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Ozet: Bu ¢alismada Irak’in Erbil ilinde belli noktalardan alinan toprak numunelerinden Streptomyces
cinsi bakterileri izole edilerek bazi ekstraseliiler enzimlerin aktiviteleri belirlenmig ve 16S rDNA gen
bdlgesinin filogenetik analizi yapilmistir.

Seyreltme plak yontemi ile 26 farkli Streptomyces cinsi bakteri izole edilmis ve daha sonra
saflagtirma islemi yapilmustir. izole edilen 26 Streptomyces susuna yapilan ekstraseliiler hidrolitik enzim
aktivitesi ¢aligmalarinda 3 izolat ksilinaz aktivitesinde, 19 izolat amilaz aktivitesinde ve 15 izolat proteaz
aktivitesinde pozitif sonug gosterirken higbir izolat lipaz aktivitesi gdstermemistir.

Genomik DNA’s1 izole edilen 7 izolatin 16S rDNA gen bolgesi 27F ve 1492R evrensel primerleri
ile amplifiye edilip sekans analizi yapilmistir. Bu sonuglar Mega7.0.18 paket programi ile Maximum
Likelihood algoritmasi1 kullanilarak filogenetik uzaklik matrisi olan Jukes ve Cantor metodu ile
filogenetik agac olusturulmustur. Olusan filogenetik agacta NCBI’dan dizileri alinan Streptomyces suslar1
ile caligmamizda kullanilan suslar giiclii bir homoloji ile kiimelenerek filogenetik analizleri yapilmistir.
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Determination of Extracellular Hydrolytic Enzyme Production Capacity
and 16s rDNA Analysis of Streptomyces Bacteria Isolated From Some Soil
Samples Collected In Erbil Iraq

Abstract: At this work, some soil samples taken from different locations from Erbil-lIrag. The
Streptomyces bacteria by isolating, some extracellular enzymes is determined what activities they do and
16S rDNA gene field’s phylogeny analyse has been made.

26 different types of bacteria have been isolated and then purification process has been with
dilution plate method. In the extracellular hydrolytic enzyme activity studies on 26 Streptomyces strains,
no isolate showed lipase activity, whereas 3 isolates showed positive results in xylanase activity, 19
isolate amylase activity and 15 isolate protease activity.

7 isolate which genomic DNA of it isolated, sequence analyse of that has been done by amplified
with universal primer as, 16S rDNA gene field 27F and 1492R. With these results phylogenetic tree have
been made by using Mega 7.0.18 package and ML algorithm and method of phylogenic distance matrix
of Jukes and Cantor. At the created phylogenic tree, Streptomyces strains that their lines taken by NCBI.
Keywords: Extracellular enzyme, Erbil, Streptomyces, 16S rDNA

Giris Streptomyces  bakterileri  hem
Streptomyces  bakterileri  Gram karasal ortamlarda hem de sucul
pozitif  toprak bakterileri olup ortamlarda yaygin olarak bulunmaktadir.

Actinomycetales takimina dahildirler. Bu
cinsin 900'den fazla tanimlanmis tiiri
mevcuttur.  Kompleks  bir  yasam
dongiisiine sahip olan bu organizmalar
uygun kosullar altinda funguslara benzer
genis misel formlar1 olustururlar ancak
prokaryotik oluslar1 ile mantarlardan
ayrilirlar (Chater, 2001).

Cogu Streptomyces tam saprofit olup bir
kismu bitki ve hayvanlarla parazitik iliski
igerisindedir (Sembiring ve ark., 2008).
Streptomyces bakterilerinin  dogadaki
rolii ile ilgili ¢ok kisith bilgiler olmasina
ragmen toprak ekosisteminde oOzellikle
selilloz, nisasta, kitin gibi organik
maddelerin degredasyonundan sorumlu
ekstraselliiler enzimleri iiretmeleri ve
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madde  dongiisiinde rol  aldiklar
bilinmektedir (Cao ve ark., 2004).
Toprak aktinomisetleri lizerine
yogunlagsan ¢alismalarda, genis bir
yayillim gosteren ve sikilikla izole edilen
Streptomyces tiirleri dikkat ¢ekmektedir.

