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Ozet

Bu ¢alismada, Sakarya ili sinirlarinda bulunan ormanlik alan topraklarindan Streptomyces cinsi bakterileri izole edilerek bilgisayar
yardimiyla teshisleri yapilmis ve izolatlarin amilaz, seliilaz, L-asparaginaz, proteaz ve lipaz enzimlerinin aktiviteleri belirlenmistir.
Yapilan renk grubu analizinde izolatlar havasal ve misel rengi esas alinarak 4 ana gruba ayrilmistir. Tegshisleri tamamlanan
Streptomyces izolatlarinin test sonuglar1 MVSP 3.2 bilgisayar programi ile birbirleri arasindaki benzerlik dendogramlari
olusturulmustur. Tim izolatlarin fenotipik ve biyokimyasal karakterleri belirlenerek IDENTAX bilgisayar programina bu veriler
aktarilmis, cins igerisindeki pozisyonlar: belirlenerek teshisleri yapilmistir. Bu teshislere gore 80 izolattan 49'unun Streptomyces
exfoliatus, 14’linlin Streptomyces atroolivaceus, 1'i Streptomyces albidoflavus,1’i Streptomyces chromofuscus, 1'i de Streptomyces
purpureus oldugu belirlenmistir. Ayrica tim izolatlarin proteaz, amilaz, lipaz, selillaz ve asparaginaz enzim aktiviteleri
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces, ekstraseliiler enzim, karakterizasyon.

Isolation and identification of Streptomyces species isolated from forest area (Sakarya City)
and determination the production of some extracellular enzyme

Abstract

In this study, forest area located in the province of Sakarya city soil bacteria of the genus Streptomyces isolated and made computer-
assisted diagnosis and various enzyme activities of the isolates were determined. All isolates of phenotypic and biochemical
characteristics of the data being transmitted to the computer program determined IDENTAX, diagnosis is made by determining
their position in the genus. Isolates in the color group analysis based on aerial and substrate mycelium color is divided into four
main groups. Diagnostic test results of Streptomyces isolates are completed by a computer program MVSP 3.2and were created
similarity dendograms. In addition, all isolates protease, amylase, lipase, cellulase and asparaginase enzyme activity was
determined.
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Giris

Genel olarak habitatlar toprak olan Streptomyces bakterileri seliiloz, lignin, kitin gibi dogal polimerlerin
degredasyonunda ve dongiisiinde rol alan mikrobiyal toplulugun énemli bir bileseni olmalarinin yanisira
(Semédo ve ark. 2004), yapisal olarak farkl ve biyolojik olarak aktif ¢ok sayida bilesigin kaynagi olarak
biyoteknolojik acidan da 6nemli bir potansiyele sahiptir (Semédo ve ark., 2004). Actinomycetales takiminin
bu tyeleri, antibiyotiklerin ve endiistriyel yonden yararli enzim, enzim inhibitérii gibi sekonder
metabolitlerin kaynag: olarak bilinmekle birlikte, simdiye kadar kesfedilmis, dogal olarak meydana gelen
antibiyotiklerin yarisindan fazlasinin bu organizmalar tarafindan iiretildigi bildirilmistir (Hayakawa ve ark.,
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2004). . Streptomyces cinsi lyelerinin yeni, ticari olarak énemli ve farmokolojik olarak aktif anitibiyotik,
enzim, enzim inhibitérii gibi antimikrobiyal madde f{iretme yetenekleri Streptomyces bakterilerini
prokaryotlar arasinda 6nemini artirmaktadir. Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya
hayvansal kaynakli enzimlere goére katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek olmalari, istenmeyen yan {iriin
olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman, 1987). Bu
mikroorganizmalar yalnizca enzim liretme yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen
olmamasina gore de secilmistir. Bugilin endiistride kullanilan bir¢ok enzim mikrobiyal kékenli oldugu icin,
endiistriyel enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullanimi artmistir (Demain ve Solomon, 1981).
Antimikrobiyal maddeler, ¢ok az yogunlukta dahi mikroorganizma gelisimini engelleyen biyolojik kékenli
sekonder metabolitler olup, mikroorganizmanin ¢ogalmasini engelleyici “bakteriostatik” veya “fungustatik”
olabildikleri gibi; mikroorganizmanin 6liimiine sebep olan “bakterisidal” veya “fungusidal” maddelerde
olabilirler. Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen, diisiik molekil agirlikli, organik dogal iiriinler olan
antimikrobiyal maddeler secici toksititeye sahip olduklarindan ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile
mikroorganizmaya zararli olup makroorganizmaya zarar vermezler.

