiyal calisma mevcut degildir. Yaptigimiz ¢alismada S1S32
kodlu izolatin 8 patejenden higbirine karst zon olusturmadigi goriilmiistiir. Ayrica
literatiir verilerine gore 16 adet tiire sahip Microvirga cinsinin toprak, hava, yeralt1 sicak
suyu, kok nodiilii, endiistriyel atik toprak, ¢ol topragi gibi ortamlardan izole edildigi
bildirilmesi ragmen herhangi bir nehir, tatli su veya sedimentten izole edildigine dair
bilgi mevcut degildir. Bu izolatin yiiksek niikleotit farklilifina sahip olmasi ve
literatiirde sedimentten izole edilmis bir tiirlin olmayis1 umut vaadedicidir. Yakin
zamanda Microvirga sp. S1S32 izolatinin polifazik taksonomik ¢alismalarinin yapilarak

literatiire kazandirilmas1 amac¢lanmaktadir.
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6. SONUC

Bu tez caligmasinda ekstrem bir ortam olan nehir sedimenti tercih edilmis ve
Aktinomiset ¢esitliligini belirleyebilmek amaciyla da selektif izolasyon yontemleri ile
birlikte selektif ortamlar kullanilmistir. Izolatlarmn elde edildigi ortamlar incelendiginde
17 1izolatin SM3 ortamindan elde edildigi goriilmektedir. Ayrica Aktinomiset
izolatlarinin da agirlikli olarak bu ortamdan elde edildigi belirlenmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde SM3 ortaminin tatli su sediment izolasyonunda seg¢ici ortam
sagladigi anlagilmaktadir. Besiyerinin selektif izolasyona katkisinin oldugu calismalar
literatiirde bulunmaktadir. Izolasyon calismalarindan elde edilen izolatlarin molekiiler
tanimlamasinda 16S rRNA dizi analizleri kullanilmigtir. 16S rRNA analizleri,
mikroorganizmalar arasinda ki akrabalik iligkilerini ve olas1 yeni tiirleri belirleyebilmek
amaciyla rutin olarak kullanilmaktadir. 16S rRNA gen bdlgesinin kullanimi ile ilgili
bazi yetersizliklerin olmasi ile birlikte bu gen bolgesinde bulunan korunmus bdélgelerin
varlig1 ve oldukca genis bir veri bankasina sahip olmasi nedeniyle yontem giincelligini
korumaktadir.

Elde edilen izolatlarin dizileme ¢alismalar1 sonucunda 6 farkli cinse mensup
olduklar1 belirlenmistir. Toplam 22 izolatin filogenetik hatt1 Neighbour Joining (Saitou
ve Nei, 1987), algoritmasit ve Jukes-Cantor evrimsel uzaklik matriksi kullanilarak
belirlenmistir. Aktinomycetales takimi iginde, Cellulomonas, Micromonospora ve
Saccharomonospora cins lyelerine mensup 16 1zolatin filogenetik iligkileri
belirlenmistir. Bacilli ailesinin iiyesi olan ve Brevibacillus ile Paenibacillus cinslerine
ait 4 izolat ve Methylobacteriaceae ailesine ait olan Microvirga cins iiyesi bir izolat elde
edilmistir. Bu izolatlardan yiliksek niikleotit farkliliklarina sahip olanlar ile dizileme
analizleri tam olarak gergeklestirilemeyenlerin analizleri tekrarlanmistir. Elde edilen
sonuglardan S1S32 Microvirga sp. (23 nt farkliligl), S2S24 Cellumonas sp. (19 nt
farklilig1), S1141 Brevibacillus sp. (8 nt farkliligi), S1S22 Paenibacillus sp. (6 nt
farklilig1), S2S21 Saccharomonospora sp. (17 nt farkliligl) ile S1S33 ve S1G21
Micromonospora sp. (13-15 nt farkliligi) izolatlarinin olast yeni tiir oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 6.1., 16S rRNA dizi analizlerine gore olas1 yeni tiir olan izolatlar

