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Sakarya Nehir Sakarya Nehir Sedimentinden izole Edilen Aktinobakterilerin
Antimikrobiyal ve Bitki Gelisim Tesvik Edici Ozelliklerinin Belirlenmesi
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Oz

Biyoaktif bilesik iiretim potansiyeli yiiksek olan aktinobakteriler antibiyotik, antitimdr ajani, bitki gelisimini tesvik eden
faktorler ve enzimler iiretebilmektedirler. Yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi icin fakli ekstrem ortamlardan izolasyon
¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu ¢caligmada, Sakarya Nehir kaynaginin sedimentinden ilk kez aktinobakteri izolasyonu ve bu
bakterilerin iirettigi farkli bioaktif metabolitlerin varlig1 arastirlmigtir. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde Gram pozitif,
Gram negatif bakteriler, maya ve funguslar kullanilmustir. Izolatlarin azotu (N) fikse edebilme inorganik fosfati ¢ozebilme
yeteneklerine, indol asetik asit (IAA) iiretebilme ve kazeinaz aktivitelerine bakilmistir. 17 aktinobakteri izolatinin 16S
rDNA analizleri sonucunda, izolatlar Micromonospora sp., (14), Saccharomonospora sp. (2) ve Cellulomonas sp. (1)
olarak tanimlanmustir. Elde edilen sonuglarda, Micromonospora izolatlarinin Gram pozitif bakterilere, maya ve funguslara
kars1 etkin oldugu belirlenmistir. 12 izolatin N’u fikse edebildigi, 7 izolatin IAA {iretebildigi, 2 izolatin kazeinaz
aktivitesine sahip oldugu goriilmistiir. Antimikrobiyal 6zellikleri agisindan yiiksek aktiviteye sahip olanlarin iyi birer
farmasdtik aday olabilecegi ve bitki gelisimini tesvik edici potansiyele sahip izolatlarin da tarim alaninda biyogiibre olarak
kullanim potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, 16S rDNA dizi analizleri sonucunda 2 Micromonospora,
Saccharomonospora sp. ve Cellulomonas sp. Suslarinin yeni birer tiir olmasi s6z konusudur.

Anahtar Kelimeler: Aktinobakteriler, Antimikrobiyal aktivite, Bitki gelisimini tegvik 6zellikleri, 16S rDNA analizi

Determination of Antimicrobial and Plant Growth Promoting Properties of
Actinobacteria Isolated from Sakarya River Sediment

Abstract

Actinobacteria with high bioactive compound production potential can produce antibiotics, antitumor agents, factors that
promote plant growth and enzymes. Isolation studies from different extreme environments are carried out for the
discovery of new bioactive compounds. In this study, isolation of actinobacteria from the sediment of the headwaters of
the River Sakarya and screening of their different bioactive metabolites were firstly performed. Gram positive, Gram
negative bacteria, yeast and fungi were used in antimicrobial activity assay. The ability to (N) fix nitrogen, to dissolve
inorganic phosphate, to produce indole acetic acid (IAA), and caseinase activities of isolates were investigated. As a result
of 16S rDNA analysis of 17 actinobacteria isolates, the isolates were defined as Micromonospora sp., (14) as
Saccharomonospora sp. (2) and as Cellulomonas sp. (1). In the results obtained, it was revealed that Micromonospora
isolates have effective activity against Gram positive, yeast and fungi. 7 of the isolates could produce IAA and 12 of them
could fix N and while 2 of the isolates have caseinase activity. The results obtained demostrated that those with high
activity in terms of antimicrobial properties will can good pharmaceutical candidates. Isolates that have the potential to
stimulate plant growth are also thought to have the potential to be used as biofertilizers in agriculture. In addition, as a
result of 16S rDNA sequence analysis, it is possible that 2 Micromonospora sp., Saccharomonospora sp. and
Cellulomonas sp. strains are new species.

Keywords: Actinobacteria, Antimicrobial activity, Plant growth promoting, 16S rDNA analysis.
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1. Giris

Aktinobakteriler, genomlarinda yiliksek guanin ve sitozin (GC) igerigine sahip olan Gram-
pozitif bakterilerdir. Actinobacteria subesi, mevcut bakteri domaini igerisindeki en biiyiik
taksonomik birimlerden biridir (Ludwig ve ark., 2012). Aktinobakteriler, Streptomyces ve
Streptomyces disindakiler (nadir Aktinobakteriler) olarak iki ana gruba ayrilabilir. Bu
mikroorganizmalarin ¢ogunlugu hem karada hem de su (deniz dahil) ekosistemlerinde yaygin
olarak bulunan serbest yasayan organizmalardir (Macagnan ve ark., 2006).

Dogal bilesiklerin en Onemli kaynaklarindan biri aktinobakterilerdir ve bu grup
mikroorganizmalardan elde edilen bilesiklerin ise % 75’inin lreticisi Streptomyces cinsidir. Kalan %
25’lik kisimi ise nadir aktinobakterilerden elde edilmektedir (Baltz, 2006). Son yillarda artan
bakterilerdeki ¢oklu ilag¢ direngliligi ve dogal {irlinlerin biyoteknolojik kullanimlardaki artigi
nedeniyle yeni metabolit arayislarinda da artis meydana gelmistir (Ribeiro ve ark., 2020).
Streptomyces en ¢ok taranan ve dogal metabolit agisindan caligilan grup olmasi nedeniyle yeni elde
edilen Streptomyces izolatlarindan benzer metabolitlerin eldesi gergeklestirilebilmektedir. Bu
nedenle farkli aktinobakterilerin izolasyonuna ve metabolit taramasina yonelim artmigtir. Tarama
caligmalarinda en ¢ok toprak calisildigr i¢in deniz, gol ve nehir sedimenti (Guan ve ark., 2020;
Veyisoglu ve ark., 2020, Ozcan, 2019), endofitik bitki kok, govde ve yaprak dokulari (Ozdemir
Kogak, 2019), volkan krateri (Tapia-Vazquez ve ark., 2020) gibi farkli ekosistemlerden izolasyon
caligmalarinda artis meydana gelmistir. Jose ve Jha’nin deniz sedimentinden yaptiklart izolasyon
calismasinda  Glycomycetaceae, =~ Micromonosporaceae,  Nocardiaceae, Nocardiopsaceae,
Pseudonocardiaceae, Streptomycetaceae ve Thermomonosporaceae familyalarina ait aktinobakteri
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen nadir aktinobakteriler sekonder metabolit
biyosentezi acisindan incelenmis ve oldukga yiiksek potansiyele sahip olduklart belirlenmistir (Jose
ve Jha, 2017). Azman ve arkadaglarinin yaptig1 derleme ¢calismasinda da, sadece tropikal kiy1 bataklik
bolgesi rizosferinden, sedimentinden, toprak ya da bitkilerinden elde edilen Micromonospora,
Saccharomonospora, Actinomadura, Salinospora ve Jishengella gibi nadir aktinobakterilerin ve
onlardan elde edilen metabolitlerin lizerinde durulmustur (Azman ve ark., 2015).

