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Bu c¢alismada Corum iline bagl Kargi (Egindnii), Abdullah ve Osmancik-Baspinar Karaca yaylalarindan alinan
toprak orneklerinden izole edilen aktinomiset suslarinin 16S rRNA gen bolgesi analizlerine gore aktinomiset
cesitliliginin saptanmasi amaglandi. Diliisyon plak tekniginin uygulandig1 izolasyon ¢aligmasinda 5 farkl: secici
besiyeri kullanildi. izolatlarm bes farkli kiiltiir ortaminda kiiltiirel karakterizasyonlar1 yapildi. Test izolatlariin
16S rRNA gen bolgesinin PZR amplifikasyonu 27F ve 1525R primerleri ile gerceklestirildi. Filogenetik agaglar,
MEGA 7.0 yazilim programinda neighbor-joining algoritmasiyla olusturuldu. 5 farkli izolasyon besiyerinden
toplam 15 mikroorganizma se¢ildi ve 16S rRNA gen dizi analizine gore 15 izolatin, altis1 Nocardia cinsi tiyesi,
besi Streptomyces cinsi iiyesi, biri Haloactinopolyspora cinsi iiyesi, biri Micromonospora cinsi iyesi, biri
Nocardiopsis cinsi iiyesi ve birinin de Rhodococcus cinsi iiyesi oldugu tespit edildi.
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Actinomycetes Diversity of Plateau Soils Near Kargi and
Osmancik

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the diversity of actinomycetes according to 16S rRNA analysis of
actinomycete isolates obtained from soil samples taken from Kargi (Eginonii), Abdullah and Osmancik-Bagpinar
Karaca plateaus in Corum Province. The isolates obtained were isolated using a dilution plate technique on 5
different selective media. Cultural characterizations of the isolates were carried out in five different culture media.
PCR amplification belonging to 16S rRNA gene region of the isolates was realized out with primers of 27F and
1525R. Phylogenetic trees were formed with the neighbor-joining algorithm in MEGA 7.0 software. A total of 15
microorganisms were selected from 5 different isolation media and according to 16S rRNA gene sequence analysis
of 15 isolates, six Nocardia isolates, five Streptomyces isolates, one Haloactinopolyspora isolate, one
Micromonospora isolate, one Nocardiopsis isolate and one Rhodococcus isolate were determined.
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I.GIRIS

Aktinomisetler, Actinobacteria filumu ve Actinomycetales ordosuna ait olan filament6éz bakterilerdir.
Aktinomisetler, 6zellikle antibiyotik bilesikler agisindan ¢ok sayida biyoaktif molekiil liretme kabiliyetleri
nedeniyle tibbi ve biyoteknoloji endiistrilerindeki en paha bigilmez prokaryotlar olarak kabul edilmektedir.
Aktinomisetler igerisinde Streptomyces cinsinin antibiyotiklerin % 60'min tretiminden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir [1-3].

Aktinomisete olan ilgi, temel olarak bazi vitaminler ve enzimlerle birlikte antibiyotik olusturma
yeteneklerine bagli olarak artmaktadir. 1940 yilinda aktinomisin’in kesfi ile baslayan ve devaminda aktinomisetler
tarafindan sentezlenen antibiyotiklere karg1 mitkemmel bir ilgi ortaya ¢ikmugtir [4]. Streptotirisin, streptomisin,
kloramfenikol, tetrasiklinler, eritromisinler, neomisin, novobiosin, oleandomisin, nistatin gibi ¢ok sayida
antibiyotigin kesfi gergeklestirilmistir. Antibiyotiklerin kesfi ile ilgili bu egilim yirmi birinci yilizyilda bile
daptomisin, epirubisin, karbapenem analoglari, thienamisin gibi yeni antibiyotiklerin eklenmesiyle devam
etmektedir [5].