Genel olarak habitatlar1 toprak
olan Streptomyces bakterileri yapisal
olarak farkli ve biyolojik olarak aktif cok
sayida  bilesigin  kaynagt  olarak
biyoteknolojik a¢idan da Onemli bir
potansiyele sahiptir (Semédo ve ark.,
2004; Hossain ve ark.,, 2004).
Actinomycetales takiminin bu {yeleri,
antibiyotiklerin ve endiistriyel ydnden
yararli enzim, enzim inhibitorii gibi
sekonder metabolitlerin kaynagi olarak
bilinmekle birlikte, simdiye kadar
kesfedilmis, dogal olarak meydana gelen
antibiyotiklerin yarisindan fazlasinin bu
organizmalar  tarafindan  {retildigi
bildirilmistir (Hayakawa ve ark., 2004).
Habitatlarindaki rekabete kars1 sekonder
metabolit sagladigi antogonistik etki
sayesinde bazi besin avantajlarina sahip
olduklar1 diisiintilmektedir.

Bu sekonder metabolitlerden olan
enzimler, hiicrelerde = biyokimyasal
reaksiyonlar1  katalize eden protein
yapisinda molekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok
onemli  metabolik  gorevleri  olan
enzimler c¢esitli amaglarla kullanilmak
tizere giinlik ve ekonomik hayata da
girmistir (Wiseman, 1987).

Bu calismada Irak’in Erbil ilinden
toplanan toprak numunelerinden
Streptomyces bakterileri izole edilerek
bazi ekstraseliiler hidrolitik enzim
aktiviteleri belirlenip 16S rDNA analizi
ile filogenetik iliskilerinin belirlenmesi
amaclanmustir.

Materyal ve Yontem

Bu arastirmanin  materyalini;
Irak’in Erbil ilinde farkli noktalardan
alinan toprak ornekleri olugmaktadir.

Toprak orneklerinden Streptomyces

bakterilerinin izolasyonu ve
saflastirilmasi
Streptomyces bakterilerin

izolasyonu i¢in M65 besi yeri hazirlandi.
1/10’luk ve 1/10.000’1ik seyreltmelerden
M65 plaklarin yiizeyine 100ul ilave
edilerek iyice yayildi.  Petri kaplar
27°C’de 7 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu miiteakip iireyerek havasal
misel ve substrat miseli olusturan
koloniler,  muhtemel  Streptomyces
bakteri kolonileri olarak degerlendirildi.
M65  besiyerinde  gelisen  karisik
kiiltiirden streril Bennets agar
besiyerlerine 6ze yardimiyla ¢izgi plak
yontemi ile ekimler yapilarak saf
kiiltiirler elde edildi. Saf kiiltiirler %
20’lik gliserol iceren kriyojenik tiiplere
aktarilip derin dondurucuda muhafaza
edildi. Tim izolatlarin teshisi i¢in renk
gruplandirilmas1 tamlanarak substrat ve
havasal misel renkleri belirlendi.

Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi:

Amilaz

Izolatlarin tiimiine Amilaz enzimi
dretimi i¢in Bennet's agar hazirlandi ve
igerisine %?2'lik nisasta ilave edildi. 28
°C'de 4 giin inkiibe edildi. Besi yeri
tizerine liigol damlatilarak etrafinda agik
renk zon olusumu pozitif sonu¢ olarak
degerlendirildi.

Ksilinaz

Izolatlarin tiimiine ksilinaz enzimi
tiretimi i¢in Bennet's agar hazirlandi ve
igerisine %1 'lik ksilan ilave edildi. 28
°C'de 4 giin inkiibe edildi. Koloni
etrafinda acik renk zon olusumu pozitif
sonug olarak degerlendirildi.