Mikroorganizmalar bitki gelisimini dogrudan ya da dolayli yollarla tesvik edebilirler. Dogrudan
farkli fitohormon iiretimleri, fosfati ¢ozebilmeleri, N fikse edebilmeleri gibi 6zelliklerle saglarken
antifungal aktiviteleri ile hastaliklar1 inhibe ederek dolayli olarak etki gosterirler. Aktinobakteriler
urettikleri farkli dogal bilesikler sayesinde dogada bir ¢ok canli grubu ile simbiyotik iliski
kurabilmektedirler. Streptomyces spp. (Gong ve ark., 2018; Ozdemir Kogak, 2019), Micromonospora

endolithica (El-Tarabily ve ark., 2008), Cellulononas sp. (Glines ve ark., 2021) gibi aktinobakterin

bitkilerle olan simbiyotik iligkileri ve farkli bitkilerin gelisimini arttirici 6zellikleri {izerinde
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calismalar bulunmaktadir.

Bu ¢alismada, Sakarya Nehir kaynaginin dogdugu alandan alinan sedimentlerden aktinobakteri
izolasyonu ve sonrasinda elde edilen izolatlarin 16S rDNA gen bolgesi dizileme ¢aligmalar ile
molekiiler tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen izolatlar dogal metabolit varligi agisindan
incelenmistir. Bu izolatlarin antimikrobiyal aktivite ve bitki gesimini tesvik edici 6zellikleri (IAA,
inorganik fosfati ¢6zebilme, N fiksasyonu ve kazaeinaz aktivitesi) belirlenmistir. Bu calisma, Sakarya
Nehir kaynagun Aktinobakteri g¢esitliliginin belirlendigi ve elde edilen izolatlarin farkli

biyoteknolojik 6zelliklerinin incelendigi ilk ¢alismadir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Sedimentten Mikroorganizma Izolasyonu

Calisma kapsaminda Eskisehir ili'nin Cifteler il¢esi'nde bulunan Sakarya Nehri kaynaginin 4
farkli bolgesindenalinan sediment 6rnekleri konumlarina gére numaralandirilmis, steril cam

kavanozlara alinmis ve laboratuvara getirilerek izolasyon amaciyla kullanilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. izolasyon caligmast icin drneklerin alindig: bolgeler ve bazi dzellikleri

Orneklerin Sedimentin Alindig: Sedimentin Sedimentin
Kodlari Bolge Alindig1 Derinlik Alindig
Noktanin pH's1
S1 Giines gérmeyen bolge, 1 m 7.0
yosun kapli alan
S2 Az giinesli bolge 1.5-2 8.5
m
S3 Kiregli bolge 2m 9.0
S4 Kiregli bolge 4 m 8.5

Her bir sediment 6rneginden steril sartlar altinda 500 pl alinarak steril edilmis 4.5 mL ringer
sollisyonu igeren boncuklu tiiplere aktarilmistir. Dekontaminasyon islemleri sonrasinda seri
sulandirma yapilarak 10*%e kadar &rneklerin diliisyonlar1 hazirlanmistir (Sembiring, 2000;
Sivakumar, 2008).

Her bir diliisyondan 0.2 mL alinan ¢dzeltiler, siklohekzimid (50 pg mL™"), rifampisin (0.5 pg
mL") ve nalidiksik asit (10 mg mL™') ilaveli tripton yeast glukoz ekstrakt agar (TYGEA), yeast
malt agar (ISP 2), SM3 agar, nisasta kazein agar (SCA) ve glukoz maya malt ekstrakt agar
(GYMEA) yiizeyine inokiile edilmistir. Her bir diliisyon i¢in 2 plak hazirlanmstir. Inokiilasyonlu
plaklar, O, girisine izin verecek sekilde 30 °C'deki etiivde 6-8 hafta siireyle inkiibasyona
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birakilmustir.

Petrilerdeki aktinobakteri benzeri kolonileri belirleyebilmek icin makroskobik ve
mikroskobik (100x biiyiitme; ZEISS/Primo Star) incelemeler yapilmistir. Aktinobakteri ve benzeri

koloniler saflagtirilarak % 30 gliserol i¢ine aktarilmis ve -18 ° C'de stoklanmustir.

2.2. Genomik DNA izolasyonu, 16S rDNA Gen Bolgesinin Analizi

Aktinobakteri izolatlarmin genomik DNA’lar;; DNA Izolasyon Kiti (Invitrogen,USA)
kullanilarak elde edilmistir. 16S rDNA gen bolgesinin amplifikasyonu icin 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") ve 1525R (5'AAGGAGGTGWTCCARCC-3") primerleri
kullanilmistir (Ozdemir Kocak, 2019). 16S rDNA gen bodlgesinin baz dizileri MacroGen firmasi
tarafindan ABI 3730XL otomatik baz dizi cihazi ile belirlenmistir. Mega 7 (Kumar ve ark., 2016)
paket programi kullanilarak 5 farkli primerden elde edilen diziler birlestirilmis ve belirsiz
bolgelerin oldugu baz dizileri veri setinden uzaklastirilmistir. Elde edilen 16S rDNA baz dizilimi
verileri, Ez Taxon Server (https://www.ezbiocloud.net/) ve NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
sunucular1 kullanilarak analiz edilmistir. Ez Taxon Server kullanilarak en yakin akraba
organizmalarin fasta formatinda 16S rDNA gen dizileri elde edilmistir. Mega 7 programinda 16S
rDNA gen bolgesi baz dizilerinin ¢oklu hizalamasi sonrasinda filogenetik soy agaglar1 neighbor-
joining (Saitou ve Nei, 1987) algoritmasi ile uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu kullanilarak

olusturulmustur (Jukes ve Cantor, 1969).

2.3. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Calismada, 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 (4. parasiticus NRLL 465, Fusarium sp.) kullanilmistir.
Aktinobakteri suslarin antibiyotik ilavesiz modifiye edilmis Bennett’s Agar (Jones, 1949)
ylizeyine inokiilasyonu, nokta ekim yontemi ile yapilmistir (Williams ve Cavanaugh, 1983).
Inokiilasyonlu plaklar, 28 °C’de 2 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Gelisen koloniler
iizerine, 3-5 ml’lik kloroform dokiilmiis ve kloroformun buharlasmasi igin beklenilmistir. Olii
koloniler lizerine nutrient broth igerisinde 1-2 giin siireyle gelisen patojen test organizmalar1 yayma
plak yontemiyle inokiile edilmistir. 28 °C 1 giinliik inkiibasyondan sonra koloni ¢evresinde test

patojenlerine karsi olusan inhibisyon zonlar1 kumpas ile dl¢iilerek kaydedilmistir.


http://www.ezbiocloud.net/)
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2.4. Aktinobakteri izolatlarimin Bitki Gelisim Aktiviteleri