Actinobacteria’lar genomlarinda yliksek G+C igerigine sahip gram-pozitif filament6z bakterilerdir.
Actinobacteria’larin ¢ogunlugu hem karasal hem de akuatik ekosistemlerde genis oranda dagilim gosteren serbest
yasayan organizmalardir [6].

Topraktan elde edilen en iyi bilinen aktinomisetler, Streptomyces cinsine ait tiirlerdir. Bunun yani sira
Nocardia, Microbispora, Micromonospora, Actinomyces, Actinoplanes and Streptosporangium cinslerine ait
tirlerde topraktan izole edilmislerdir [7].

Cin’de Tibet platosu iizerindeki Qinghai yaylasinda yer alan toprak 6rneginden seliilozu pargalama
zelligi olan aktinomisetler ile ilgili bir ¢alisma gergeklestirilmistir [8]. Farkli bir ¢calismada, i¢ Mogolistan’daki
bir yayladan elde edilen topraklarda fungus ve aktinomiset c¢esitliligi arasgtinlmistir [9]. Orta Afrika
Cumbhuriyetindeki Bangui yaylasindan yeni bir aktinomiset olan Kibdelosporangium banguiense elde edilerek
tanmimlanmistir [10]. Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada ise Dogu Karadeniz Bolgesinden alinan farkli yayla
topraklarindan farkli aktinomisetlerin izolasyonu ve filogenetik analizi ger¢eklestirilmistir [11].

Bu calismanin amaci, Tiirkiye’deki Kargi (Eginonii), Abdullah ve Osmancik-Bagpmar Karaca
yaylalarindan alman toprak orneklerinden aktinomiset izolasyonunun gergeklestirilmesi, izole edilen
aktinomisetlerin 16S rRNA sekans analizi yapilarak ait oldugu cinslerin belirlenmesi ve bdylece aktinomiset
gesitliliginin belirlenmesidir.

I1.MATERYAL VE METOT
A. Toprak Orneklerinin Toplanmast ve Saklanmast

Kargi (Eginonii), Abdullah ve Osmancik Baspinar-Karaca yaylalarindan toprak ornekleri alindi. Bu
ornekler laboratuvara getirilerek izolasyonun yapilacagi tarihe kadar +4°C’ de saklandi.

B. Aktinomiset Izolasyonu

Aktinomisetlerin izolasyonu i¢in diliisyon plak teknigi kullanilmistir. Toprak orneklerinden 1 gr tartilip
icerisine cam boncuklar yerlestirilen 9 ml steril Ringer ¢6zeltisi bulunan sigelere konuldu. Bu sekilde her bir toprak
ornegi igin hazirlanan 107lik soliisyonlar toprak kolloidlerine tutunmus olan aktinomisetlerin sporlarini ve
misellerini kolloidlerden ayirmak igin 45 dakika siire ile hafifce ¢alkalandi. Daha sonra bu 107 diliisyonlar vejetatif
formlarinin neden olabilecegi kontaminasyonlari azaltmak amactyla 55°C’ye ayarlanmis su banyosunda 30 dakika
bekletildi ve her bir toprak érneginin 107 diliisyonlar1, vorteks karistirici ile karistirilarak homojen hale getirildi.
Otomatik pipet ile aseptik sartlarda 1 ml alinarak igerisinde 9 ml steril ringer ¢ozeltisi bulunan cam tiiplere
konularak bu sekilde 10-?’lik toprak ve sediment diliisyonlar elde edildi. 10" ve 10"’lik diliisyonlarin her birinden
otomatik pipetile 0.1 ml toprak ve sediment soliisyonlar alinip, secici izolasyon plaklarinin yiizeylerine konularak
steril 6zeyle yayma plak yontemi ile inokiile edildi (Tablo 1). Her bir diliisyon i¢in 3 plak hazirland: ve 28°C’ de
21-30 giin siireyle inkiibasyona birakildi.
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Tablo 1. Kullanilan segici besiyerlerin listesi

No Besiyeri Antibiotik Referanslar

Sikloheksimid (50 pg/ml)