Izolatin kodu Benzerlik oram % Niikleotit farklihgi  Filogenetik iliskisi

S1S32 98.33 23 nt (1380 bg) Microvirga soli

S2S24 98.63 19 nt (1386 bg) Cellumonas aerilata

S1141 99.4 8 nt (1339 bg) Brevibacillus agri

S1S22 99.58 6 nt (1417 bg) Paenibacillus
dentritiformis

S2S821 98.81 17 nt (1424 bg) Saccharomonospora
azurea

S1S33 99.06 13 nt (1383 bg) Micromonospora
spongicola

S1G21 98.94 15 nt (1419 bg) Micromonospora
ureilytica

Ozellikle yiiksek niikleotit farkliliklarina sahip olan izolatlarin yeni birer tiir
olarak tanimlanabilmesi i¢cin DNA-DNA homoloji ¢alismalarinin veya Tiim Genom
Analizlerinin yapilarak yeni bir tiir oldugunu kesinlestirdikten sonra niimerik,
kemotaksonomik ve molekiiler analizlerinin tamamlanmasi amacglanmaktadir. Bu
analizlerin tamamlanmas1 ile literatiire yeni tiirler kazandirilmasi ve gereken
finansmanin olusturulacak yeni bir proje ile saglanmasi hedeflenmektedir. Ayrica
antibakteriyal ve antifungal aktivite yoOniinden de etkin olan izolatlarin farkli
biyoteknolojik ¢aligmalarda kullanilarak yeni ¢alismalar ve projelere zemin olusturmasi
amaclanmaktadir.

Tez caliymamizin sonuclarindan 1 adet uluslararas1 soézlii bildiri (Ozdemir
Kog¢ak, F., Cigdem, U., Kaygusuz, O., Darcan, C., Sahin, N. 2018. Molecular
Characterization of Micromonospora Strains Isolated from Sakarya River Sediment. IV.
International Conference on Engineering and Natural Sciences. Sozliit Sunumu. S.90.
May 2 to 6, 2018 in Kyiv, Ukraine), 1 adet uluslararasi poster bildiri (Ozdemir
Kocak, F., Cigdem, U., Darcan, C., Sahin, N. 2018. Molecular Characterization of
Microvirga Strain Isolated from Sakarya River Sediment. International Conference on
Engineering Technology and Applied Sciences. Poster Sunumu. July 17-21, 2018,

Skopje, Macedoina) literatiire kazandirilmistir.
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EK-1: Besiyeri Ortamlar: ve Hazirlanisi

SM3 Agar (Gauze’s medium 2)

Glukoz 10¢g
Pepton 5¢g
Tripton 3¢g
NaCl 5¢g
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: Igerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek
manyetik karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme
durumlarina gore 1siticilt manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH
degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye
tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi. Ardindan cam
siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda plastik petri kaplarina
dokiildii.

Starch Casein Agar

Kazein 03¢g
KNO3 2g
NaCl 2¢g
MgS04.7H20 0.05¢g
CaCO3 0.02 ¢
FeSO4.7H20 0.0l g
Coziinebilir nigasta 10 g
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7.0+£0.2

Ortanmin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek
manyetik karistiric1 ile ¢ozdiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢oziinme
durumlarina gore 1siticilt manyetik karistirici kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCI ile pH
degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye

tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi. Ardindan cam
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sigseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda plastik petri kaplarina
dokiildii.
ISP 2 (Yeast Malt Ekstrakt agar)

Yeast Ekstrakt 4g

Malt Ekstrakt 10 g
Dektroz 4g
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 72+0.2

Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek
manyetik karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme
durumlarina gore 1siticilt manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH
degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye
tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi. Ardindan cam
siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda plastik petri kaplarina
dokiildii.

Tripton Yeast Glukoz Ekstrakt Agar

Tripton 3g
Maya 6ziitii S5¢g
Glukoz 5¢g
Agar 20g
Distile su 1000 ml
pH 7

Ortamun Hazirlamigi: igerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek
manyetik karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme
durumlarina gore 1siticilt manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH
degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye
tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi. Ardindan cam
siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda plastik petri kaplarina
dokiildii.
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Glukoz Yeast Malt Ekstrakt Agar

Glukoz 4¢g
Yeast Ekstrakt 4g
Malt Ekstrakt 10 g
CaCO3 2g
Agar 12 g
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek
manyetik karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme
durumlarina gore 1siticilt manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH
degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye
tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi. Ardindan cam
sigseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda plastik petri kaplarina
dokiildii.

Bennet's Agar

Beef Ekstrakt lg
Glukoz 10 g
Yeast Ekstrakt lg

N-Z amine agar 2g
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortanmin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek
manyetik karistiric1 ile ¢ozdiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢oziinme
durumlarina gore 1siticilt manyetik karistiricr kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH
degeri ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye
tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi. Ardindan cam
siseler 60 °C'ye kadar su banyosunda sogutularak steril ortamda plastik petri kaplarina

dokiildii.
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SM3 Broth
Glukoz 10¢g
Pepton S5¢g
Tripton 3g
NaCl S5¢g
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek
manyetik karistirici ile ¢ozdiiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢éziinme
durumlarina gore 1siticilt manyetik karistirict kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCI ile pH
degeri ayarlandiktan sonra distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Hazirlanan
besiyeri meziir yardimiyla icerisinde cam boncuklar bulunan 50 ml'lik erlenlere 30 ml
olacak sekilde bdliistiiriiliip agizlar1 pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatildi. Daha
sonra 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi.