Bu ¢alismada amag; Sakarya ili ormanlik alanlarindan toplanan toprak numuneleri kullanilarak izole edilen
Streptomyces bakterilerinin karakterizasyon ve bilgisayar destekli teshisi yapilarak, izole edilen tiim
bakterilerin cesitli enzim aktiviteleri de (amilaz, proteaz, lipaz, seliilaz, asparaginaz) belirlenmeye
calisilmistir.

Materyal ve Yontem

Bu arastirmanin materyalini Sakarya ilinin 5 farkl lokasyonlarindan 6zellikle ormanlik alanlardan alinan
toprak numuneleri olusturmaktadir. 1. lokasyon Karacam c¢ikisi, 2. lokasyon Dogancay/asagli mahalle,
3.lokasyon Dogancay/Yukar1 mahalle, 4. lokasyon Geyve/kuzey, 5. lokasyon Geyve/giiney olarak
belirlenerek alinan toprak numunelerinin laboratuarda nem ve pH degerleri belirlenmistir.

Streptomyces Tiirlerinin izolasyonu ve Saflastirilmasi

Bu calismada Streptomyces bakterilerinin izolasyonu icin klasik dillisyon ve yilizeye yayma yodntemi
kullanildi. Daha sonra, her toprak 6rneginden 1 gr tartilarak icerisinde 9 ml ringer ¢ozeltisi bulunan 20
ml'lik steril cam siselere konuldu. Her bir toprak 6rnegi homojen hale getirildi ve otomatik pipet ile aseptik
sartlarda 0.5 ml alinarak icerisinde 4.5 ml ringer ¢6zeltisi bulunan steril cam tiiplere konuldu. Streptomyces
bakterilerinin izolasyonu icin M65 besi yeri hazirlandi ve 25°C'de 14 giin inkiibasyona birakilan izolasyon
plaklarindaki olas: farkli Streptomyces suslari, koloni morfolojileri dikkate alinarak secilmistir. izole edilen
bu koloniler cycloheximide (50 ug/ml), nystatin (50 ug /ml) ve novobiosin (0.5 ug/ml) ilaveli Bennet's Agar
besiyeri (DSMZ) yiizeyine ¢izgi plak yontemiyle transfer edilerek tek koloni diistiriilmeye ¢alisildi. Bu islem,
saf kiiltiirler elde edilene kadar tekrarlanmistir.

Renk Gruplandirmasi

Saflastirilan toplam 80 Streptomyces susunun renk gruplandirilmasi i¢cin Oatmeal Agar (Shirling ve Gottlieb,
1966) besi ortamina ekimi yapildi. Cizgi ekim metoduyla inokiile edilen izolatlar 14 giin 28¢C'de inkiibe
edildikten sonra havasal miselyum rengi substrat miselyum renkleri renk kataloguna gore tespit edildi ve
gruplandirma yapildi. izolatlarin melanin pigmenti iiretip tiretmedigini belirlemek icin pepton yeast extract
iron agar (Shirling ve Gottlieb, 1966) besi ortamina 6ze yardimiyla ekim yapildi ve 28°C'de 7 giin siire ile
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda petri kab1 icerisinde tiremis olan kolonilerden siyahimsi renk
olusumu melanin pigmenti iiretiminin oldugunu, renk degisimi olmamis koloniler ise melanin liretmeyen
koloniler olarak degerlendirilmistir. Sonu¢ta hem havasal ve substrat miselyum renk hem de melanin
pigment liretimi dikkate alinarak tiim izolatlar gruplandirild.

Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

Daha 6nceden saflastirilip -20°C'de gliserol icerisinde saklanan Streptomyces izolatlar1 6 adet patojen yada
non-patojen (S.pneumonia,E.fealeus, E.coliS.aureus, S.flexneri, P.aerogmose) test organizmasina karsi
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir (Williams ve ark., 1983a). Bennet's agar besi yerine ekilen
Streptomyces test izolatlar1 27°C'de 3 giin siire ile aktive edildikten sonra kullanilmis, hazirlanan besiyerinin
merkezine cizgi seklinde her izolat ayr1 olarak ekilmistir. Plak kaplar1 2 giin siire ve 27°C'de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iiremis olan Streptomyces bakterilerine dik ¢izgi yontemi ile patojen
test organizmalarinin ekimi yapilarak 37°C'de tekrar inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar test
organizmalarinin etrafindaki seffaf zona bakilarak duyarliyada direngli olarak kaydedilmistir.
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Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Bakterilerin antibiyotiklere karsi duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in yapilan calismada hazirlanan besi
ortamina sivi soliisyon olarak hazirlanmis Streptomyces bakterileri yayma metodu ile ekim yapilmis ve ticari
antibiyotikler (neomisin, oleondamisin, penisilin G, rifamisin) laboratuar ortaminda disklere emdirme
metoduyla hazirlanan antibiyotik diskler seklinde petri kaplarina yerlestirilmistir. 2-3 giin 27°C'de
inkiibasyondan sonra disklerin etrafinda meydana gelen seffaf inhibisyon zonlarina gore o bakterinin diskte
bulunan antibiyotige duyarli oldugu belirtilmistir.