Izolatlar, indol asetik asit (IAA) varligi, serbest azotu (N) fikse edebilme yetenegi, inorganik
fosfat1 ¢ozebilme yetenekleri ve kazeinaz aktiviteleri yoniinden incelenmistir. Test izolatlari, indol
asetik asit tayini i¢in 100 mg / L L-triptofan eklenmis Luria-Bertani (LB) broth'ta gelistirilmistir.
Kontrol grubunda ise triptofansiz LB broth kullanilmistir. Suslar karanlikta 30 °C' de 7 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda, kiiltiirler 10.000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilerek elde edilen 1
mL siipernatanta 2 mL Salkowski ¢6zeltisinden (2 mL FeCl3 (% 1.35), 49 mL su ve 49 mL% 60 (v /
v) perklorik asit) ilave edilmis ve 30 dakika karanlikta bekletilmistir (Gordon ve Weber, 1951).
Pembe renk olusumu TAA iiretimini agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

Izolatlarin N fiksasyon yetenekleri hazirlanan nitrojensiz ortamda biiyiiyebilme 6zelliklerine
gore belirlenmistir. izolatlar, 10 mL yar1 kat1 agar (% 1 Maya Karbon Baz ve% 1 Noble Agar) igeren
test tiiplerinin i¢ine inokiile edilmis ve karanlikta 28 °C'de 3 hafta inkiibe edilmistir. (NH4) 2SO4 (2
g L~ 1) eklenen yar1 kat1 agar, pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Trujillo ve ark., 2010).

Isolatlarin kazeinaz aktivitesi niitrient agar ve skim milk agar kullanilarak Kazanas’in modifiye
edilen prosediiriine gore belirlenmistir. Izolatlar bu ortamlara nokta inokiilasyon yéntemi ile ekilmis
ve 3 giin 37 °C’de inkiibe edilmistir. izolatlarin aktivitesi agik zon olusumu ile belirlenmistir
(Kazanas, 1968).

Inorganik fosfatin ¢oziiniirliigii, Ulusal Botanik Arastirma Enstitiileri fosfat-bromofenol mavisi
(NBRIPBPB) ortaminda (Nautiyal, 1999) yetistirilen test suslarinin kiiltiirlerinde incelenmistir. 30
°C'de 7 giinliik bir inkiibasyon periyodunu takiben fosfati ¢6zlindiiren kolonilerde, berrak zon bdlgesi

olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Sakarya Nehri'nin dogdugu kaynaktan toplanan sedimentlerden mikroorganizma izolasyonu
segici besiyerleri ve farkli antibiyotikler kullanilarak gercgeklestirilmistir. Sediment Ornekleri
antibiyotik ilaveli tripton maya glukoz ekstrakt agar, ISP 2 agar, SM3 agar, SC agar ve glukoz maya
malt ekstrakt agar ylizeyine inokiile edilmistir.

6-8 hafta inokiilasyona tabi tutulan sediment 6rneklerinden GYME besiyeriden 4 izolat, SM3
besiyeriden 13 izolat olmak iizere toplamda 17 mikroorganizma elde edilmistir. Izole edilen 17
izolatin 14 tanesinin Micromonospora cinsi ile, 2 tanesinin Saccharomonospora cinsi ve 1 tanesinin
Cellulomonas cinsi ile iliskili oldugu belirlenmistir. Sedimentten yapilan Aktinobakteri
izolasyonunda SM3 besiyeri en uygun besiyeri olarak goriiliirken ISP 2, TYGE agar ve SC agarin

kullannminin uygun olmadigi belirlenmistir. Bizim c¢alismamizda SC agar ile izolasyon
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gerceklestirilememesine ragmen Ozcan’in (2019) yapmis oldugu ¢alismada bu besiyeri kullanilmis
ve Aktinobakteri izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu farkliligin nedeni, Ozcan’in galismasinda gol
sedimenti kullanmasi ya da kullanilan inhibisyon ajanlarinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Aktinobakteriler; en yaygin olarak toprakta bulunmaktadirlar. Toprak disinda deniz, gol,
nehir, magrove sedimenti (Baskaran ve ark., 2011; Arango ve ark., 2018; Ozcan, 2019), krater
cevresi (Tapia-Vazquez ve ark., 2020), endofitik bitkilerin kdk, gévde ve yaprak kisimlari
(Ozdemir Kogak, 2019), insan ve hayvan bagirsag (Barka ve ark., 2016) veya aktif camur (Seviour
ve ark., 2008) gibi oldukga farkli alanlardanda yasayabildikleri belirlenmistir. Tatli su nehir
kaynagindan izolasyon ve aktif metabolit ¢calismalar1 da bulunmaktadir (Zothanpuia ve ark., 2018;
Arango ve ark., 2018).

Sediment izolasyonu sonucu makroskobik ve mikroskobik goriintiilerine gore segilen 17
izolatin 16S rDNA gen bolgesi analizleri ve antimikrobiyal aktiviteleri ile birlikte baz1 bitki gelisim

tesvik testleri uygulanmistir.

3.1. 16S rDNA Gen Bolgesinin PCR Amplifikasyonu

Calismada elde edilen 17 Aktinobakteri benzeri izolatin taksonomik posizyonu 16S rDNA
gen dizisi analizleri ile belirlendi. Her izolatin 16S rDNA gen dizisi EzBioCloud ve NCBI web
sunucularindaki veritabanlari ile karsilagtirildi. Test izolatlarinin 16S rDNA gen bolgesi baz dizi
analizi sonuglarina gore S2S24 izolatinin Cellulomonas cins iiyesi oldugu ve % 98.6 benzerlik
oraniyla Cellulomonas aerilata'ya komsu oldugu belirlenmistir. Cellulomonas sp. S2S24 susunun
en yakin akraba tip tlriine 19 niikleotid farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 1).
Cellulomonas cinsi iiyesi olan S2S24 izolatinin yiiksek niikleotit farkliliga sahip olmasi nedeniyle
olast yeni tiir adayidir. 2019 yilinda tanimlanan Cellulomonas algicola tath su alginden izole

edilen yeni bir tiirdiir (Yamamura ve ark., 2019).

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 ile yakin iligkili oldugu ve 6-130 niikleotid
farkliliga sahip olduklar1 belirlenmistir. Micromonospora sp. S3S31, Micromonospora sp. S1S34,
Micromonospora sp. S1S33 ve Micromonospora sp. S1S31 izolatlarinin % 99.1 - 99.4 oranlarinda
M. spongicola ile yakin iligkili oldugu ve 11-13 niikleotid farkliliga sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Micromonospora sp. S1G21 izolatinin % 99.6 oraninda M. ureilytica ile yakin iliskili

oldugu ve 6 nikleotid farkliliga sahip oldugu belirlenmistir. Micromonospora sp. S2G33,
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Micromonospora sp. S2G34 ve Micromonospora sp. S2G35 izolatlarinin % 99.4-99.9 oranlarinda
M. vinacea ile yakin iliskili oldugu ve 2-8 niikleotid farkliliga sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil
2). 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. S1S32, S3S31 ve S1S33 izolatlarinin
Micromonospora spongicola S3-17 susu ile sirasiyla % 99.2 benzerlik ve 11 niikleotid farkliligs,
% 99.2 benzerlik ve 12 niikleotid farkliligi, % 99.1 benzerlik ve 13 niikleotid farkliligi oldugu
belirlenmistir. Niikleotid farkliliklar1 gbz oniine alindiginda s6z konusu izolatlarin yeni tiir aday1
olarak degerlendirilmeleri gerektigi belirlenmistir. Daha ¢ok nehir sedimentinden tanimlanan
Micromonospora tiirleri (Phongsopitanun ve ark., 2015; Phongsopitanun ve ark., 2016; Veyisoglu
ve ark., 2020) mevcut olsa da nehir sedimentinden izole edilmis olan Micromonospora

fluminis (Pozo ve ark., 2020) tiirii de bulunmaktadir.