1 Humik Asit-Vitamin Agar Nalidiksik asit (10 pg/ml) [12]
2 Nisasta Kazein Agar Eﬁﬁ;ﬁ;ﬁ?ﬁ;&ﬁg/ml) [13]
3 Modifiye Bennett’s Agar liii];;ﬁl;il;siilnzisdu‘(;/gl{;g/ml) [14]
4 NZ-Amin Agar Sikloheksimid (50 pg/ml) [15]
5 Gliserol Asparajin Agar-ISP 5 Sikloheksimid (50 pg/ml) [16]

Nalidiksik asit (10 pug/ml)

C. Izolatlarin Segimi, Saflastirilmast ve Stoklanmast

Segici besiyerlerinde 21-30 giin inkiibasyona birakilan izolasyon plaklarindan aktinomiset suslari koloni
morfolojileri dikkate alinarak segildi. Segilen suglar sikloheksimid (50 pg/ml) ilaveli arpa-maya ekstraklart (ISP2)
[16] ylizeyine tek koloni dilgmesi igin ¢izgi ekim yontemiyle inokiile edilerek 28°C’de 20 giin inkiibasyona
birakildi. Koloni morfolojisi dikkate alinarak segilen izolatlar numaralandirilip saf kiiltiirleri yapilarak % 25
gliserol igeren otoklavlanmis vidali kapakli tiiplere steril kiirdan yardimiyla transfer edilerek -80°C’de stoklandi.

D. Izolatlarn Kiiltiirel Ozellikleri

izolatlarmn International Streptomyces Project (ISP 2-6)[16] besi ortamlarindaki gelisimleri 28 °C
sicaklikta 10 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda degerlendirildi. izolatlarin besi ortamlarinda, gelisim, spor rengi,
hava misel rengi ve ¢oziiniir pigment rengi gibi 6zellikleri Kelly (1964) [17] tarafindan 6nerilen ISCC-NBS renk
katalogu kullanilarak belirlendi.

E. Genomik DNA Izolasyonu

16S rRNA geni ile ilgili PZR galismalari i¢in test organizmalarinin bazilarinin genomik DNA’lar1 Pitcher
vd., [18] tarafindan tamimlanan "Guanidin thiosiyanat DNA izolasyon" metoduna ve bazilarmin ise Purelink
Invitrogen genomik DNA izolasyon kitine gore yapildi.

F. 16S rRNA Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Her PZR karisgimi (50 pl), primerleri (20 pM), Taq polimeraz tamponunu (HotStarTaq®) ve
deoksiniikleosid trifosfat karisimini (Promega) (25 pM) icermektedir. Cozeltiye Taq polimeraz (2.5 U,
HotStarTaq®) ve kromozomal DNA (50-300 ng) ilave edildi. 16S rRNA genleri, spesifik primerler 27F ve 1525R
ile amplifiye edildi. DNA termal cycler PZR amplifikasyonu igin kullanildi. PZR kosullar1 95 ° C'de (5 dk) ilk
denatiirasyon basamagi 1 dongii, 95 ° C'de (1 dk) denatiirasyon, 55 °C (2 dk) baglanma ve 72 ° C'de (3 dk) uzama
basamagi 35 dongii olacak sekilde ve 72 © C'de son bir uzama basamagindan olugmaktadir (10 dakika). Daha
sonra PZR firlinleri, % 1,5 agaroz (Merck) jel igerisinde elektroforez kullanilarak yiiriitiildii ve Gene Genius
Bioimaging goriintiileme sistemi ile goriintiilendi.