Degredasyon Aktiviteleri

[zolatlar Ksantin %0.4, Tween 80 %1, Elastin %0.3, Guanin %0.05, Arbutin %1, Tirozin %0,05, Kazein %1,
Ure %1, Jelatin %1, Nisasta %1, Tallus acetat olmak lizere 11 substrati degrede edebilme 6zelliklerine gére
incelenmistir. Streptomyces suslari her bir madde icin ayr1 ayr besi yerine standart olarak 7 pl ekim
yapilmis, degredasyon testleri icin Bennett’'s Agar (Jones, 1949) kullanilmistir.

Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
Amilaz

Amilaz enzimi tiretimi icin Bennet's agar hazirlanarak %2'lik nisasta ilave edilmis ve 28°C'de 4 glin inkiibe
edilmistir. Besi yeri lzerine liigol damlatilarak etrafinda acik renk zon olusturan boélgeler pozitif sonug
olarak secilmistir (Aygan ve ark. 2008).

Seliilaz

Seliilaz enzimi iiretimi icin Bennet's agar hazirlanarak %1 'lik karboksi metil seliilaz (saf suda ¢oziilerek)
ilave edilmis ve 28°C'de 4 gilin inkiibe edilmistir. Besi yeri lizerine %1'lik Kongo red ilave edilerek koloni
etrafinda acik sar1 renk zon olusumu pozitif sonug olarak secilmistir. (Hakamada ve ark., 1997).

L-Asparaginaz
Asparaginaz enzimi iiretimi i¢cin Bennet's agar hazirlanarak %1'lik asparagin ilave edilmis ve 28°C'de 4 glin

inkiibe edilmistir. Besi yeri iizerine 3 damla fenol damlatilarak etrafinda pembeye doniisen koloniler pozitif
sonug olarak se¢ilmistir (Gulati ve ark,, 1997).

Proteaz

Proteaz enzimi iiretimi i¢cin Bennet's agar hazirlanarak %1'lik yagsiz siit tozu ilave edilmis ve 28°C'de 4 giin
inkiibe edilmistir. Besi yeri lizerinde etrafinda agik renk zon olusturan boélgeler pozitif sonu¢ olarak
secilmistir (Yin ve ark., 2010).

Lipaz

Lipaz enzimi Uretimi i¢cin Bennet's agar hazirlanarak %2’lik Tween 80 ilave edilmis ve 28°C'de 4 giin inkiibe
edilmistir. Besi yeri tizerine %0,001'lik rodamin b ilave edilereketrafinda agik renk zon olusturan koloniler
pozitif sonug olarak se¢ilmistir (Karnetova ve ark.,1984).

Bulgular ve Tartisma

Bes farkli lokasyondan alinan toprak numunelerinin izolasyon 6ncesinde pH ve nem oranlari Cizelge 1'de
gosterilmistir. Numunelerin pH 'lar1 6,13 (1 nolu numune, Karacam ¢ikisi) ile 7,16 (4 nolu numune, Geyve-
kuzey) arasinda degisti ve bu sonuglarla nétral toprak tipini olusturduklari belirlendi. Nem oranlar ise %4
(1 nolu numune, Karagam ¢ikisi ) ile %9 (3 nolu numune, Dogangay-yukar:1 mahalle ) arasinda degisiklik
gosterdi. Bu sonuc¢larimiz daha once Streptomyces tiirleri lizerine yapilan biyocesitlilik calismalariyla
uygunluk gostermistir (Vickers ve ark., 1984; Williams ve Vickers, 1988; Ozdemir, 2008). Streptomyces
bakterilerinin izolasyonu konusunda bugiine kadar yapilan calismalarda genellikle bitki yetisme alanlarina
yakin bolgelerden toprak numuneleri alinmigtir (Ozdemir, 2008).

Bu calismada toplam 5 toprak numunesinden Streptomyces bakterilerinin izolasyonu yapildi. Cycloheximid
(50 ug/ml), Nystatin (50 ug/ml), Novabiosin (50 ug/ml) antibiyotikleri eklenmis M65 besiyerinde gelisen
Streptomyces kolonileri digerlerinden olusturduklar1 karakteristik misel ve pigment durumlarina gore
secilerek izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Ayrica yapilan tiim izolasyon calismalari sonucunda sayilan
Streptomyces bakterilerinin ve toplam canli bakterilerin sayim sonuglari Sekil 1'de verilmistir.
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Sekil 1. izolasyon calismasi sonucu Streptomyces i¢cin Medium 65 agar besi ortamindaki izolatlarin toplam bakteri sayim
sonuglart.