Saccharomonospora sp. S2S821 ve S2S41 izolatlarmin  9%98.7-98.8  oraninda
Saccharomonospora azurea'a komsu oldugu ve 15-17 niikleotid farkliligi oldugu belirlenmistir
(Sekil 3). Saccharomonospora cinsi iiyesi oldugu belirlenen S1S41 ve S2S21 izolatlarinin
aralarinda 3 niikleotid farklilig1 bulunmaktadir ve ayn1 morfolojik karakterlere sahip olan bu iki
izolatin yeni tiir olma ihtimali bulunmaktadir. Giiniimiizde 16 tiirli bulunan bu cins iiyelerinin gogu
topraktan izole edilmistir. Deniz (Liu ve ark., 2010; Veyisoglu ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2013),
gol (Li ve ark., 2016 ) ve balik havuzu sedimentinden (Tseng ve ark., 2018) elde edilerek
tanimlanan tiirleri bulunmaktadir. Literatiirde heniiz bu cinse ait tatli su veya nehir sedimentinden

elde edilerek tanimlanan bir tir bulunmamaktadir.
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C. cellasea DSM 20118T (X83804)

r C. chitinilytica X.bu-b™ (AB268586)
]L( C. fimi ATCC 484T (CP002666)
1000 C. biazotea DSM 201127 (X83802)

99’— C. pakistanensis JCM 18755 (BBHV01000063)

TL C. denverensis W6929T (AY501362)

C. carbonis T26" (HQ702749)
L
IOdi C. bogoriensis 69B4T (AXCZ01000188)

Cellulomonas sp. S2S24
—

99\— C. aerilata 5420S-23" (EU560979)

L C. marina FXJ8.089T (JF346422)

Actinomyces sp. CCUG 417087 (AJ249326)

0.020

Sekil 1. Cellulomonas cinsine ait test organizmalari ve tip tlirlerinin 16S rDNA baz dizi analizine
dayal1 neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci. Dis grup olarak Actinomyces
sp. CCUG 41708" (AJ249326) kullanilmustir.
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Micromonospora sp. S2G33

72
62

Micromonospora sp. S1G34
Micromonospora sp. S2G35
"Micromonospora sp. S1G21

M.vinacea GUI63T (FN658651)
M.jinlongensis NEAU-GRX 11T (KC134254)
M.zamorensis DSM 45600" (LT607755)
M.zeae NEAU-gq9 T (KC287242)
M.saelicesensis Lupac 097 (AJ783993)
M.ureilytica GUI23" (FN658641)
M.noduli GUI43" (FN658649)
M.profundi DS3010T (KF494813)
M.chokoriensis DSM 45160"LT607409)
M. luteifusca GUI2" (FN658633)
M.nickelidurans K55" (HQ174560)
M.peucetia DSM 43363" (FMIC01000002)
M.halotolerans CR18" (FN658652)

M.tulbaghiae DSM 45142 jgi." (1058868)
M.coriariae DSM 44875 (LT607412)
M.endolithica DSM 44398" (AJ560635)
M.inositola DSM 43819" (LT607754)
M.terminaliae TMS7" (KX394339)

.eburnea DSM 44814 (FMHY01000002)
M.narathiwatensis DSM 452487 (LT594324)
M.nigra DSM 438187 (FMHT01000003)
M.spongicola S3-17 (AB645957)
Micromonospora sp. S3S31

78

51

Micromonospora sp. S1S31
Micromonospora sp. S1S33

88 Micromonospora sp. S1S34

M.chaiyaphumensis DSM 45246 jgi." (1058876)

M.auratinigra DSM 448157 (LT594323)
M.endophytica DCWR9-8-2" (AB981049)

M.yangpuensis DSM 45577 (FMIA01000002)
B M fluostatini PWB-003T (LC033898)

M.pallida DSM 438177 (FMHW01000002)
M.echinospora DSM 43816" (LT607413)

76 M.inyonensis DSM 46123T (FMHU01000001)
M.equina Y22 (JF912511)

M.olivasterospora DSM 43868" (X92613)
_|:M. rhizosphaerae DSM 454317 (FMHV01000002)
] M.polyrhachis NEAU-yem2T (KC139400 )
M.sonneratiae 2747457 (JQ619535)

M.pisi GUI 15T (AM944497)
M.pattaloongensis DSM 45245 jgi." (1107896)
Micromonospora sp. S2831

M.ovatispora 2701SIM06" (JQ836686)
Micromonospora sp. S2522

b1

Micromonospora sp. S2S23
Micromonospora sp. S1S21
Micromonospora sp. S1S23

Micromonospora sp. S1S35
Streptomyces coelicolor (Y0041)

Sekil 2. Micromonospora vinacea tiri ile iligkili test organizmalari ve tip tiirlerinin 16S rDNA baz dizi
analizine dayal1 neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci. Dis grup olarak
Streptomyces coelicolor Y00411 kullanilmugtir.
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100 | Saccharomonospora sp. S2S21
06 Saccharomonospora sp. S1S41
S. azurea NA-128T (AGIU02000033)
S. xinjiangensis XJ-54T (JH636049)
L 5 cyanea NA-134T (CM001440)
S. viridis DSM 430177 (CP001683)
S. glauca K62 (AGJ101000003)
’7 S. xiaoerkulensis TRM 414957 (KU511278)
—— S. oceani YIM M11168T (KC768771)
73 [ S. marina XMU15T (CM001439)
100~ S. amisosensis DS3030T (JN989292)
S. saliphila YIM 905027 (AICY01000180)
S. paurometabolica YIM 90007 (AGIT01000102)

100 g halophila 8T (AICX01000084)
Amycolatopsis halophila YIM 932237 (FJ606836)

70

52

73

0.0050

Sekil 3. Saccharomonospora cinsine ait test organizmalari ve tip tilirlerinin 16S rDNA baz dizi analizine
dayal1 neighbour-joining (Saitou ve Nei, 1987) filogenetik soyagaci. Dis grup olarak Amycolatopsis
halophila YIM 93223" (FJ606836) kullanilmustir.