G. 16S rRNA Geni Dizi Analizi ve Filogenetik Dendogramin Olusturulmasi

16S rRNA gen bolgesi PZR amplifikasyonlar1 gergeklestirilen drnekler QIAquick PZR Piirifikasyon Kiti
ile saflastirildiktan sonra 5 primer ile dizi analizi yapildi (Tablo 2). izolatlarm 16S rRNA gen bdlgesi sekans analizi
tamamlandiktan sonra elde edilen dizi verisi ChromasPro 1.7.5 programi ile birlestirildi ve Eztaxon Server
(http://ezbiocloud.net) [19] kullanilarak, uluslararasi veri tabanlarindaki en yakin akraba tiirlerin dizi verileri ile
karsilastirildi ve % benzerlikleri belirlendi. Filogenetik analizler igin MEGA 7.0 programi, hizalama igin ayni
programin CLUSTAL W [20] se¢enegi kullanildi. Filogenetik dendogramlarin ¢izilmesinde Neighbour-Joining
[21] metodu ve Jukes-Cantor filogenetik uzaklik matriksi kullanildi [22]. Olusturulan filogenetik agaglarin
bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak yapildi [23]
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Tablo 2. 16S rRNA dizileme i¢in kullanilan oligoniikleotid primerler

Primer Kodu Niikleotid Dizileri (5°-3”) Uzunluk Referanslar
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 20 [24]
518F CCAGCAGCCGCGGTAAT 17 [25]
800R TACCAGGGTATCTAATCC 18 [26]
MG5F AAACTCAAAGGAATTGACGG 20 [26]
MG6F GACGTCAAGTCATCATGCC 19 [26]
Lane [24]: M = A:S.
I11.BULGULAR

A. Aktinomiset Izolasyonu, Saflastirilmast ve Stoklanmast

Izolasyon islemi 5 farkli secici izolasyon besiyeri kullamlarak gergeklestirildi. Izolasyon igin hazirlanan
petriler 28 °C’de 21-30 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Nisasta Kazein Agar izolasyon petri goriintiisii Sekil
1’de gosterildi. Saflastirilan 15 izolat, % 25°1ik gliserol igeren vidal kapakli tiiplere aktarilarak -80 °C’de stokland1

(Tablo 3).

Sekil 1. Abdullah yaylasi toprak rneginin izolasyonu

Tablo 3. Test izolatlarinin kaynagi

Laboratuvar No

izolatlarin Kaynag

GALAY, H2AY, GA2AY, SC1AY, NZ1AY, B1AY
GAZ2KY, NZ1KY, SC1KY, H1KY, B2KY
B2BY, H1BY, SC1BY, NZ2BY

Abdullah Yaylast
Kargi (Eginonii) Yaylasi

Baspinar-Karaca Yaylasi

Lzolatlarin kodlart belirlenirken bagstaki harfler besiyerinin ilk harflerini ifade etmektedir. Hemen

ardindan gelen rakam ise kaginci izolat oldugunu gostermektedir. Son iki harf ise drnegin alindig
lokasyonun adidir (Orn:GA14Y-GA: Gliserol Asparajin Agar-ISP 5, 1. Izolat, AY: Abdullah Yaylast).

B. ILzolatlarn Kiiltiirel Ozellikleri

Hava miselyumlar1 genellikle beyaz renkte olusmus olup en iyi gelisim ISP 2 ve ISP 3’de
gozlemlenmistir. GA1AY, H2AY, B2BY, NZ1KY izolatlar1 disinda diger tiim izolatlar tiim kiiltiir ortamlarinda
iyi bir gelisim gostermistir. GALAY izolatinin ise tiim kiiltiir ortamlarinda zayif gelisim gosterdigi saptanmistir

(Tablo 4).
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Tablo 4. izolatlarn farkli besi ortamlarindaki biiyiime ve kiiltiirel 6zellikleri

Karakteristik ISP 2 ISP 3 ISP 4 ISP 5 ISP 6
Gelisim Zayif Zayif Zayif Zayif Zayif

1 Spor Rengi Yok Krem Yok Yok Yok
Substrat Miselyum Agcik kahverengi Agik kahverengi Agik kahverengi Kahverengi Kahverengi
Coziniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Zayif Zayif