Sekil 2.izolasyonu yapilan ve saflagtirilan Streptomyces kolonileri. a, b: izolasyon petrileri, ¢, d, g, h: saflastirma petrileri,
e, f: koloni morfolojileri.

Renk Gruplandirmasi

Saflastirilan toplan 80 Streptomyces izolati Oatmeal Agar besi ortaminda ekim sonucu Streptomyces test
izolatlar1 havasal miselyum rengine gore 4 ana renk grubuna ayrilmistir.1.grup havasal miselyum rengi
beyaz, 2.grup havasal miselyum rengi sari, 3. Grup havasal miselyum rengi yesil ve 4.grup havasal miselyum
rengi gri olarak belirlenmistir.4 ana renk grubuna ayrildiktan sonra substrat ve melanin liretimi dikkate
alinarak yapilmis ve izolatlar 22 (Beyaz), 37 (Sar1),15 (Gri), ve 3 (Pembe) test organizmasi igermistir. Olusan
bu gruplar daha dnce yapilan izolasyon ve teshis calismalari ile uygunluk gostermektedir (Atalan ve ark,
2000). Renk grubuna gore ayrilan 4 ana grubun tiyelerinin ¢ogunlukla ayni izolatlar oldugunu belirlenirken,
ozellikle havasal misel rengi gri olan izolatlarin IDENTAX teshis programina gore de Streptomyces exfoliatus
olarak kesin teshisi yapilabilmis, renk grubu ile teshis matriksi arasinda uygunluk gosterdigi belirlenmistir.

Antimikrobiyal Aktivite

Saflastirilmis olan 80 Streptomyces susu toplamda 4 adet patojen ve nonpatojen test mikroorganizmasina
kars1 antimikrobiyal aktivite 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Bennet’s agar iceren besi ortamina ekildi.
Ekimi yapilan suslarin bulundugu petri kaplar1 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildiktan sonra
tirlerin test engel organizmalarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri belirlendi. Calismada kullanilan
Escherichia coli‘'ye Streptomyces izolatlarinin % 16,25’i antagonistik etki gosterdi. Diger patojen ve
nonpatojen test mikroorganizmalarindan Salmonella pneumonia ve Enterococcus faecalis % 8,25'i,
Staphylococcus aureus % 87,5'i, Shigella flexneri % 31,25’i, Pseudomonas aeruginosa % 13,75’i antimikrobiyal
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aktivite gostermistir. Bircok yazar ayrica Streptomyces izolatlarinin gram-pozitif bakterilere karsi oldukca
aktif goriindiiglini bildirmistir (Hamdi ve ark., 1980; Hussein ve ark., 1980; Saadoun ve ark., 1998). Yapmis
oldugumuz calismada ozellikle Staphylococcus aureus’a gosterilen mikrobiyal aktivite ile daha oOnceki
calismalarla paralellik gostermistir. Seckin (2018) yaptig1 calismada goézlemler sonucunda Streptomyces
izolatlarinin % 28.49'u Esherichia coli'ye, % 48.04’i Staphylococcus aureus’a ve % 6.70’'i Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi antagonistik etkide bulundugunu belirtmistir.

Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Test organizmalarinin Neomisin (100 pg/ml), Rifampisin (50 pg/ml), Oleoandomisin (100 pg/ml) ve
Penisilin G (50 pg/ml) antibiyotiklerine karsi duyarliliklari tespit edildi. Tiim izolatlarin %83,75'i Neomisine,
%71,25'i Rifamisine, %63,75i Penisilin G , %17,50'i Oleandamisine direng¢li oldugu belirlendi. Orhan
(2013)'nin yapmis oldugu ¢alismada izolatlarin tiimiiniin Oleandamisin ve Penisilin G’ye direng¢ gosterdigini
ortaya koymustur. Se¢kin (2018)’in calismasinda 177 izolat icerisinde izolatlarin neredeyse %50’sinin
Penisilin G ve Oleandamisin’e diren¢ gosterdigini belirtmistir. Yapilan c¢alismalarin sonuglarinin farkh
olmas1 muhtemelen farkli habitatlardan kaynaklanmaktadir.