3.2. Antimikrobiyal Test Sonuclar

Test izolatlarinin antimikrobiyal etkisi farkli patojen mikroorganizmalar kullanilarak
belirlenmistir. S3S31 Micromonospora sp. izolatinin 5 patojene karsi (S. aureus, B. subtilis, C.
albicans, S.cerevisiae ve Fusarium sp.) etkili inhibisyon zonu verdigi belirlenmistir. S1S23
izolatinin 3 patojene karsi (S. aureus, C. albicans ve S. cerevisiae) etkili inhibisyon zonu verdigi,
S1S21 izolatinin 2 patojene kars1 (C. albicans ve S. cerevisiae) etkili inhibisyon zonu verdigi ve
S2G33 izolatinin da 2 patojene karsi (E. coli ve S. cerevisiae) etkili inhibisyon zonu olusturdugu
tespit edilmistir. Micromonospora sp. ile iliskili olan 5 organizma ise sadece 1 patojene kars1 etkili
inhibisyon zonu vermislerdir. Bu izolatlardan S2G33 izolat1 E. coli’yi 30 mm zon olusturarak
inhibe etmistir. S1G34 izolat1 da A. parasiticus™n 20 mm zon ¢ap1 olusturmustur. Test sonuclari
degerlendirildiginde, test edilen 17 organizmadan 7 tanesinin higbir patojene karsi etkisinin
olmadig1 gozlenmistir. En yiiksek inhibisyon zonunu S3S31 izolat1 S. cerevisiae (35 mm) lizerinde
olusturmustur (Tablo 2). Yapilan analizler sonucu Cellulomonas cinsi ile iliskilendirilen S2S24
izolatinin higbir patojene karsi etki gostermedigi belirlenmistir. Micromonospora cinsi arasinda en

yiiksek inhibisyon zonu veren izolat M. spongicola ile iligskilendirilmis olan S3S31 ve en diisiik
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inhibisyon zonu verenler M. ovatispora ile iligkili olan S1S21, S2S23 ve S1S23 izolatlaridir.
Micromonospora cinsine ait izolatlardan S2G33 kodlu izolat disindakiler Gram negatif (E. coli, 30
mm) patojenlere etki gdstermemis olup daha ¢cok Gram pozitif bakterilere, maya ve funguslara
etkileri gorilmiistir.

Metisilin veya rifamsin direngli organizma gruplariin artmasi ve alternatif antimikrobiyal
ilag arayislarindaki talebin artis1 nedeniyle mikroorganizmalardan sekonder metabolit taramasi
giincelligini korumaktadir. Tiim mikrobiyal metabolitlerin % 45’1 filamentli aktinobakteriler
tarafindan iiretilmektedir. 10.000’den fazla biyoaktif bilesigin 7600’1 (%75) Streptomyces ve 2500
metabolit ise Micromonospora, Actinomadura, Nocardia ve Streptoverticillium gibi nadir
aktinobakteriler tarafindan iiretilmektedir (Berdy, 2005). Ozellikle toprak disindaki ekstrem
ortamlardan nadir aktinomisetlerin yeni selektif izolasyon teknikleri ve nadir aktinobakterileri
tarama c¢alismalar1 yeni ve faydali biyoaktif bilesiklerin kesfine olanak saglamaktadir (Azman ve
ark., 2015; Gértner ve ark., 2016). Metisilin direncgli S. aureus’a kars: etkili olan rifamycinS ve
rifamycinS'in geometrik izomeri Micromonospora rifamycinica AM105 susundan elde edilmistir.
Benzer sekilde Micromonospora izolasyonu ve biyoaktif bilesik taramalart bir¢ok calismanin
konusu olmustur (Phongsopitanun ve ark., 2015; Ichiwaki ve ark., 2017; Veysioglu ve ark., 2020).
Yaptigimiz izolasyon caligmasi ile de olasi yeni tiirlerin yaninda antimikrobiyal etkinlige sahip
suslarda elde edilmistir. Ozellikle Micromonospora suslarinin Gram negatif organizmalardan
ziyade Gram pozitif bakterilere, maya ve funguslar tizerine etki gdsterdigi ve bu sonuglarin literatiir
ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Karabi ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, Cellulomonas cinsi
iiyelerinin izolasyonu yapilmis ve elde edilen izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri calisilmistir.
Elde edilen sonuglarda test edilen izolatlarin farkli patojenlere karsi etkin oldugunu belirlemislerdir
(Karabi ve ark., 2016). Fakat yaptigimiz ¢alismada Cellulomonas susunun kullanilan test
patojenlerine karsi etkin olmadigi belirlenmistir. Saccharomonospora sp. iiyelerinin antimikrobiyal
etkinliginin belirlendigi bir calismada da Gram pozitif ve mantarlardan ziyade izolatlarin gram
negatif patojenlere etkin oldugu belirlenmistir. Calismamizda elde edilen iki Saccharomonospora
sp. susundan S1S41 kodlu olan organizmanin higbir patojene etki etmedigi S2S21 kodlu
organizmanin ise C. albicans ve S. cerevisiae’a etki gosterdigi belirlenmistir. Literatiirdeki
taramalardan farkli sonuglar elde edilmesi Saccharomonospora sp. suglarimizin olasi yeni birer tiir
olma ihtimalini arttirmaktadir. Benzer sekilde farkli caligmalarla ticari 6nemi yiliksek pek ¢ok
metabolit kesfide yapilmistir (Huang ve ark., 2008, Kyeremeh ve ark., 2014; Williams ve ark.,
2017; Le ve ark., 2017; Ibrahim ve ark., 2017, Ribeiro ve ark., 2020).
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Tablo 2. Test izolatlarinin antibakteriyel ve antifungal aktivite sonuglari

E.coli P. S. B. C. S. A. Fusarium
vulgaris aureus subtilis albicans cerevisiae parasiticus sp.
S2821 -- --- --- --- 10 30 mm --- ---
- mm
S3S31 -- - 13 20mm 26 35 mm - 30 mm
- mm mm
S1S33 - --- --- --- --- --- --- ---
S1S34 - --- --- --- --- --- --- ---
S1S35 - --- --- --- --- --- --- ---
S2S24 - --- --- --- --- --- --- ---
S1G34 -- --- --- --- --- --- 20 mm ---
S1G21 - --- --- --- --- --- --- ---
S1S31 - - - - - 25 mm - -
S1S23 - -— 20 - 10 25 mm --- ---
- mm mm
S2G33 30 mm --- --- --- --- 22 mm --- ---
S2823 -- --- --- --- --- 10 mm --- ---
S2G35 -- --- --- --- --- 18 mm --- ---
S1S41 - --- --- --- --- --- --- ---
S2S822 - --- --- --- --- --- --- ---
S2S831 - --- --- --- 14 --- --- ---
- mm
S1821 - --- --- --- --- --- --- ---

3. 3. Aktinobakteri izolatlarinin Bitki Gelisim Aktiviteleri

Sakarya nehir sedimentinden izole edilmis olan Aktinobakteri izolatlarinin bitki gelisim tesvik
ozellikleri incelenmis ve Tablo 3’te verilmistir. IAA testinde Saccharomonospora sp. S1S41,
Micromonospora suglarindan S2G33, S1S21, S1S33, S2G35, S1S35 ve S2S23 pembe renk olusumu
ile pozitif sonug vermistir. Diger Aktinobakteri suslarinin ise IAA iiretim kapasitelerinin olmadigi
belirlenmistir.

N’u fikse edebilme Ozellikleri acisindan Aktinobakteri suslarinin Saccharomonospora sp.
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S1S41, Micromonospora sp. S1S21, Micromonospora sp. S1G21, Micromonospora sp. S1S35 ve
Cellulomonas sp. S2S24 haricinde hepsinin pozitif sonu¢ verdigi belirlenmistir. Bu suslar icinde
S1S23 susunun zayif pozitif oldugu tespit edilmistir.

