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Oz

Bu calismada, Corum (Kargi ve Osmancik) cevresindeki yaylalardan izole edilen aktinomiset izolatlarinin
poliketit sentaz ve ribozomal olmayan peptit sentetaz biyosentetik sistemlerinin varligi molekiler tekniklerle
arastirilmistir. Toplamda 15 tane Actinobacteria Uyesinin sekonder metabolit biyosentetik genlerinin (PKS I-
1I/NRPS) varhgi PCR temelli incelenmistir. Yapilan ¢alismanin sonugclarina gore, 15 tane aktinomiset izolatinin 7
tanesi PKS-l, 11 tanesi PKS-lIl ve 14 tanesinin NRPS gen bolgesine sahip oldugu bulunmustur. Sonuglar
degerlendirildiginde izolatlarin nonribozomal peptid sentetaz (NRPS) gen kiimelerini tip I-1l poliketit sentazlar
(PKS-I-11) gen kiimelerinden daha fazla igerdigi gorulmistiir. Ayrica 5 izolatin i¢ gen kimesini bir arada
bulundurdugu tespit edilmistir. Sonug olarak yaylalardan izole edilen aktinomisetlerin yliksek sekonder metabolit
Uretme kapasitesine sahip oldugu gortlmustar.

Anahtar kelimeler: Actinobacteria, Yayla Topragi, PKS-I, PKS-II, NRPS, Biyosentetik Genler

Screening of Biosynthetic Genes of Actinobacteria Members Isolated From Plateau Soils
Around Corum

Abstract

In this study, in the presence polyketide synthases and non-ribosomal peptide synthetase biosynthetic
system of actinomycete strains isolated from plateau soils located near Corum (Kargi and Osmancik) was
investigated by molecular techniques. Totally of 15 Actinobacteria members presence of secondary metabolite
biosynthetic genes (PKS I-1l / NRPS) was investigated based on PCR. According to the results of the work done, of
the 15 actinomycet isolates, 7 were found to have PKS-I, 11 were PKS-Il and 14 had NRPS gene regions. When
the results were evaluated, it was observed that the isolates contained more nonribozomal peptide synthetase
(NRPS) gene clusters than type I-ll polyketide synthase (PKS-I-11) gene clusters. In addition, it was determined that
5 isolates contain three gene clusters together. As a result, it was found that actinomycetes isolated from plateau
soils have the capacity to produce high secondary metabolites.

Key words: Actinobacteria, Plateau Soil, PKS-I, PKS-1I, NRPS, Biosynthetic Genes

Giris ekstrem habitatlar da dahil olmak lizere akuatik ve

Aktinomisetler aerobik, gram-pozitif karasal habitatlarda genis dagilim gostermektedir
bakterilerdir. Temel gruplarindan birini toprak (Ventosa ve ark., 2008). Ayrica Actinobacteria Uyesi
poplilasyonlar olusturmakta olup aktinomisetler olan bazi mikroorganizmalar yagmur ormanlari, gol
cok genis bir dagiim gosterirler (Kuster, 1968). sedimentleri, nehirler ve derin okyanus cukurlari
Actinobacteria Gyeleri, hipersalin ortamlar gibi dahil olmak tzere farkli ortamlardan elde edilmistir
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(Wang ve ark., 1999; Terkina ve ark., 2002; Takizawa
ve ark., 1993; Colquhoun ve ark., 1998).

Qinghai vyaylasinin dogusunda yer alan
topraktan selllozu pargalayan aktinomisetler
Gzerine bir ¢alisma yapilmistir (Cai ve ark., 2009).
Diger bir calismada, ic Mogolistan yaylasindaki
kapali ve otlatmaya acik sulak alanlara ait
topraklarda fungus ve aktinomiset cesitliligine
bakilmistir (Zhao ve ark., 2011). Orta Afrika
Cumbhuriyetinde yer alan Bangui yaylasi tizerindeki
Pama ormani topragindan yeni bir aktinomiset olan
Kibdelosporangium banguiense izole edilerek
tanimlanmistir (Pascual ve ark., 2016). Tiirkiye’'de
yapilan baska bir calismada Dogu Karadeniz Bélgesi
yayla topraklarindan farkli  aktinomisetlerin
izolasyonu gergeklestirilmistir (Isik ve ark., 2014).