Glukoz Yeast Malt Ekstrakt Broth

Glukoz 4¢
Yeast Ekstrakt 4g
Malt Ekstrakt 10¢g
CaCOs3 2g
Distile su 1000 ml
pH 7.2

Ortamin Hazirlamisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
otoklavlanabilir cam siselere aktarildi ve iizerine bir miktar distile su eklenerek
manyetik karistiric1 ile ¢ozdiriildii. Besiyerini olusturan bilesenlerin sudaki ¢oziinme
durumlarina gore 1siticilt manyetik karistirici kullanildi. 0,1 M NaOH veya HCI ile pH
degeri ayarlandiktan sonra distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Hazirlanan
besiyeri meziir yardimiyla icerisinde cam boncuklar bulunan 50 ml'lik erlenlere 30 ml
olacak sekilde boliistiiriiliip agizlar1 pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatildi. Daha
sonra 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi.
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EK-2: Cozeltilerin icerikleri ve Hazirlamsi
Mikroorganizmalarin izolasyonunda ve Stoklanmasinda Kullanilan Cozeltiler

Ringer Soliisyonu

Ringer 1 tablet
Distile Su 500 ml

Ortamin Hazirlanisi: 500 ml saf su icerisinde ¢ozdiiriilen ringer tablet otoklavlanabilir
agz1 kapakli cam tiiplere aktarilarak 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlandi.
% 30'lik Gliserol Stok Cozeltisi (Wellington ve Williams, 1978)

Gliserol (Sigma) 30 ml
Distile Su 70 ml

Ortamin Hazirlanisi: Bir beher igerisinde 70 ml saf su ve 30 ml gliserol karsitirlir.
Dada sonra 1,5 ml'lik agz1 vidalh kapakli otoklavlanabilir cryo tiiplere 1 ml olacak
sekilde paylastirilip 121 °C 1 ATM basingta 20 dk otoklavlanir.

Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

Lizozim (50 mg/ml)

Lizozim (Sigma) 500 mg
TE Tamponu (10 mM Tris, | mM EDTA, pH 8) | 10 ml

Ortamin Hazirlanigi: 500 mg lizozim 10 ml TE tampon igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
1,5 ml'lik steril tiiplere 1'er ml boliinerek -20 °C 'de kullanim zamanina kadar saklandx.

Tris (1M, pH:8)

Tris (Merk) 121,1 g
DDH,0 (Double distile saf su) | 1000 ml

Ortamin Hazirlanigi: 800 ml saf su igerisine 121,1 g tris ilave edilir ve manyetik
karistirict iizerinde 50 °C'de berraklasincaya kadar ¢oziilerek oda sicakliginda sogumaya
birakilir. pH 8'de 1 M Tris elde etmek i¢in soliisyon igerisine 42 ml % 38'lik HCI ilave
edilir. Son hacim saf su ile 1000 ml'ye tamamlanir. 100 ml“lik agz1 kapakli cam siselere

boliinerek 121 °C'de 20 dk otoklavda steril edilir ve oda sicakliginda saklanir.
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EDTA ( 0,5M, pH:8)

EDTA (Chem Cruz) 186,1 g
DDH,0 (Double distile saf su) | 1000 ml

Ortamin Hazirlanigi: 800 ml saf su igerisine 186,1 g EDTA ve yaklasik 20 g NaOH
pelleti ilave edilerek manyetik karistirict lizerinde berraklagincaya kadar ¢ozdiiriiliir.
Son hacim saf su ile 1000 ml“ye tamamlanir. 100 ml“lik agz1 kapakli cam siselere

boliinerek 121°C'de 20 dk otoklavda steril edilir ve oda sicakliginda saklanir.

TE Tamponu
0.5M EDTA, pH 8 2 ml
IM Tris, pH 8 10 ml
DDH,;0 (Double distile saf su) | 1000 ml

Ortamin Hazirlanigi: Tampon 1000 ml'ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapilir.
100 ml'lik agz1 kapakli cam siselere boliinerek 121°C'de 20 dk otoklavda steril edilir ve

oda sicakliginda saklanir.

TBE (Tris Borik Asit EDTA 10X, pH:8)

Tris (Merk) 121,1 g
Borik asit (Merk) 61,83 g
EDTA (susuz) 584 ¢

DDH,0 (Double distile saf su) | 1000 ml

Ortamin Hazirlanigi: Soliisyon icerikleri hassas terazi ile tartilir ve 1000 ml'lik beher
ierisine konulur. Igerisine 500 ml saf su ilave edilerek soliisyon manyetik karistirict
tizerinde berraklagincaya kadar tutulur. Son hacim 1000 ml'ye tamamlanip, % 33'lik
HCl (Merck) kullanilarak pH 8'e ayarlanir ve +4°C'de saklanir. Presipitat olustugu
takdirde kullanilmamalidir.