Kazeinaz aktivitesi gosteren Micromonospora sp. S2G33 ve Micromonospora sp. S1S21 suslari
disinda diger suslar negatif sonu¢ vermistir. inorganik fosfat1 ¢ozebilme yeteneginin hicbir susta

olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 3).

Tablo 3. Aktinobakteri suslarinin bitki gelisim tesvik edici 6zellikleri

Izolat Kodu Azok Fiksasyonu TAA Testi Kazeinaz Testi Fosfat Cozebilme
S1S41
S2G33
S3S31
S1S21
S1S33
S1G34
S1S34
S1G21
S1S34
S1S31
S2G35
S1S35
S2S21 s = = --
52523 + + -- --
S1S23 + (zayif) -- -- --
S2822 + - - -
52524 - -- -- --

+: Pozitif sonug; -: Negatif sonug; --: Organizma gelisim gdstermedi.

+ _

|+

|+ 4]
1
1
1

|+ 4]
1
1
1

_|_

Mikroorganizmalarin bitki gelisim tesvik edici 6zellikleri ile ilgili ¢caligmalarin ¢ogunlugu
toprak yada rizosfer bakterileri {izerinedir (Sathya ve ark., 2017; Ozdemir Kogak., 2019). Wang ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada su altindaki makrofitlerin rizosferinden Bacillus ve Staphylococcus
suslarinin izolasyonu ve bunlarin yiiksek tortu organik madde yiikii altinda Vallisneria natans
iizerindeki bliylimesini tesvik edici etkisi incelenmistir (Wang ve ark., 2021). Go6l restrasyonu ve
ekosistem yenilenmesinde dnemli olan makrafitlerin gelisimini arttirilmasi hedeflenen bu ¢alismada
diger toprak ve rizosfer ¢aligmalarindan farkli olarak su altindaki makrofit kdoklerinden bakteri
izolasyonu yapilmistir. Son donemde krater ¢evresi ve Morocco gibi ekstrem ortamlardan izolasyon
ve bu ortamlardan izole edilen mikroorganizmalarin bitki gelisimi tesvik 6zelliklerini incelemeye
yonelik caligmalarda yapilmistir (Nafis ve ark., 2019; Tapia-Vazquez ve ark., 2020). Farkli
mikroorganizma gruplarinin bitki gelisim tegvik 6zellikleri lizerine birgok ¢alisma bulunmaktadir (de
Souza ve ark., 2015).

Ancak literatiir taramasinda sedimentten elde edilen izolatlarin bitki gelisimini tesvik 6zellikleri

iizerine herhangi bir ¢galismanin olmadig1 belirlenmistir. Bu nedenle ilk kez bu ¢calisma ile sedimentten



Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 11(1), 239-256, 2021 252

izole edilen suslarin bitki gelisimini tesvik edici 6zellikleri incelenmistir. Yapilan testler sonucunda
N fiksasyonu agisindan Micromonospora suslarinin etkin oldugu, Saccharomonospora suslarindan
S1S41 negatifken S2S21’°in pozitif oldugu belirlenmistir. IAA testinde ise 6 Micromonospora susu
ile S1S41 Saccharomonospora susu pozitif sonu¢ vermistir. Kazeinaz test sonucglarinda 2
Micromonospora susunun pozitif sonu¢ verdigi belirlenmistir. Higbir izolatin inorganik fosfati
cozebilme yetenegine sahip olmadigi belirlenmistir. N fiksasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda
Micromonospora cins iiyelerinin N fikse edebilme yeteneklerinin oldugu belirtilmis ve elde ettigimiz
sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu gozlenmistir (Trujillo ve ark., 2010 ). Streptomyces,
Arthrobacter, Rhodococcus and Micromonospora cinslerine ait {iyelerin Inorganik fosfat1 ¢cdzebilme
yetenegi oldugu literatiirde belirtilmistir (Nafis ve ark., 2019). Bununla birlikte, deniz veya kurak
ortamlardan izole edilen aktinobakterilerin P-¢6ziindiirme etkinligi konusunda ¢ok sinirli aragtirma
yapilmistir. IAA {iretimi agisindan Actinomyces sp., Frankia sp., Nocardia sp., ve Streptomyces
spp.’lerin olduke¢a etkin oldugu bilinmektedir (Wani ve Gopalakrishnan, 2019). Sediment veya sucul
ortamlardan elde edilen aktinobakteilerin IAA iiretimi ve kazeinaz aktivitesi ilizerine yapilmis
calisilmaya rastlanilmamistir. Bu agidan elde edilen sonuglar ilk kez literatlire kazandirilmasi

acgisindan oldukc¢a onemlidir.

4. Sonuclar ve Oneriler

Nadir aktinomiset taramalarinda 6zellikle son donemde toprak ve rizosfer digindaki alanlarin
tercih edilmesi nedeniyle bu c¢alismada, farkli bir ortam olan nehir sedimenti kullanilmistir.
Aktinomiset c¢esitliligini belirleyebilmek amaciyla da selektif ajanlar ve segici ortamlar
kullanilmigtir. Nadir aktinomiset eldesinde SM3 ortaminin daha basarili oldugu ve farkli
caligmalarda da kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir. Izolatlarin molekiiler tanimlamasinda 16S
rDNA dizi analizleri kullanilmistir. Elde edilen sonug¢lardan S2S24 Cellumonas sp. (19 nt
farklilig1), S2S21 Saccharomonospora sp. (17 nt farklilig1) ile S1S33 ve S1G21 Micromonospora
sp. (13-15 nt farklilig1) suslarinin yeni birer tiir olabilecegi belirlenmistir. Bu suslar, niimerik,
kemotaksonomik ve genomik analizlerinin tamamlanmasinin ardindan yeni birer tiir olarak
literatiire kazandirilacaktir. Bioaktif bilesik yoniinden yiiksek aktiviteye sahip olan S1S23, S2G33,
S3S31 ve S1G34 suslarin etken maddelerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin yapilmasi
hedeflenmektedir. Bitki gelisimini tesvik edici 6zelliklere sahip olan S1S21, S1S33, S2G33,
S1S41, S2G35ve S2S23 kodlu suslarin bitkilerdeki etkilerinin belirlenmesi diisiiniilmektedir.
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proje ile desteklenmistir.

Yazarlarin Katkisi

Tilim yazarlar ¢alismaya esit katkida bulunmustur.

Cikar Catismas1 Beyani

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyam

Yapilan ¢caligmada arastirma ve yayin etigine uyulmustur.

Kaynaklar

Arango, C., Acosta-Gonzalez, A., Parra-Giraldo, C.M., Sanchez-Quitian, Z.A., Kerr, R., and Diaz, L.E.,
(2018). Characterization of Actinobacterial Communities from Arauca River Sediments (Colombia)
Reveals Antimicrobial Potential Presented in Low Abundant Isolates. The Open Microbiology Journal,
12, 181-194.