5 Spor Rengi Yok Yok Yok Yok Yok
Substrat Miselyum Siyah Koyu kahverengi  Yesilimsi siyah Koyu turuncu Koyu turuncu
Coziiniir pigment Yesilimsi siyah Yok Yok Yok Yok
Gelisim Tyi Tyi Tyi Iyi Iyi

3 Spor Rengi Yok Krem-Beyaz Krem-Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum Turuncu Koyu krem Koyu krem Agik turuncu Koyu turuncu
Cozliniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Iyi Iyi

4 Spor Rengi Yok Krem-Beyaz Krem-Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum Turuncu Koyu krem Koyu krem Agik turuncu Koyu turuncu
Coziiniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Zayif Zayif

5 Spor Rengi Yok Krem-Beyaz Krem-Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum  Turuncu Koyu krem Koyu krem Turuncu Turuncu
Coziniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Iyi Iyi

6 Spor Rengi Krem-Beyaz Krem-Beyaz Krem-Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum Turuncu Agik turuncu Agik turuncu Turuncu Turuncu
Coziniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Iyi Iyi

7 Spor Rengi Krem-Beyaz Krem-Beyaz Krem-Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum Turuncu Agik turuncu Agik turuncu Turuncu Turuncu
Coziniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Tyi Tyi Tyi Tyi Iyi

8 Spor Rengi Krem-Beyaz Krem-Beyaz Krem-Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum Turuncu Agik turuncu Agik turuncu Turuncu Turuncu
Coziinilir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Zayif Zayif Zayif

9 Spor Rengi Yok Beyaz Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum Beyaz Krem Krem Krem Agik sar1
Coziniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Iyi Iyi

10 Spor Rengi Yok Krem Krem Yok Yok
Substrat Miselyum Turuncu Agik turuncu Agik turuncu Turuncu Turuncu
Coziniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Tyi Iyi

1 Spor Rengi Gri Gri-Beyaz Gri-Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum Agik kahverengi Sar1 Sar1 Kahverengi Kahverengi
Coziniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Iyi Iyi

12 Spor Rengi Gri Gri-Beyaz Gri-Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum Sar1 Sar1 Agik sari Sari Sar1
Coziniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Tyi Tyi Tyi Tyi Iyi

13 Spor Rengi Yok Gri-Beyaz Gri-Beyaz Yok Yok
Substrat Miselyum Krem Krem Krem Beyaz-Sari Beyaz-Sari
Coziinlir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Iyi Iyi

14 Spor Rengi Yok Gri-Beyaz Gri Yok Yok
Substrat Miselyum Kahverengi Kahverengi Kahverengi Gri Gri
Coziniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok
Gelisim Iyi Iyi Iyi Iyi Iyi

15 Spor Rengi Yok Krem Krem Yok Yok
Substrat Miselyum Agik sar1 Agik sar1 Acik sar1 Sar1 Sar1
Cozlniir pigment Yok Yok Yok Yok Yok

1, GALAY; 2, H2AY; 3, GA2AY; 4, GA2KY; 5,B2BY; 6, HIBY; 7, SC1AY; 8, SC1BY; 9, NZ1KY, 10, SC1KY; 11, HIKY; 12, NZ1AY;
13, NZ2BY; 14, B1AY; 15, B2KY
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C. 16S rRNA Geninin PZR Amplifikasyonu ve Filogenetik Analizi

Kargi ve Osmancik g¢evresindeki yayla topraklarinin izole edilen ve sekans analizi tamamlanan 15
izolattan 6’s1 Nocardia cinsi iyesi, 5’i Streptomyces cinsi iyesi, 1’i Haloactinopolyspora cinsi iiyesi, 1’i
Micromonospora cinsi iiyesi, 1’i Nocardiopsis cinsi iiyesi ve 1’inin de Rhodococcus cinsi tiyesi oldugu tespit edildi
(Tablo 5). 15 izolatin 16S rRNA gen dizileri GenBank’a depozit edildi. GenBank numaralar1 Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gére Actinobacteria sinifina ait test organizmalarinin en yakin tip tiirleri ile olan niikleotit benzerligi