Degredasyon Aktiviteleri

Streptomyces suslarinin %96,75’i ksantini, %99,6 elastini, %100’0 guanin, tirozin, nisasta ve tween 80’j,
%99,8'i arbutini, %77,25’i lreyi, %95’'i jelatini, %97,5’1 kazeini, degrede edebilme kabiliyeti gdzlenirken,
tallus asetat hicbir izolatta degrede yetenegi gostermemistir. Orhan (2013) ve Seckin (2018) yapmis oldugu
degredasyon testlerinde sonuglar %80 iizerindedir ve bu ¢alismamizla paralellik gostermistir. Ertas ve ark.,
(2013)'nin yapmis oldugu calismada da yine Actinomycetales ordosuna ait Micromonosora bakterileri benzer
sonuglar géstermistir.

Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Proteaz, lipaz, kitinaz ve aljinat liazlar gibi cesitli enzimlerin denizsel Streptomyces'ler tarafindan tretildigi
bildirilmistir (Dharmaraj, 2010). Streptomyces ayrica, L-asparagini L-aspartik aside ve amonyaga
dontstiiren ve kemoterapotik bir ajan olarak kullanilan bir enzim olan iyi bir L asparaginaz kaynagi olarak
da gorev yapar (Fisher ve Wray, 2002). L-asparaginaz son yillarda antikarsinojenik potansiyeli nedeniyle
artan ilgi gérmistiir. S. karnatakensis, S. venezualae, S. longsporusflavus ve S. albidoflavus gibi bir¢ok karasal
Streptomyces, saptanabilir miktarda L-asparaginaz iiretme yetenegine sahiptir (Narayana ve ark. 2008). S.
aurantiacus gibi deniz Streptomyces'lerinden L-asparaginaz Uretimi konusunda simirli sayida rapor
bulunmaktadir (Gupta ve ark., 2007).

Enzim aktivitesine gore asparaginaz (+) tiirlerin %84,6's1 S.exfoliatus tiru oldugu belirlenerek bu izolatlarin
birbirlerine olan benzerligide %96,72 olarak belirlenmistir. Asparaginaz (+) tiirlerden D0018 izolat1 %99,34
oraninda S.purpureus oldugu belirlenmistir. Selillaz (+) olan D0074 tirimiziinde %99,98 oraninda
S.exfoliatus oldugu belirlenmistir. Amilaz ve Lipaz enzim aktivitesi i¢cin tim izolatlarimiz (-) sonug
gostermistir. Proteaz (+) izolatlarimizin cogunlugu Strerptomyces exfoliatus, bir izolatin da Streptomyces
atroolivaceus oldugu belirlenmistir.

Enzim aktivite calismalar1 IDENTAX programina gére toplam Streptomyces izolatlarinin %15'i asparaginaz,
%5'i proteaz, sadece D0074 susu seliilaz enzim aktivitesi gosterirken, hicbir susta amilaz ve lipaz enzimleri
aktivite gostermemistir.

Niimerik Analiz Sonuc¢lari ve Bilgisayar Yardimiyla Teshis

Secilen 80 Streptomyces test susu icin yapilan 69 farkl testin sonuglart MVSP 3.2 (Multi-Variate Statistical
Package) programinda Ssu katsayisina gore UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Average Cluster ) analizleri yapilmistir (Sekil 3). Dendogram %85 benzerlik oranina gére toplam 9 kiime
olustururken bu kiimelerin 4'ii major, 5'i minor olur iken, 2 tane tekli iiye olusturmustur. Olusan kiimeler IX.
kiime 39 izolat icerirken, diger major gruplar 10'un iizerinde izolat icermistir. IX. kiimede yer alan DO001 ve
D0080 nolu izolatlarin 4 nolu (Geyve -kuzey) lokasyondan oldugu ve %99 'a yakin benzerlik gosterip
IDENTAX teshis programinda da ayni tir oldugu tespit edilmistir. Tekli tiyelerden D0055, DO056 izolatlar 4
nolu (Geyve -kuzey), D0059, D0060, D0064 izolatlar1 5 nolu (Geyve-giiney) lokasyondan alinmistir. Yogun
olarak test suslar1 %95 iizerinde benzerlik gostermistir. izolatlarin tiimiinde olusturdugu kiimelerde
bulunan iiyelerin rakim ve alindigi lokasyon bakimindan paralellik gosterdigi gériilmiisttr.