Azman, A. S., Othman, 1., S Velu, S., Chan, K. G., and Lee, L. H., (2015). Mangrove rare actinobacteria:
taxonomy, natural compound, and discovery of bioactivity. Frontiers in Microbiology, 6, 856.
Bacteriology", 2nd ed., Vol. 5, Parts A and B.

Baltz, R., (2007). Antimicrobials from actinomycetes: Back to Future. Microbe. 2, 125-131.

Barka, E. A., Vatsa, P., Sanchez, L., Gaveau-Vaillant, N., Jacquard, C., Klenk, H.P., Clément, C., Ouhdouch,
Y., and van Wezel, G.P., (2016). Taxonomy, Physiology, and Natural Products of Actinobacteria.
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 80(1), 1-43

Baskaran, R., Vijayakumar, R., and Mohan, P. M., (2011). Enrichment method for the isolation of bioactive
actinomycetes from mangrove sediments of Andaman Islands, India. Malays Journal
Microbiology, 7(1), 26-32.

Berdy, J., (2005). Bioactive microbial metabolites. The Journal of antibiotics, 58(1), 1-26.

de Souza, R. D., Ambrosini, A., and Passaglia, L. M., (2015). Plant growth-promoting bacteria as
inoculants in agricultural soils. Genetics and Molecular Biology, 38(4), 401-419.

El-Tarabily, K. A., Nassar, A. H., and Sivasithamparam, K., (2008). Promotion of growth of bean (Phaseolus
vulgaris L.) in a calcareous soil by a phosphate-solubilizing, rhizosphere-competent isolate of
Micromonospora endolithica. Applied soil ecology, 39(2), 161-171.

Girtner, A., Wiese, J., and Imhoff, J. F., (2016). Diversity of Micromonospora strains from the deep
Mediterranean Sea and their potential to produce bioactive compounds. AIMS Microbiology, 2(2), 205-
221.

Gong, Y., Bai, J. L., Yang, H. T., Zhang, W. D., and Xiong, Y.W. et al., (2018). Phylogenetic diversity and
investigation of plant growthpromoting traits of actinobacteria in coastal salt marsh plant rhizospheres
from Jiangsu, China. Systematic and Applied Microbiology, 41, 516-527.


https://mmbr.asm.org/

Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 11(1), 239-256, 2021 254

Gordon, S. A., and Weber, R. P., (1951). Colorimetric estimation of indoleacetic acid. Plant Physiology, 26(1),
192.

Guan, T. W., Lin, Y. J., Ou, M. Y., and Chen, K. B., (2020). Isolation and diversity of sediment bacteria in the
hypersaline aiding lake, China. PloS one, 15(7), €0236006.

Giines, A., Yildirim , E., Turan , M., Kotan , R., Ekinci , M., and Argin, S., (2021). Amino Acid and Hormone
Content of Plant Growth-Promoting Rhizobacteria Grown in Drought Stress Created by PEG6000.
Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi, 21, 95-112.

Huang, C. Y., Roessner, U., Eickmeier, 1., Genc, Y., Callahan, D. L., Shirley, N., and Bacic, A., et
al., (2008). Metabolite profiling reveals distinct changes in carbon and nitrogen metabolism
in phosphate-deficient barley plants (Hordeum vulgare L.). Plant and Cell Physiology, 49(5),
691-703.

Ibrahim, S., (2017). Isolation, identification and antibiosis efficacy of marine thermophilic
actinomycetes. Egyptian Journal of Microbiology, 52(1), 113-128.

Ichiwaki, S., Costa, A. C,, Silva, E. G., Rada, L. R., Lima, F. R., Ortiz-Vera, M. P., and Padilla, G., et al.,
(2017). Genome sequence of Micromonospora sp. NBS 11-29, an antibiotic and hydrolytic enzyme
producer, isolated from river sediment in Brazil. Genome announcements, 5(28). €00552-17.

Jones, K. L., (1949). Fresh isolates of actinomycetes in which the presence of sporogenous aerial mycelia is a
fluctuating characteristic. Journal of Bacteriology, 57,141-145.

Jose, P. A., and Jha, B., (2017). Intertidal marine sediment harbours Actinobacteria with promising bioactive
and biosynthetic potential, Scientific Reports, 7(1), 1-15.

Jukes T. H., and Cantor C. R., (1969). Evolution of protein molecules, Mammalian Protein Metabolism, in
Munro, R.E., ed, Academic Press, New York, pp. 21-132

Karabi, B., Dipak, P., and Sankar, N. S., (2016). Marine bacteria: a potential tool for antibacterial
activity. Journal Applied Environment. Microbiolology, 4, 25-29.

Kazanas, N., (1968). Proteolytic activity of microorganisms isolated from freshwater fish. Applied
Microbiology, 16(1), 128-132.

Kumar, S., Stecher, G., and Tamura, K., (2016). MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version
7.0 for bigger datasets. Molecular Biology and Evolution, 33, 1870-1874.

Kyeremeh, K., Acquah, K. S., Sazak, A., Houssen, W., Tabudravu, J., Deng, H., and Jaspars, M.,
(2014). Butremycin, the 3-hydroxyl derivative of ikarugamycin and a protonated aromatic
tautomer of 5'-methylthioinosine from a Ghanaian Micromonospora sp. K310. Marine
Drugs, 12(2), 999-1012.

Le, T.C., Yim, C. Y., Park, S., Katila, N., Yang, 1., Song, M. C., and Fenical, W., et al., (2017). Lodopyridones
B and C from a marine sediment-derived bacterium Saccharomonospora sp. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 27(14), 3123-3126.

Li, D., Chen, Z. J., Luo, X. X., Xia, Z. F., Wan, C. X., and Zhang, L. L., (2016). Saccharomonospora
xiaoerkulensis sp. nov., isolated from lake sediment. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 66(12), 5145-5149.

Liu, W., Shen, X., Liu, C., and Su, Y. C., (2010). Vibrio parahaemolyticus in granulated ark shell clam
(Tegillarca granosas): accumulation from water and survival during cold storage and thermal
process. International Journal of Food Science & Technology, 45(4), 670-675.

Ludwig, W., Euzéby, J., Schumann, P., Buss, H.J., Trujillo, M.E., Kédmpfer, P. and Whiteman,
W.B., (2012). Road map of the phylum Actinobacteria, p 1-28., In Goodfellow M, Kampfer
P, Busse HJ, Trujillo ME, Suzuki KI, Ludwig W, WhitmanWB(ed), Bergey’s
manual of systematic bacteriology, vol 5.Springer-Verlag, New York,

Macagnan, D., Romeiro, R. D. S., de Souza, J. T. and Pomella, A. W. V., (2006). Isolation of
actinomycetes and endospore-forming bacteria from the cacao pod surface and their
antagonistic activity against the witches’ broom and black pod pathogens, Phytoparasitica,
3:122-132.

Nafis, A., Raklami, A., Bechtaoui, N., El Khalloufi, F., El Alaoui, A., Glick, B. R., and Hassani, L., et al.
(2019). Actinobacteria from extreme niches in morocco and their plant growth-promoting
potentials. Diversity, 11(8), 139.

Nautiyal, C. S., (1999). An efficient microbiological growth medium for screening phosphate solubilizing
microorganisms. FEMS Microbiology Letters, 170(1), 265-270.