%  Benzerlik- |GenBank No

No |Sus Kodu |izole Edildikleri Besiyeri En Yakin Tip Tiirii Niikleotit

Farkhihg
1. |GALAY |Gliserol Asparajin Agar-ISP 5 |Haloactinopolyspora alkaliphila EGI 80088" % 98.41 MN598581
2. H2AY Humik Asit-Vitamin Agar Micromonospora citrea DSM 439037 % 99.79 MN625942
3. |GA2AY  |(Gliserol Asparajin Agar-ISP5 |Nocardia carnea NBRC 144037 % 100 MN626342
4. |GA2KY  |Gliserol Asparajin Agar-ISP 5 |Nocardia carnea NBRC 144037 % 100 MN625932
5. |B2BY Modifiye Bennett’s Agar Nocardia cyriacigeorgica DSM 444847 % 100 MN626335
6. |H1BY Humik Asit-Vitamin Agar Nocardia flavorosea NBRC 1082257 % 99.72 MN625943
7. |SC1AY  |Nisasta Kazein Agar Nocardia flavorosea NBRC 1082257 % 99.72 MN626341
8. |SC1BY Nisasta Kazein Agar Nocardia flavorosea NBRC 1082257 % 99.72 MN625944
9. INZ1IKY  |NZ-Amin Agar Nocardiopsis prasina DSM 438457 % 99.86 MNG625978
10. |SC1KY Nisasta Kazein Agar Rhodococcus coprophilus NBRC 1006037 % 99.93 MN625979
11. H1KY Humik Asit-Vitamin Agar Streptomyces albogriseolus NRRL B-1305" % 99.79 MN626334
12. INZ1AY  |NZ-Amin Agar Streptomyces althioticus NRRL B-39817 % 99.38 MNG625940
13. |[NZ2BY NZ-Amin Agar Streptomyces hydrogenans NBRC 134757 % 100 MNG625921
14. |B1AY Modifiye Bennett’s Agar Streptomyces marokkonensis Ap1" % 99.38 MNG625915
15. B2KY Modifiye Bennett’s Agar Streptomyces rochei NRRL B-2410" % 100 MNG625924

D. 16S rRNA Genine Dayali Filogenetik Analiz

16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizlerine gore Haloactinopolyspora cinsine ait GA1AY izolati
Haloactinopolyspora alkaliphila EGI 80088 ve Haloactinopolyspora alba YIM 93246 tip tiirlerine sirastyla %
98.41 ve % 97.96 benzerlik gostermektedir. Filogenetik dendogramda ise GA1AY izolati, Haloactinopolyspora
alkaliphila EGI 80088" ve Haloactinopolyspora alba YIM 932467 tip tiirleri ile birlikte kiimelenmistir.
Micromonospora cinsi iiyesi olan H2AY izolati, en yakin akraba tiirleri olan Micromonospora citrea DSM 439037
ve Micromonospora chaiyaphumensis DSM 452467 ile sirasiyla % 99.79 ve % 99.58 benzerlik gdstermektedir.
16S rRNA gen bolgesi dizi analizlerine bagh filogenetik dendograma gore Micromonospora cinsine ait H2AY
izolat: Micromonospora citrea DSM 43903T ve Micromonospora chaiyaphumensis DSM 452467 tip tiirleriyle
beraber kiimelenmigtir. 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizlerine gore Nocardia cinsine ait GA2AY ve
GAZ2KY izolatlarimin her ikisi de, Nocardia carnea NBRC 14403 tiirii ile % 100’liik bir benzerlik gostermektedir.
16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizlerine dayali filogenetik dendograma gére Nocardia cinsine ait GA2AY
ve GA2KY izolatlar1, Nocardia carnea NBRC 14403 tiirii ile birlikte kiimelenmistir. Nocardia cinsine ait B2BY
izolat1 Nocardia cyriacigeorgica DSM 44484 ile % 100’liik bir benzerlige sahip olup ayni zamanda filogenetik
dendogramda birlikte kiimelenmistir. 16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizlerine gére Nocardia cinsine ait
HIBY, SCI1AY ve SCIBY izolatlarmin hepsi Nocardia flavorosea NBRC 1082257 ile % 99.72 benzerlik
gostermektedir. Filogenetik dendogramda HIBY, SC1AY ve SCIBY izolatlarinin {igii birlikte kiimelenmistir.
Nocardiopsis cinsine ait NZ1KY izolat;, Nocardiopsis prasina DSM 438457 ile % 99.86 benzerlik gostermektedir.
NZI1KY izolati, Nocardiopsis prasina DSM 438457 ile filogenetik dendogramda birlikte kiimelenmistir.
Rhodococcus cinsine ait SC1KY izolat: Rhodococcus coprophilus NBRC 1006037 tip tiirii ile % 99.93liik bir
benzerlik sergilemekte ve filogenetik dendogramda birlikte kiimelenmektedir. 16S rRNA gen bolgesi niikleotit
dizi analizlerine gére H1KY izolati, Streptomyces albogriseolus NRRL B-1305T tip tiirii ile % 99.79 benzerlige
sahiptir. NZ1AY izolati, Streptomyces althioticus NRRL B-39817 ile % 99.38 benzerlik gostermektedir. NZ2BY
izolat1, Streptomyces hydrogenans NBRC 134757 tiirii ile % 100 benzerlik gosterir. BIAY izolati, Streptomyces