Antibiyotikler, endustriyel enzimler ve diger
biyoaktif bilesikler gibi biyoteknolojik Grinler
aktinomisetler  tarafindan  sentezlenmektedir
(Goodfellow ve ark., 1998; Lam, 2006; Ndonde ve
Semu, 2000; Sacramento ve ark., 2004).

En iyi bilinen ve dnemli olan antibiyotikler
aktinomisetler tarafindan uretilmektedir. Bunlar;
novobiosin, amfoterisin, vankomisin, neomisin,
gentamisin, kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin,
nistatin gibi antibiyotiklerdir (Oskay ve ark., 2004).
Aktinomisetlerde, Streptomycetaceae,
Micromonosporaceae ve  Pseudonocardiaceae
familyalarina ait tirler tarafindan ¢ok sayida peptit
ve poliketit sentezlenmektedir.

Aktinomisetlerde sekonder metabolit gen
kiimeleri ¢ogunlukla kromozom uzerinde yer alir,
bazen de plazmitler tizerinde bulunmaktadir. Bu gen
kiimeleri kromozomun merkezi disinda yer alan
bolgelerde bulunmaktadir. Ancak, DNA
replikasyonu, transkripsiyon, translasyon ve primer
metabolizma gibi gerekli fonksiyonlari kodlayan

genler genellikle kromozomun merkezindedir
(Osbourn, 2010).

Ribozomal olmayan peptit sentetazlar,
peptit sentetaz gen  kimeleri tarafindan

kodlanmaktadir. Protein sentezinde oldugu gibi bu
enzimler de ribozomlarda sentezlenir. Sekonder
metabolitlerin sentezi ise peptit sentetazlarin kalip
olarak kullanilmasiyla sitoplazmada gergeklesir.
Ribozomal olmayan peptit sentetazlar modiil olarak
adlandinlan alt birimlerden olusurlar. Ribozomal
olmayan peptit sentetazlar temel olarak
Adenilasyon (A), Peptidil tasiyici protein (PCP) ve
Kondensasyon (C) bolgeleri ve ilaveten bir
tiyoesteraz (Te) bolgesini de icermektedir. Ayrica
olusacak Uriine gore, epimerizasyon ve metilasyon
gibi bolgeler de modiillerde yer alabilmektedir
(Zocher ve Keller, 1997; von Dohren ve ark., 1999;
Weber ve Marahiel, 2001).

Poliketit sentazlar da vyapisal olarak
ribozomal olmayan peptit sentetazlara benzerlik
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gostermektedir. Poliketitler farmakolojik olarak
onemli yeni antibiyotiklerin kaynagini olusturur
(Hertweck, 2009). Poliketit Sentazlarin Modiiliinde
Yer Alan Temel Bolgeler Acil Transferaz (AT), Agil
Taslyici Protein (ACP) ve Ketosentaz (KS) bolgeleridir
(Kroken ve ark., 2003).

Gonzalez ve arkadaslari (2005), likenlerden
izole ettikleri 337 aktinomiset izolatinin PKS-1, PKS-II
ve NRPS genlerinin varligini dejenere PCR
primerleriyle arastirmislardir. izolatlarinin; %
62.6'sinda PKS-1, % 64.7’sinde PKS-Il ve % 58.5’inde

NRPS biyosentetik genlerinin varhgini tespit
etmislerdir.
Karadeniz deniz sedimentlerinden elde

edilen 24 denizel aktinomisetin sekonder metabolit
biyosentez genleri PKS/NRPS varligi bakimindan PCR
tabanli incelenmistir (Ozcan, 2017).

Bu c¢alismanin amaci Corum (Kargi ve
Osmancik) cevresindeki yaylalardan elde edilen
aktinomisetlerin aktif  sekonder  metabolit
sentezleme potansiyellerinin  arastiriimasi  ve
PKS/NRPS gen bdlgelerinin PCR temelli metotlarla
taranmasidir.

Materyal ve Metot
Aktinomisetlerin Belirlenmesi ve Genomik DNA
izolasyonu

Bu arastirmada Kargi (Eginoni), Abdullah ve
Osmancik Baspinar-Karaca yaylalardan izole edilmis
ve molekiler tekniklerle aktinomiset liyesi oldugu
belirlenmis 15 izolat kullanilmistir.  izolatlar
oncelikle ISP 2 broth ortamina ekilmis ve 28 °C’'de 14
glin boyunca 150 rpm c¢alkalamal inkibatérde
gelismeleri saglanmistir. Bunu takiben ependorf
tiplerine biyokitlesi biriktirilen hiicreler, iki kere saf
su ile vyikanmistir. izolatlarin genomik DNA
izolasyonlarini gerceklestirmek amaciyla
PureLink®Genomik DNA izolasyon Kiti (Invitrogen,
USA) kullanilmistir. DNA izolasyonu kullanilan kitin
Uretici  firma  protokoliine  uygun  olarak
gerceklestirilmistir. DNA izolasyonlarinin kontroli %
1’lik agaroz jel kullanilarak gergeklestirilmistir.
PCR Ampilifikasyonlari ve Reaksiyon Sartlari