Williams ve arkadaslar1 (1983a), 394 tip Streptomyces bakterisini incelemis ve 139 karaktere gore % 77,5 benzerlik
gosterenleri, 19 biiytik ve 40 kiiciik kiime grubuna ayirmistir. Bu veriler ile olasilik tanimlama matriksi olusturan
Williams ve arkadaslart aymi y1l (Williams ve ark,, 1983b) en 6nemli 41 karakteri se¢mis ve 19 Streptomyces kiimesi
ve belirleyici olarak 2 Strepioverticillium ve "Nocardia mediteiranea” ile olasilik tanimlama matriksini, MATIDEN
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bilgisayar programinda kullanmistirlar. Yine Oztiirk (2000) yapmis oldugu ¢calismada Ssw analizi ile % 82,5
benzerlik seviyesi gosteren yedi major, 9 minor ve 10 tek tliyeli kiime belirlemistir. Bizim ¢alismamiz da
niimerik analiz i¢in yapilan 69 test sonuclarinin tamami MVSP 3.2 (Multi-Variate Statistical Package; Ek V)
programina 1/0 olarak girilerek analizleri yapilmistir. UPGMA (Unweighted pair group method with
arithmetic average) Cluster Analizi Ssu (simple macthing coefficient) benzerlik dendogramlari
olusturulmustur. Bu dendogramda (Ssm) sonuclarina gore % 85 benzerlik orani esas alindiginda test
Streptomyces bakterileri 9 grup ve 2 tekli liyeye ayrilmistir. Ssm kofisiyenti ile elde edilen dendogramdaki
kiimeler en az bir ve en fazla 39 sus icermistir.Ayrica ¢alismamizda test organizmalar1 Ssm katsayisina gore
olusan kiimeler renk gruplandirmasinda olusan kiimelerle uygunluk géstermistir. 4 major, 5 minor ve 2 tek
tiyeli kiime olusmustur. Farkli lokasyonlardan izole edilen test suslari niimerik taksonomi dendograminda
cogunlukla homojen kiimeler olusmustur. Bu noktada farkli habitatlarda yasayan Streptomyces tiirlerinin
farkliik gosterdigini belirtebiliriz. Sonu¢larimiz topraktan izole edilmis suslarin pigmentasyonuna gore
olusan kiimeler ayni niimerik taksonlara ayrildigin1 desteklemektedir (Williams ve Vickers, 1988). Her ne
kadar niimerik analiz sonucu olusan dendogram tekli liyeler barindirsa da izole edilen test suslar1 olusan
kiimelerde tam olarak ayrisma gostermistir. Yani ayni lokasyonden izole edilen suslar ¢ogunlukla ayni
kiimelerde yer almistir.

Williams ve ark., (1983b) ve Langham ve ark. (1999) tarafindan Streptomyces major kiimeler igin
belirledikleri teshis matrikslerine gore yapilan teshislerde 1. renk grubundan segilen izolatlar S. exfoliatus, S.
atroolivaceus, S. chromofuscus, S. purpureusolduklari belirlenmistir. Renk gruplandirmasi aynmi olan
Streptomyces tiirleri niimerik analiz sonucu ayni grupta yer almistir ve c¢alismalarimizla uyumluluk
gostermistir.

Streptomyces suslarinin yapilan testlere gore bilgisayar yardimiyla teshisleri icin IDENTAX Bacterial
Identifier1.2 programi kullanilarak tek benzerlik matriksi kullanilmistir. Bu majér (Williams ve ark., 1983b)
ve mindr kiimeler (Langhman ve ark., 1999) icin belirlenen benzerlik matriksidir. Bu matriks ile teshis
edilen suslarin mevcut benzerlik matriksleri icerisinde en fazla benzerlik gosterdikleri tiir en yakin takson
olarak kabul edilmistir. Sonucta toplam 80 Streptomyces susundan 13 tanesi disindaki toplam 67 izolatin
programa gore kesin teshisleri yapilmistir. 13 adet izolatin mevcut taksonomik gruplarda yer alan tiirlerle
%85’in altinda benzerlik gostermesinden dolay1 teshisin tamamlanamadigl belirlenmistir.

Kullandigimiz teshis matriksi Williams ve ark. (1983b) tarafindan topraktan izole edilen Streptomyces
suslarinin %81,3'tinii, Stanton (1984) sudan izole ettigi suslarin %43,8’ini, Goodfellow ve Haynes (1984)
deniz suyundan izole ettikleri suslarin %70’ini ve Atalan (1995) ise %80’ini dogru teshis etmislerdir. Yine
Saddler (1988) farkh habitatlarda izole ettigi Streptomyces suslarinin %70’ini teshis etmistir. Calismamizda
ise test suslarimizin %83,75’i teshis edilmistir. Bu deger onceki teshis oranlari ile uygunluk gostermektedir.
Bununla birlikte teshis matriksi mevcut Streptomyces tiirlerin verilerini tam icermedigi icin eksik
kalmaktadir.