1044



I ' BSEU Fen Bilimleri Dergisi BSEU Journal of Science
I. 7(2), 1038-1048, 2020 DOI: 10.35193/bseufbd.735475

BILECIK SEYH EDEBALI

ONIVERSITES! e-1SSN: 2458-7575 (http://dergipark.gov.tr/bseufbd)

marokkonensis AplT ile % 99.38’lik benzerlik gdstermektedir. B2KY izolat1 ise, Streptomyces rochei NRRL B-
24107 tip tiirii ile % 100 benzerlige sahiptir (Tablo 5, Sekil 2).

Streptomyces marokkonensis Ap1" (AJ965470)
Streptomyces rubrogriseus LMG 20318" (AJ781373)
Streptomyces tendae ATCC 198127 (D63873)
Streptomyces sp. BIAY (MN625915)
Streptomyces sp. NZ1AY (MN625940)
Streptomyces althioticus NRRL B-3981" (AY999791)
Streptomyces matensis NBRC 12889" (AB184221)
Streptomyces sp. B2KY (MN625924)
Streptomyces rochei NRRL B-2410" (MUMD01000370)
100] streptomyces enissocaesilis NRRL B-16365 T (DQ026641)
Streptomyces plicatus NBRC 130717 (AB184291)
o[ Streptomyces sp. HIKY (MN626334)
Streptomyces longispororuber NBRC 13488" (AB184440)
Streptomyces albogriseolus NRRL B-1305T (AJ494865)
97!streptomyces viridodiastaticus NBRC 13106 T (AB184317)
Streptomyces sp. NZ2BY (MN625921)
Too|Streptomyces hydrogenans NBRC 134757 (AB184868)
8 Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418T (DQ442497)
100; Rhodococcus sp. SC1KY (MN625979)
*100(?{ Rhodococcus coprophilus NBRC 100603" (BDAM01000020)
Rhodococcus zopfii NBRC 100606 T (BCX101000001)
100| Nocardia sp. B2BY (MN626335)
781 Nocardia cyriacigeorgica DSM 444847 (AF430027)
% 62/l —Nocardia abscessus IMMIB D-1592" (AF218292)
Nocardia brevicatena NBRC 12119" (BAFU01000024)
sor Nocardia testacea NBRC 100365" (BAGJ01000040)
Nocardia sienata IFM 10088" (AB121770)
Nocardia rhamnosiphila NRRL B-24637" (JOAJ01000028)
Nocardia flavorosea NBRC 108225T (BDCG01000048)
Nocardia sp. SC1AY (MN626341)
Nocardia sp. HIBY (MN625943)
Nocardia sp. SC1BY (MN625944)
Nocardia carnea NBRC 14403 (BAFV01000017)
96| Nocardia sp. GA2KY (MN625932)
Nocardia sp. GA2AY (MN626342)
98| Nocardiopsis exhalans ES10.17 (AY036000)
5BE Nocardiopsis valliformis DSM 45023" (ANAZ01000070)
100 |- Nocardiopsis metallicus KBS6" (AJ420769)
Nocardiopsis sp. NZ1KY (MN625978)
93l Nocardiopsis prasina DSM 43845™ (X97884)
517 Micromonospora citrea DSM 43903T (FMHZ01000002)
74--Micromonospora chaiyaphumensis DSM 45246 (jgi.1058876)
611 'Micromonospora sp. H2AY (MN625942)
100/l Micromonospora auratinigra DSM 448157 (LT594323)
Micromonospora echinofusca DSM 43913" (LT607733)
Jiangella rhizosphaerae NEAU-YY265" (MH144586)
Jiangella mangrovi 3SM4-07" (AB976540)
Haloactinopolyspora sp. GALAY (MN598581)
Haloactinopolyspora alkaliphila EGI 80088" (KF040422)
Haloactinopolyspora alba YIM 93246" (F1969846)