Aktinomiset izolatlarinin ribozomal olmayan
peptit sentetaz (NRPS), poliketit sentaz | ve Il gen
bolgeleri spesifik primerler (Cizelge 1) ile arastirildi.
NRPS icin dejenere primerler adenilasyon
domaininin korunmus amino asit dizilerine gore,
PKS-I ketosentaz ve metil-malonil CoA transferaz
domainlerinin korunmus amino asit dizilerine, PKS-
Il ise B-ketoagil sentaz (KSa) domaininin korunmus
amino asit dizileri esas alinarak hazirlanmistir.
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Cizelge 1. NRPS, PKS-1 ve Il gen bolgeleri amplifikasyonu igin kullanilan primerler

Gen

Uriin

Bolgeleri Primerler Baz Buyiikligii Biyiikligii Referans
A3F(5’GCSTACSYSATSTACACSTCSGG3’) 23 Ayuso-
Sacido ve
NRPS A7R (5'SASGTCVCCSGTSCGGTAS3’) 19 700 bp Genilloud,
2005
K1F (5 TSAAGTCSAACATCGGBCA3’) 19
Ayuso-
1200-1400 Sacido ve
PRS- bp Genilloud,
M6R (5'CGCAGGTTSCSGTACCAGTA3’) 20 2005
KSaF (5'TSGCSTGCTTGGAYGCSATC3') 20
Metsa-
PKS-II 613 bp Ketelda ve
ark., 1999
KSaR (5" TGGAANCCGCCGAABCCGCT3') 20

Primerlerdeki B: Guanin, sitozin veya timin, S: Guanin veya sitozin, Y: Timin veya sitozin, V: Guanin, adenin veya
timin, N: Adenin, timin, sitozin veya guanini ifade etmektedir.

Oncelikle PCR optimizasyonu yapilmis ve en
uygun kosullar belirlenmistir. PCR reaksiyonlari 50
ul toplam hacimde, 250 ng’dan diisiik genomik DNA
(2 ul), 0.4 mM her forward ve reverse primer (1 pl),
DMSO (Merck; 5 pl), GoTaq Hot Start Master Mix
(Promega; 25 pl) ve kalan 16 ul hacim distile su ile
tamamlanmistir.

Reaksiyon sartlar, 95 °C’'de 5 dakika (6n
denatlirasyon), 95 °C’'de 30 saniye (denatirasyon),
54 °C'de 1 dakika baglanma (K1F/M6R ve KSaF/
KSaR primerleri icin), 58 °C'de 1 dakika baglanma
(A3F-A7R primerleri igin), 72 °C’de 4 dakika uzama
(30 doéngii) ve 72 °C'de 10 dakika uzama (30 dongu)
olacak sekilde gergeklestirildi.

Bulgular

Yapilan bu c¢alismada 15 aktinomiset
izolatinda modiler PKS I, PKS Il (Shen, 2003) ve
nonribozomal peptid sentetaz (NRPS) gen
kiimelerinin varliginin olup olmadigi tespit edilmistir
(Tablo 2). NRPS gen bolgesi PCR amplifikasyonu
sonucu 700 bp (riin elde edilirken, PKS-1 gen bolgesi
PCR amplifikasyonu sonucu 1200-1400 bp (rin ve
PKS-II gen bolgesi PCR amplifikasyonu sonucu 613
bp Uriin elde edilmistir. izolatlarin 14’inde NRPS gen
bolgesi, 7’sinde PKS-I gen bolgesi ve sadece 11
izolatta PKS-1l gen bdlgesi bulunmaktadir. izolatlarin
5 tanesinde ise {(i¢ gen bolgesi bir arada
bulunmaktadir (Sekil 1 ve Cizelge 2).