Proteaz

Izolatlarin tiimiine Proteaz enzimi
tiretimi i¢in Bennet's agar hazirlandi ve
icerisine %1'lik yagsiz siit tozu (Skim
milk powder) ilave edildi. 28 °C'de 4 giin
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inkiibe edildi. Besi yeri {izerinde
etrafinda acik renk zon olusumu pozitif
sonug olarak degerlendirildi.

Lipaz

Izolatlarin tiimiine lipaz enzimi
iiretimi i¢in Bennet's agar hazirlandi ve
igerisine %?2’lik Tween 80 ilave edildi.
28°C'de 4 giin inkiibe edildi. Besi yeri
tzerine %0,001'lik rodamin B ilave
edildi. Koloniler etrafinda agik renk zon
olusumu pozitif ~ sonug olarak
degerlendirildi.

16S rDNA Geninin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile Cogaltilmasi
Izole edilen bakterilerden genomik
DNA izolasyonu i¢in Ausubel ve ark.,
(1994) metodu modifiye edilerek
kullanildi. Bakterilerin ~ biitiin  hiicre
DNA’s1 izole edildikten sonra 27F ve

1492R  (Lane, 1991)  primerleri
kullanilarak 16S rDNA  gen bdlgesi
amplifiye  edildi. PCR  programi

baslangic 95C’de 5 dk, 35 dongi,
denatiirasyon i¢cin 95°C’de 1 dk,
anneling 55°C’de 1 dk, uzama igin
72°C’de 1 dk ve son olarak 72°C’de 10
dk olarak ayarlandi. PCR’da ¢ogaltilmig
16S rDNA’lann % 1’lik 0.5 pg/ml
ethidium bromide iceren agaroj jelde
(0.5 X TBE tampon) kosturuldu.
Yaklasik 5 pl PCR iirlinii jel yiikleme
boyast ile birlikte karistirilarak jele
yiiklendi ve 100 voltta 1 saat boyunca
kosturuldu.

16S rDNA Gen Bolgesinin Analizi
16S rDNA sekanslama ABI
PRISM® BigDye™ FS, AmpliTag"
DNA Polimeraz igeren Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
kullanilarak PE Applied Biosystems
tarafindan oOnerilen protokole gore
yapildi. NCBI/GenBank (Benson ve
ark., 2004), EMBL (European
Molecular Biology Lab., Kanz ve ark.,
2005) gibi databanklar araciligiyla

Streptomyces 16S rDNA niikleotid baz
dizileri MEGA 7 programi kullanilarak
hem veri tabanindaki yakin tiirlerle
hem de kendi aralarinda analiz edildi

ve filogenetik pozisyonlarini
belirlemek icin dendogramlari
olusturuldu.
Bulgular

Bu calismada toplanan 4 toprak
numunesinden Streptomyces
bakterilerinin izolasyonu yapildi.

Cycloheximid (50 ug/ml), Nystatin (50

ug/ml), Novabiosin (50ug/ml)
antibiyotikler eklenmis M65 besiyerinde
gelisen  Streptomyces kolonileri

digerlerinden olusturduklar karakteristik
misel ve pigment durumlarina gore
secildi ve  toplam 26 Streptomyces
bakterisi izole edildi.

Renk Gruplandirmasi

Saflastirilan toplam 26
Streptomyces izolati1 Oatmeal Agar besi
ortamina ekilerek sari, beyaz ve
kahverengi havasal misel olusturmus ve
3 renk grubuna ayrilmistir.

Sekil 1. Saflagtirilmig Streptomyces
suslari
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Sekil 2. Baz1 suslarin  enzim
aktiviteleri  (a:Ksilanaz  aktivitesi;
b:Amilaz  aktivitesi;  c,d:Proteaz
aktivitesi).

Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
Yapilan enzim aktivite
caligmalarinda toplam 26 Streptomyces
izolatinin %73’ amilaz, %57’si proteaz,
%11°1 Ksilanaz aktivitesi gosterirken
izole edilen suslardan higbiri Lipaz
aktivitesi gostermemistir (Sekil 2).