100

90

Sekil 2. Sekansi yapilan tiim izolatlarin 16S rRNA dizilerine dayali filogenetik iligkilerini gdsteren dendogram. Neighbour-Joining
algoritmasina gore ¢izilmis agagta, % 50’nin {izerinde desteklenen dallanma noktalar i¢in bootstrap degerleri verildi. Niikleotit pozisyon

degisimi 0,01°dir.
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IV. TARTISMA VE SONUCLAR

Geleneksel mikrobiyolojik metotlara dayanarak mikroorganizmalarin smiflandirilmasi (morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal) mikroorganizmalarin taksonomik pozisyonlarinin net bir sekilde belirlenmesini
saglayamamaktadir. Bu nedenle, giliniimiizde polifazik taksonomi olarak adlandirilan, molekiiler teknikler
araciligryla elde edilen bilgilerle morfolojik ve biyokimyasal verilerin bir arada degerlendirildigi ileri bir yaklagim
kullanilmaya baglanmstir [27].

5 farkli secici izolasyon besiyeri kullanilarak elde edilen 15 izolatin 16S rRNA gen bolgesi dizi analizleri
sonuglarma goére % 40’1 Nocardia, % 33.3’ii Streptomyces, % 6.6 ‘s1 Haloactinopolyspora, % 6.6°s1
Micromonospora, % 6.6’s1 Nocardiopsis ve % 6.6’sinin da Rhodococcus cinsi iiyesi oldugu tespit edildi.

15 Izolatin ISP 2-6 [16] kiiltiir ortamlarindaki gelisimleri degerlendirildi. Bunun sonucunda, GA1AY
izolatinin tiim kiiltiir ortamlarinda zayif gelisim gosterdigi gozlemlenirken, GA1AY, H2AY, B2BY, NZ1KY
izolatlar1 diginda diger tiim izolatlar ISP 2-6 kiiltiir ortamlarinda iyi bir gelisim gostermistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada Corum iline bagli Kargi (Eginonii), Abdullah ve Osmancik-Bagpiar Karaca
Yaylalarindan alinan toprak 6rneklerinden aktinomiset izolasyonu ve filogenetik analizleri gergeklestirilmistir.

16S rRNA dizi analizi tamamlanan test izolatlarinin filogenetik analizlerine gore en yakin akrabalart ile
en fazla niikleotit farki gosteren izolatlara dncelik verilerek molekiiler, kemotaksonomik ve fenotipik analizlerin
tamamlanmasi ve ileriki ¢alismalarda literatiire kazandirilmasi planlanmaktadir.
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