Cizelge 1 .Toplanan toprak numunelerinin nem ve pH degerleri

Lokasyon Alinan lokasyon Nem (%) pH
1.lokasyon Karacam ¢ikis1 4 6,13
2.lokasyon Dogancay (Asag1 mahalle) 9 6,89
3.lokasyon Dogancay (Yukari mahalle) 9 6,79
4.lokasyon Geyve (Kuzey) 8 7,16
5.lokasyon Geyve (Gliney) 8 6,69
UPGMA
— oouee

D055

Doo18
Doo14
D0013
Doo13

D0039

—1_ boo2o
Dooo7

L noosa

Doo15

D036 Sekil 3. Tim Streptomyces test izolatlarindan segilen

00035 temsilcilere 69 farkli karakter bakimindan uygulanan test

Dooas sonuclarinin MVSP 3.2. (Multi Variate Statiscial Package)
0,64 o7 076 0,82 0,88 0,52 i programi (Ssm: Simple Matching Coefficient ) Basit

Simple Matching Coefficient Eslestirme Katsayisi ile olusturulan dendogramu.
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Sonug

Streptomyces bakterileri endiitriyel anlamda oldukg¢a 6nemli bir cinstir. Dolayisiyla bu cinslerin teshisi 6nem
arz etmektedir. Yaptigimiz ¢alisma ile Streptomyces bakterilerinin 69 farkl testle bilgisayar yardimi ile
teshisleri yapilmistir. Enzim aktivite sonug¢larini1 géz 6nilinde bulundurarak, 6zellikle asparaginaz enzimi i¢in
tiirlerimizin %15’inin pozitif olmasi ile sonuc¢larimizin olduk¢a anlaml oldugu ve asparaginaz enziminin
uygulamali tipta kullanimi disiintildiigii zaman pozitif suslarimizin bu enzimin biyoteknolojisinde olduk¢a
faydali olacagi kanaatindeyiz.

Sonuc¢ olarak, endiistriyel enzimler olan amilaz, seliillaz, L-asparaginaz, proteaz ve lipaz cesitli
mikroorganizmalardan elde edilebilirler. Glinlimiizde bircok endistriyel kullanim alani bulmus olan bu
enzimler yapilan calismalarin 1s181nda kullanim alanlarinin gelecekte daha da artacagi aciktir.

Kaynaklar

Atalan E, Manfio GP, Ward AC, Kroppenstedt RM, Goodfellow M. 2000. Biosystematic studied on novel Streptomycetes
from soil. Antonie van Leeuwenhoek 77:337-353.

Atalan E. 1995. Identification of Streptomyces isolated from environmental soil samples using rapid enzyme data.
Journal of Environmental Science and Health Part A 30(6):1133-1143.

Aygan A, Arikan B, Korkmaz H, Dinger S, Colak O. 2008. Highly thermostable and alkaline a-amylase from a
halotolerant-alkaliphilic Bacillus sp. AB68. Braz. ]. Microbiol. 39(3):547-53.

Demain AL, Solomon, NA. 1981. In Industrial Microbiology and the Advent of Genetic Engineering, pp. 3-14. Scientific
American, Freeman &Comp., San Francisco.

Dharmaraj S. 2010. Marine Streptomyces as a novel source of bioactive substances. World Journal of Microbiology and
Biotechnology 26:2123-2139.

Ertas M, Ozdemir K, Atalan E. 2013. Isolation and characterization of Micromonospora bacteria from various soil
samples obtained around Lake Van. African Journal of Biotechnology 12(21):3283-3287.

Fisher SH, Wray Jr LV. 2002. Bacillus subtilis 168 contains two differentially regulated genes encoding L-asparaginase.
Journal of Bacteriology 184:2148-2154

Goodfellow M, Haynes JA. 1984. Actinomycetes in marine sediments. In Biological biochemical and biomedical aspect
of Actinomycetes. Academic Pres, Newyork, 452-472.

Gulati R, Westhphal ]JD, Shortell SM. 1997. Customization or Conformity? An Institutional and Network Perspective on
the Content and Consequences of TQM Adoption. Administrative Science Quarterly 42:366-394.

Gupta N, Mishra S, Basak UC. 2007. Occurrence of Streptomyces aurantiacus in mangroves of Bhitarkanika. Malaysian
Journal of Microbiology 3:7-14.

Hakamada Y, Koike K, Yoshimatsu T, Mori H, Kobayashi T, Ito S. 1997. Thermostable alkaline cellulase from an
alkaliphilic isolate, Bacillus sp. KSM-S237. Extremophiles, 1:151-156.

Hamdi YA, Ahmed D, Al-Tai, A.M. 1980. Genera and species of actinomycetes isolated from Iraqi soils. Egyptian Journal
of Microbiology 15:7-22.

Hayakawa M, Yoshida Y, Imura Y. 2004. Selective isolation of bioaktive soil Actinomycetes belonging to the
Streptomyces violaceusniger phenotyphic cluster. Journal of Applied Microbiology 96:973-981.