Ozcan, K., (2019). Yildiz Goli Sedimentinden Izole Edilen Aktinobakterilerin Antimikrobiyal ve Enzim



Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 11(1), 239-256, 2021 255

Uretim Kapasitelerinin Arastirilmas1, Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi, 9(1), 144-151.

Ozdemir Kogak, F., (2019). Identification of Streptomyces strains isolated from Humulus lupulus rhizosphere
and determination of plant growth promotion potential of selected strains, Turkish Journal of
Biology, 43(6), 391-403.

Phongsopitanun, W., Kudo, T., Mori, M., Shiomi, K., Pittayakhajonwut, P., Suwanborirux, K., and
Tanasupawat, S., (2015). Micromonospora fluostatini sp. nov., isolated from marine
sediment. International journal of systematic and evolutionary microbiology, 65(12), 4417-4423.

Phongsopitanun, W., Kudo, T., Ohkuma, M., Pittayakhajonwut, P., Suwanborirux, K., and Tanasupawat, S.,
(2016). Micromonospora sediminis sp. nov., isolated from mangrove sediment. International journal of
systematic and evolutionary microbiology, 66(8), 3235-3240.

Pozo, M. 1. C., Wieme, A. D., Pérez, S. R., Maury, G. L., Peeters, C., Snauwaert, C., and Vandamme, P. A., et
al. (2020). Micromonospora fluminis sp. nov., isolated from mountain river sediment. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 70(12), 6428-6436.

Ribeiro, 1., Girdo, M., Alexandrino, D. A., Ribeiro, T., Santos, C., Pereira, F., and Carvalho, M. F., et al.
(2020). Diversity and Bioactive Potential of Actinobacteria Isolated from a Coastal Marine Sediment in
Northern Portugal. Microorganisms, 8(11), 1691.

Saitou, N., and Nei, M., (1987). The neighbor-joining method: a new method for reconstructing phylogenetic
trees. Molecular biology and evolution, 4(4), 406-425.

Sathya, A., Vijayabharathi, R., and Gopalakrishnan, S., (2017). Plant growth-promoting
actinobacteria: a new strategy for enhancing sustainable production and protection of grain
legumes. 3 Biotechnology, 7(2), 1-10.

Sembiring, L., (2008). Selective Isolation and Characterisation of Streptomyces Associated with the
Rhizosphere of the Tropical Legume Paraserianthes falcataria (L)Nielsen, Ph. D.Thesis. University of
Newcastle Upon Tyne, UK (2000).

Seviour, R.J., Kragelund, C., Kong, Y., Eales, K., Nielsen, J.L., and Nielsen, P.H., (2008). Ecophysiology of
the Actinobacteria in activated sludge systems. Antonie van Leeuwenhoek, 94,21-33.

Sivakumar, K., (2008). Actinomycetes. In Centre of Advanced Study in Marine Biology, Annamalai
University.

Tapia-Vazquez, 1., Sanchez-Cruz, R., Arroyo-Dominguez, M., Lira-Ruan, V., Sanchez-Reyes, A., del Rayo
Sanchez-Carbente, M., and Folch-Mallol, J. L., (2020). Isolation and characterization of psychrophilic
and psychrotolerant plant-growth promoting microorganisms from a high-altitude volcano crater in
Mexico, Microbiological Research, 232, 126394,

Trujillo, MLE., Alonso Vega, P., Rodriguez, R., Carro, L., Cerda, E., and Alonso, P., et al., (2010). The genus
Micromonospora is widespread in legume root nodules: the example of Lupinus angustifolius. ISME
Journal, 4,1265-1281.

Tseng, M., Chiang, W. P., Liao, H. C., Hsieh, S. Y., and Yuan, G. F., (2018). Saccharomonospora
piscinae sp. nov., a novel actinobacterium from fishpond sediment in Taiwan. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 68(5), 1418-1422.

Veyisoglu, A., Sazak, A., Cetin, D., Guven, K., and Sahin, N., (2013). Saccharomonospora amisosensis sp.
nov., isolated from deep marine sediment, International journal of systematic and evolutionary
microbiology, 63(10), 3782-3786.

Veyisoglu, A., Carro, L., Cetin, D., Igual, J. M., Klenk, H. P., and Sahin, N., (2020). Micromonospora
orduensis sp. nov., isolated from deep marine sediment, Antonie van Leeuwenhoek, 113(3), 397-405.

Wang, C., Wang, H., Li, Y., Li, Q., Yan, W., Zhang, Y., and Zhou, Q., et al., (2021). Plant growth promoting
rhizobacteria isolation from rhizosphere of submerged macrophytes and their growth promoting effect
on Vallisneria natans under high sediment organic matter load, Microbial Biotechnology, 14(2), 726-
736.

Wani, S. P., and Gopalakrishnan, S., (2019). Plant growth-promoting microbes for sustainable agriculture.
In Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR): Prospects for Sustainable Agriculture, pp. 19-45.
Springer, Singapore.

Williams, D. E., Dalisay, D. S., Chen, J., Polishchuck, E. A., Patrick, B. O., Narula, G., and Andersen, R. J. et
al., (2017). Aminorifamycins and sporalactams produced in culture by a Micromonospora sp. isolated
from a Northeastern-Pacific marine sediment are potent antibiotics. Organic letters, 19(4), 766-769.

Williams, J. E., and Cavanaugh, D. C., (1983). Chronic infections in laboratory rodents from inoculation of
nonencapsulated plague bacilli (Yersinia pestis), Experientia, 39(4), 408-409.

Yamamura, H., Hayashi, T., Hamada, M., Kohda, T., Serisawa, Y., Matsuyama-Serisawa, K., and Hayakawa,
M., et al., (2019). Cellulomonas algicola sp. nov., an actinobacterium isolated from a freshwater



Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 11(1), 239-256, 2021 256

alga, International journal of systematic and evolutionary microbiology, 69(9), 2723-2728.
Zhang, D. F., Chen, W., He, J., Zhang, X. M., Xiong, Z. J., Sahu, M. K., and Li, W. J. et al,, (2013).
Saccharomonospora oceani sp. nov. isolated from marine sediments in Little Andaman, India. Antonie
van Leeuwenhoek, 103(6), 1377-1384.
Zothanpuia, A. K., Passari, V. V., Leo, P. C., and Kumar, B., et al., (2018). Bioprospection of actinobacteria
derived from freshwater sediments for their potential to produce antimicrobial
compounds. Microbiology. Cell Factories, 17, 68.



	2.1. Sedimentten Mikroorganizma İzolasyonu
	2.2. Genomik DNA İzolasyonu, 16S rDNA Gen Bölgesinin Analizi
	2.3. Antimikrobiyal Aktivite Testi
	3.1. 16S rDNA Gen Bölgesinin PCR Amplifikasyonu
	3.2. Antimikrobiyal Test Sonuçları
	Yazarların Katkısı
	Tüm yazarlar çalışmaya eşit katkıda bulunmuştur.
	Çıkar Çatışması Beyanı
	Araştırma ve Yayın Etiği Beyanı
	Kaynaklar