16S rDNA Geninin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) Ile Cogaltilmasi ve
16S rDNA Gen Bolgesinin Analizi
Temsilci  olarak  secilen 7
Streptomyces bakterisinden saf olarak
elde edilmis DNA oOrneklerinin 16S
rDNA genini kodlayan DNA bdlgesinin
amplifikasyonu i¢in evrensel iki primer
27F ve 1492R (Lane, 1991) kullanilarak
Thermal Cycler (MyGenie-96 Gradient
Thermal Cycler, Korea)’ da PCR
reaksiyonu gergeklestirildi. Amplifiye
tirtinler %1,5’lik kontrol agaroz jelde (40
ml 1XTBE tampon, 0,4 g agaroz) 100
Voltta 45 dakika DNA markor ile
birlikte yirtildi. 7 izolatin 16S rDNA
gen sekanslarini taksonomik hiyerarsiye
sokabilmek icin BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) programi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)

Gen Bankasindaki
veritaban1 ile karsilastirilmigtir.  Test
organizmalar1 ve ilgili cinslerin tip
tiirlerinin dizi analizine bagh filogenetik
dendrogramlar1 Maximum Likelihood
algoritmas1  kullanilarak  olusturuldu.
Maximum Likelihood algoritmasi ig¢in
filogenetik uzaklik matriksi Jukes-
Cantor metodu izlenerek gerceklestirildi
(Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik
analizler i¢in olusturulan filogenetik
agaclarin  bootstrap analizleri 1000
tekrarli olarak MEGA 7 (Kumar ve ark.,
2008) paket programinda
gerceklestirildi. Streptomyces filogenetik
dendrograminda Streptomycetacea
familyasinin bir iiyesi olan
Kitasatospora cinsi dis grup olarak
kullanildi. ~ Streptomyces  gruplarini
temsil eden ¢aligma izolatlar1 ve ilgili tip
tiirlerinin 16S rDNA niikleotit dizileme
analizleri sonucu Maximum Likelihood

kullanilarak

matriksiyle  olusturulan  filogenetik
agaclar Sekil 3’te verilmigtir.
Olusturulan filogenetik agacta

Streptomyces bakterileri kendi iginde
kiimelendigi gbzlenmistir.

@ — F007

91 L Streptomyces ambofaciens NRO41079
F025

Streptomyces
Streptomyces gelaticus NRI12308

F002
61
Fo14 A
# Foi2
7 Streptomyces griseus D63872
641 Streptomyces parvus NRO43833

— Kitasatospora arboriphila NRO42904
100 L Kitasatospora griseola NR112433

variabilis NRO43840

—
0009

Sekil 3. 16S rDNA analizi sonucu olusan
Maximum Likelihood filogenetik agaci.

Tartisma ve Sonug¢

Gunlimiizde, aktinomisetlerin
sistematigi niimerik, kemotaksonomik ve
molekiiler metotlarin bir biitiinii olarak
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aciklanmaya c¢alisilmaktadir. Polifazik
taksonomi olarak nitelendirilen bu {i¢li
yaklasim ile mikroorganizmalarin tiir
seviyesinde tanimlanmasi daha dogru ve
net olarak yapilabilmektedir. Polifazik
taksonomi, kimyasal, molekiiler ve
fenotipik  analizlerden elde edilen
verilerin birlikte degerlendirilmesi ve bu
verilerin  birbiri ile uyumlu olmasi
esasina  dayanmaktadir. ~ Molekiiler
sistematikteki onemli gelismeler genom
organizasyonu, genom replikasyonu ve
degistirilen genom kompozisyonu olarak

bilinen bir¢ok mekanizmayla
diizenlenebilmektedir (Brown-Elliott ve
ark., 2006 ).

Mikrobiyal yolla enzim iiretiminin
ilk agsamasit uygun mikroorganizmanin
secimidir. Kiiltiir ortami ve
fermantasyon  kosullar1 da  enzim
liretimini etkileyen onemli
parametrelerdir. Ortam igeriginin
optimize edilmesi amaciyla farkh
kaynakli karbon, azot ve metal iyon
kaynaklar1 kullanilmaktadir.