Hussein AM, Rajab AM, Elgammal AA, Mansour FA, Sami E, Helmy M, Sheheta NE. 1980. Taxonomy of gray pigmented
Streptomyces spp. isolated from Egyptian soil. Egyptian Journal of Botany 23:9-16.

Jones KL. 1949. Fresh isolates of actinomycetes in which the presence of sporogenous aerial mycelia is a fluctuating
characteristic. Journal of Bacteriology 57:141-145.

Karnetova ], Mateju ], Rezarka T, Prochazka P, Nohynek M, Rokes ]. 1984. Estimation of lipsae activity by the diffusion
plate method. Folia Microbiologica 29:346-347.

Langham CD, Williams ST, Sneath PHA, Mortimer AM. 1999. New probability matrices for identification of
Streptomyces. Journal of General Microbiology 135:121- 133.

Narayana KJP, Kumar KG, Vijayalakshmi M. 2008. L-asparaginase production by Streptomyces albidoflavus. Indian
Journal of Microbiology 48:331-336.
Orhan E, 2013. Tuzcul Habitatlardan Alinan Toprak Numunelerinden Halofilik Streptomyces Tiirlerinin izolasyonu,
Karakterizasyonu ve Teshisi. Yiikksek Lisans Tezi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Van.
Ozdemir K. 2008. Lens orientalis (Boiss.) Hand & Mazz. ve Cicer anatolicum Alef. rizosferinden Streptomyces tiirlerinin
izolasyonu, teshisi ve karakterizasyonu. Doktora tezi. Yiiziincii Y1l Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiist, Van.
Oztiirk E, 2000. Termofilik Streptomyces’lerin izolasyonu ve Niimerik Taksonomisi. Y.L.Tezi. Ondokuz Mayis
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Samsun, Tiirkiye.

Saadoun I, Mohammadi M], Al-Momani F, Meqdam M. 1998 Diversity of soil streptomycetes in northern Jordan.
Actinomycetes 9:53-58.

Saddler GS. 1988. Selective isolation and rapid identification of streptomycetes. Ph.D. Thesis, Department of
Microbiology, University of Newcastle upon Tyne (UK).

70



0. Ozok ve K. Ozdemir (2019) / Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Dergisi 7(1) 64 - 71

Seckin H, 2018. Van Goliine Dékiilen Akarsulardan Streptomyces Tiirlerinin izolasyonu Teshisi ve Molekiiler Tanis1.
Doktora Tezi. Van Yiiziincii Yil Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Van.

Semédo L, Gomes RC, Linhares AA, Duarte GF, Nascimento RP, Rosado AS, Margis-Pinheiro M, Margis R, Silva K, Alviano
CS, Manfio GP, Soares R, Linhares LF, Coelho R. 2004. Streptomyces drozdowiczii sp. nov., a novel cellulolytic
streptomycete from soil in Brazil. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 54:1323-
1328.

Shirling EB, Gottlieb D. 1966. Methods for characterization of Streptomyces species. International Journal of Systematic
Bacteriology 16:313-340.

Stanton LJ. 1984. Actinomycetes Associated with Freshwater Habitats. PhD thesis, University of Newcastle upon Tyne.

Vickers ]JC, Williams ST, Ross GW. 1984. A taxonomic approach to selective isolation of Streptomyces. In Biological,
Biochemical and Biomedical Aspects of actinomycetes, pp. 553-561. Edited by L. Ortiz-Ortiz, L. F. Bojalil and V.
Yakoleff. Academic Press: Orlando.

Williams ST, Goodfellow M, Alderson G, Wellington EMH, Sneath PHA, Sackin M]. 1983a. Numerical classification of
Streptomyces and related genera. Journal of General Microbiology 129:1743-1813.

Williams ST, Goodfellow M, Wellington EMH, Vickers ]JC, Alderson G, Sneath PHA, Sackin MJ, Mortimer AM. 1983b. A
probability matrix for identification of some streptomycetes. Journal of General Microbiology 129:1815- 1830.

Williams ST, Vickers JC. 1988. Detection of actinomycetes in the natural environment-problems and perspectives. In
Biology of Actinomycetes 88, Edited by Y. Okami, T. Beppu ve H. Ogawara, Japan Scientific Societies Pres, Tokyo,
265-270.

Wiseman A. 1987. Handbook of Enzymes Biotechnology. Second Edition. C 3. The Application of Enzymes in Industry
p. 274-373.

Yin C, Kikuchi K, Hochgreb T, Poss KD, Stainier DY. 2010. Handz Regulates Extracellular Matrix Remodeling Essential
for Gut-Looping Morphogenesis in Zebrafish. Developmental Cell 18(6): 973-984

71