282

Tartisma ve Sonug

Yapilan c¢alismada Corum cevresindeki
yaylalardan elde edilen 15 aktinomiset izolatinin
Poliketit Sentaz ve Ribozomal Olmayan Peptit
Sentetaz biyosentetik sistemlerini icerip
icermedikleri arastirlmistir (Cizelge 2). Bakteriler
tarafindan sentezlenen antimikrobiyal maddelerin
tarama calismalarinda klasik yaklasimlar yerine
glinimizde alternatif molekiler yodntemler
kullanilmaktadir. Klasik yontemde, fermentorde
kiltiire edilen organizma antimikrobiyal aktivite
bakimindan test edilmektedir. Alternatif metotta ise
biyoaktif bilesiklerin sentezini kontrol eden
biyosentetik genlerin taramasi yapilmaktadir.
Modiler PKS I, PKS Il (Shen, 2003) ve nonribozomal

peptid sentetaz (NRPS) gen kiimeleri,
aktinomisetlerde ¢ok sayida yapisal olarak
birbirinden  farkl sekonder  metabolitlerin

sentezinden sorumlu gen kiimeleridir. PKS I, PKS Il
ve NRPS gen bolgeleri icin 6zel dizayn edilmis
primerlerle biyosentetik enzimlerin hizli ve dogru bir
sekilde belirlenmesi mimkiindir. Bu ¢alismada da
literatirde vyaygin kullanilan primerler tercih
edilmistir (Cizelge 1). izolatlarin 14 tanesi NRPS
genini tasimaktadir (Cizelge 2). 7 tanesi PKS-I gen
bolgesi ve 11 taneside PKS-Il gen bolgesini
icermektedir. izolatlarin 5 tanesinde ise ii¢ gen
bolgesi bir arada bulunmaktadir (Sekil 1 ve Cizelge
2).
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Cizelge 2. izolatlarin NRPS, PKS-I ve PKS-Il gen bélgelerinin PCR amlifikasyonu

No izolat kodu NRPS PKS-1 PKS-II
1 BIAY " ] .
2 B2BY 4 - +
3 B2KY + + +
4 H1BY 4 + ]
> H1KY 4 - +
6 H2AY + + +
7 GAIAY ] ] N
8 GA2AY + + ]
9 GA2KY 4 - +
10 NZ1AY + 4 +
11 NZ1KY 4 + +
12 NZ2BY 4 + +
13 SC1AY . ] )
14 SC1BY + ; ]
15 SC1KY 4 - +

NRPS, PKS-1 ve PKS-Il gen bélgelerinin dagilimi

14
12
10

o N B O

NRPS PKS-I PKS-II

B NRPS, PKS-I ve PKS-Il gen bolgelerinin dagilimi

Sekil 1. izolatlarin NRPS, PKS-I ve PKS-1l gen bélgelerinin dagilimi
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Tipta, tarimda ve biyokimyasal
arastirmalarda genis alandaki uygulamalara sahip,
biyolojik olarak aktif poliketid ve peptid bilesikleri,
tip | poliketid sentazlar (PKS-1) ve nonribozomal
peptid sentetazlar (NRPS) tarafindan sentezlenir.

Bu vyapisal olarak c¢esitli metabolitler,
antifungaller (6rnegin nistatin-poliketit), antitimor
ajanlar (6rnegin ansamitosin-poliketit, bleomisin-
hibrit poliketit peptit), antihelmintikler (6rnegin
avermektin-poliketit) ve immunosupressive ajanlar
(6rnegin rapamisin-poliketit ve FK506-poliketit) ve
diger antibiyotikler (6rnegin penisilinler-peptit,
vankomisin-peptit ve eritromisin-poliketit) arasinda
yer alir (Ayuso-Sacido ve Genilloud, 2005).

Corum cevresindeki yaylalardan elde edilen
15 aktinomisetin 14’Gnde NRPS, 7’sinde PKS-I ve 11
tanesinde de PKS-ll gen bdlgesinin olmasi bu
bolgeden elde edilen aktinomisetlerin sekonder
metabolit Giretme potansiyeli bakimindan oldukca
onemli oldugunu gostermektedir. NRPS ve PKS I-1I
gen bolgelerinin genomda bulunmasi aktif sekonder
metabolit  sentezini  kesin  gergeklestirecegi
anlamina gelmemektedir ancak bdyle bir sekonder
metabolit potansiyelinin var olabilecegi ile ilgili fikir
vermektedir. Daha sonraki ¢alismalarda bu gen
bolgelerinin detayli bir sekilde aydinlatiimasi ile yeni
sekonder metabolitlerin varligi belirlenebilir.
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