Enzimler, endiistride hemen her
alanda kullanilabilmekte ve bu alanlarin
sayis1 giin gectikge artmaktadir. Bu
nedenle bir¢ok bilim adami dogal
kaynaklardan  bakteri  izolasyonuna
gitmekte, boylelikle yeni tiirlerin ortaya
¢ikmas1 saglanmaktadir. Calismamizda
ekstraseliiler  hidrolitik  enzimlerden
amilaz, lipaz, ksilanaz ve proteaz
enzimleri endistriyel alanda en sik
kullanilan ve izole ettigimiz suslarin
cogunda  aktivitesini  belirledigimiz
enzimler olup Ramesh ve Mathivanan
(2009) yapmis oldugu marin
actinomycetes ve Streptomyces
bakterilerinin enzim iiretim ¢aligmalarina
paralellik gostererek amilaz enziminin %
73’iinde, proteaz enziminin %>57’sinde
pozitif sonuclar  gosterdigi  goze
carpmaktadir.

Bu c¢alismada, tiirler arasindaki
genetik  uzakligt  belirlemek  i¢in
filogenetik analizlere uygun formatlara

getirilmis 16S rDNA dizileri, Maksimum
Likelihood algoritmasina tabi
tutulmustur. Analiz sonucunda olusan
filogenetik agacta Streptomyces
bakterileri glicli bir homoloji ile
kiimelenmistir. Dis grup olan
Kitasatospora cinside bu familyaya liye
olup ayr1 bir kiime olusturarak bu
analizin giivenirliligini pekistirmistir.

Streptomyces cinsine ait toplam 7
izolatin  16S  rDNA gen bolgesi
filogenetik analizlerinde; FO007 nolu
izolatin  karsilastirllan 1379  nt’lik
bolgede 5 niikleotit farkliligr ve % 99,7
benzerlik ile Streptomyces albidoflavus
119341°a, FO019 nolu  izolatinin
karsilagtirilan 1379 nt’lik bolgede 15
niikleotit farkliligi ve % 98,7 benzerlik
ile Streptomyces variabilis NR043840’e,
F025 nolu izolatin karsilastirilan 1379
nt’lik bolgede 15 niikleotit farkliligi ve
% 98,7 benzerlik ile Streptomyces
flavoviridis NR041218’¢ ve FO18 nolu
izolatin  karsilastirilan 1379  nt’lik
bolgede 4 niikleotit farkliligi ve % 99,7
benzerlik ile Streptomyces ambofaciens
NRO041079°e e benzerlik gosterdigi
belirlenmis ve 1. kiimede oldugu
gorilmistir. FO12  nolu  izolatin
karsilagtirilan 1379 nt’lik bolgede 5
niikleotit farkliligr ve % 99,7 benzerlik
ile Streptomyces parvus NR043833’a,
FO14 nolu izolatin karsilastirilan 1379
nt’lik bolgede 7 niikleotit farklilig1 ve %
99,3 benzerlik ile Streptomyces griseus
D63872’a ve FO002 nolu izolatin
karsilastirilan 1379 nt’lik bolgede 6
niikleotit farkliligi ve % 99,4 benzerlik
ile Streptomyces gelaticus NR112308’a
benzerlik gosterdigi belirlenmis ve II.
kiimede oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢alismanin sonucunda, F002,
FO07, FO12, FO14, F018, FO19 ve F025
nolu izolatlarin 16S rDNA gen bolgesi
analizi ile en yakin tip tiirlerinden
farklilastiklar1  belirlenmistir.  lgili
toprak izolatlarina uygulanacak DNA-
DNA homolojisi, tiim hiicre analizleri,
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detayli yag asidi ve menaquinon
analizleri gibi kimyasal karakterizasyon,
elektron mikroskobisi spor morfolojisi
gorlintlileme ve en yakin iliskili
olduklar tip tlirleriyle yapilacak niimerik
testlerle literatiire birer yeni tiir olarak
kazandirilmas1 amaglanmaktadir. Bu
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