1X TBE (pH: 8)

10xTBE tamponu 50 ml
DDH,0 (Double distile saf su) | 450 ml
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Ortamin Hazirlanisi: Soliisyon igerikleri meziirle ol¢iiliip, agz1 kapakli 500 ml'lik cam
sise i¢ine konularak oda sicakliginda tutuldu.

Brom Fenol Mavisi

Brom fenol mavisi (AppliChem) 40 mg
Gliserol (Sigma) 5 ml

0.5 M EDTA 1,5 ml
DDH,0 (Double distile saf su) 3,5ml

Ortamin Hazirlanigi: Toplam hacim 10 ml hazirlandiktan sonra eppendorf tiiplere 500
ul seklinde dagitilip, +4°C'de saklandi.
Agaroz Jel Hazirlamsi (%1'lik)

Agaroz (Sigma) lg
1X TBE Tamponu 100 ml

Ortamin Hazirlanisi: 1 g agaroz 100 ml 1X TBE tamponu bulunan 250 ml'lik erlene
ilave edilir. Mikrodalgada 300-450 °C'de 3-6 dk eritilir ve homojenizasyon saglanir.
Sicaklik yaklasik 60 °C olunca igerisine 4 ul etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edilir.
Erlen igerisindeki ¢ozeltinin hava kabarcigi olusmayacak sekilde hafifce helezonik bir
bicimde kendi ekseni etrafinda dondiiriilerek karigmasi saglanir. Elektroforez tablasi
caligma alani lizerinde zemini diiz olan bir yere birakilir. Hemen sonra tablaya hava
kabarcig1 olusmayacak sekilde erlen icerisindeki eriyik jel dokiiliir. Taraklar dikkatli bir
sekilde yerlestirilir. Katilastiktan sonra taraklar c¢ikarilir ve icinde 1X TBE, pH 8
tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilir.

Nalidiksik Asit (10png/ml)

Nalidiksik asit 04¢g
Distile Su 100 ml

Ortamin Hazirlanisi: Nalidiksik asit antibiyotigi hassas terazide tartildiktan sonra cam
behere konularak {izerine bir miktar distile su eklenir. Manyetik karistiricida ¢oziinmesi
saglanir. Coziinme isleminde SM NaOH c¢ozeltisinden 20-30 pl eklenir. Nalidiksik asit
tamamen ¢oziindiikten sonra 100 ml'ye distile su ile tamamlanir. Daha sonra dnceden

otoklavlanmis ve pastor firininda kurutulmus steril otoklavlanabilir cam sise icerisine
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steril kabinet ortaminda 0,22/0,45 pm'lik filtre ile siiziilerek aktarilir. Cam sisenin daha

sonra dig tarafi aliminyum folyo ile sarilarak buzdolabina kaldirilir.

Rifampisin (0,5pg/ml)
Rifampisin 0,02 ¢g
Distile Su 100 ml

Ortamin Hazirlanisi: Rifampisin antibiyotigi hassas terazide tartildiktan sonra cam
behere konularak iizerine bir miktar distile su eklenir. Manyetik karigtiricida ¢éziinmesi
saglanir. Rifampisin tamamen ¢ozlindiikten sonra 100 ml'ye distile su ile tamamlanir.
Daha sonra dnceden otoklavlanmis ve pastor firininda kurutulmus steril otoklavlanabilir
cam sise icerisine steril kabinet ortaminda 0,22/0,45 pm'lik filtre ile siiziilerek aktarilir.
Cam sisenin daha sonra dis tarafi aliminyum folyo ile sarilarak buzdolabina kaldirilir.

Siklohekzimid (50 pg/ml)

Siklohekzimid 2g
Saf Etanol 100 ml

Ortamin Hazirlanisi: Siklohekzimid antibiyotigi hassas terazide tartildiktan sonra cam
behere konularak {izerine bir miktar saf etanol eklenir. Manyetik karistiricida ¢éziinmesi
saglanir. Siklohekzimid tamamen ¢ozilindiikten sonra 100 ml'ye saf etanol ile
tamamlanir. Daha sonra 6nceden otoklavlanmis ve pastor firminda kurutulmus steril
otoklavlanabilir cam sise igerisine steril kabinet ortaminda 0,22/0,45 pm'lik filtre ile
stiziilerek aktarilir. Cam sisenin daha sonra dis tarafi aliminyum folyo ile sarilarak

buzdolabina kaldirilir.
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EK-3: izole Edilen Baz1 Mikroorganizmalarin Petri Goriintiileri
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EK-4: Test izolatlarina Ait Baz1 Antibakteriyel Aktivite Sonuclar1
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