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OZET

Doktora Tezi

ERZURUM iLi PATATES TARLALARINDAN iZOLE EDILEN BiTKi
PATOJENI Streptomyces TURLERININ TANISI VE KARAKTERIZOSYONU

Kenan KARAGOZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Bitki Koruma Ana Bilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Recep KOTAN

Bu calismada; Erzurum ili patates iiretim alanlarinda adi uyuz hastalifina neden olan
Streptomyces tiirlerinin tanist ve karakterizasyonu hedeflenmistir. Uyuz belirtileri
tasiyan patates yumrularindan izolasyonlar yapilmis ve Actinomycetes benzeri koloni
yapisi sergileyen strainler kiiltiire alinmigtir. Bu strainler arasindan patojenite testleri
pozitif olarak degerlendirilenler klasik (spor zinciri sekli ve rengi, toksik maddelere
duyarlilik, melanin ve ¢6ziinebilir pigment iiretimi) ve molekiiler metotlarla (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu=PCR) tanilanmistir. Mikrobiyal tani sistemi (MIS) kullanilarak
izolatlarin yag asidi metil ester profilleri belirlenmis ve patojenite bolgelerindeki hedef
genlerin (TxtAB, Necl, TomA) varlig1 aragtirilmistir.

Arastirma sonucunda; toplam 114 fitopatojen Streptomyces straini elde edilmistir.
Bunlardan 47’si Streptomyces scabiei, 15’1 Streptomyces bottropensis, 8’i Streptomyces
stelliscabiei, 5’i Streptomyces setonii, 4’ti Streptomyces eupopascabiei, 4’i
Streptomyces violaceus, 3’i Streptomyces puniciscabiei, 2’si Streptomyces luridiscabiei
ve 2’si de Streptomyces intermedius olarak tanilanmistir. Geri kalan 24 strainin ise tiir
seviyesinde tanist yapilamamistir. MIS ve PCR metotlar1 ile tiim strainler cins
diizeyinde Streptomyces olarak tanilanmistir. Ayrica S. scabiei, S. bottropensis, S.
stelliscabiei ve S. europaeiscabiei strainlerinin tiir diizeyinde tanilar1 PCR ile de
desteklenmistir. S. stelliscabiei, S. bottropensis, S. europaeiscabiei, S. violaceus, S.
setonii, S. puniciscabiei, S. luridiscabiei ve S. intermedius tiirlerinin Tiirkiye igin;
tanilanan tiim tiirlerin ise Dogu Anadolu Bdlgesi igin patates bitkisinde yeni kayit
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, yapilan analizler strainlerin patojenite bolgelerinde
TxtAB operonu, Necl ve TomA genlerini sirasiyla %90, %94 ve %95 oraninda ihtiva
ettigini gostermistir. Ancak, bu genlerden bir veya birkac¢1 acgisindan noksanlik
gosterebilen strainlerin de var oldugu tespit edilmistir.

2013, 116 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PLANT PATHOGENIC
Streptomyces SPECIES FROM POTATO FIELDS IN ERZURUM PROVINCE

Kenan KARAGOZ

Atatiirk University
Natural Sciences Institute
Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Recep KOTAN

In this study, the identification and characterization of plant pathogenic Streptomyces
species, which cause scab lesions in potato production areas of Erzurum province, was
aimed. Isolations made from potato tubers with symptoms of scabies, and
Actinomycetes-resembling bacterial colonies were cultivated. The strains with positive
pathogenicity reaction were identified according to classical (spore chain and color,
susceptibility to toxins, melanin and soluble pigment production) and molecular
methods (polymerase chain reaction=PCR). Fatty acid methyl ester profiles of the
isolates were identified using microbial identification system (MIS) and presence of
target genes (TxtAB, Necl, TomA) were investigated in pathogenicity island (PAI).

As a result of the research; a total of 114 phythopathogen Streptomyces strains were
obtained. Of these; 47 strains were determined as Streptomyces scabiei, 15 as
Streptomyces bottropensis, 8 as Streptomyces stelliscabiei, 5 as Streptomyces setonii,4
as Streptomyces eupopascabiei, 4 as Streptomyces violaceus, 3 as Streptomyces
puniciscabiei, 2 as Streptomyces luridiscabiei, and 2 as Streptomyces intermedius. The
remaining 24 strains could not be identified at species level. All strains were identified
as Streptomyces at genus level by MIS and PCR methods. Moreover, species level
identifications of S. scabiei, S. bottropensis, S. stelliscabiei and S. europaeiscabiei
strains were supported with PCR. S. stelliscabiei, S. bottropensis, S. europaeiscabiei, S.
violaceus, S. setonii, S. puniciscabiei, S. luridiscabiei and S. intermedius species are
first records on potato for Turkey and, all identified strains are first records on potato for
Eastern Anatolia Region. In addition, the analyzes showed the existence of TxtAB
operon and Necl and TomA genes in pathogenicity island at rates of 90%, 94%and
95%, respectively. However, it was also determined that some strains lacked one or
more of these genes.
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1. GIRIS

Tiirkiye bitkisel tiriin yelpazesinin 6nemli elemenlarindan biri olan patates (Solanum
tuberosum L.); anavatani Giiney Amerika’nin And Daglar1 olan ve en az 8000 yildir
yetistiriciligi yapilan bir bitkidir. Sistematik olarak Plantae alemi, Magnoliophyta
subesi, Magnoliopsida sinifi, Solanales takimi, Solanaceae familyasi ve Solanum cinsi

icinde yer almaktadir (Anonymous 2012).

Peru’dan Avrupa’ya 16. ylizyilda getirilmis ve buradan diger kitalara yayilmis olan
patates, giiniimiizde 100’den fazla {iilkede iiretilmekte, iiretim miktar1 agisindan
bugday, misir ve piringten sonra dordiincii siray1 almaktadir (Rowe 1993). Belki de bu
yizden bazi arastiricilar tarafindan patatesin diinya genelinde bas gosteren kitlik
tehlikesi riskini azaltabilecegi diisiiniilmiistiir (Agrios 1997). Insan beslenmesinde
Oonemli bir enerji ve vitamin kaynagi olarak taze olarak tiiketiminin yani sira,
dondurularak, kurutularak ve konserve seklinde de tiiketimi yapilan patates, ayni
zamanda cips ve patates nisastasi Uretimi acgisindan da Onemli bir hammadde
durumundadir (Valkonen 2004; Rowe 1993).

Patates lilkemize 100-150 yil once Kafkasya tiizerinden gelmis olup; 2011 yili
verilerine gore, ekilig alaninin 1.428.849 dekar ve iiretiminin ise 4.613.071 ton oldugu
belirtilmistir (Anonim 2011). Tirkiye’nin 6nemli patates alanlarindan birisi de 37.204
dekar arazi iizerinde 85.640 tonluk iiretimi ile Erzurum Ili’dir (Anonim 2011).
Erzurum ili'nde patates iiretimi ilgeler bazinda degerlendirildiginde; en ¢ok iiretimin
21.500 dekar arazi tizerinde, 53.700 ton ile Pasinler, en az tretimin ise 50 dekar arazi
lizerinde 120 tonluk iiretimi ile Olur ilgelerinde yapilmaktadir. TUIK (Tiirkiye
Istatistik Kurumu) tarafindan yaymlanan 2011 yili verileri; Askale, Cat, Tekman,
Karacoban ve Karayazi ilgeleri’ni kapsamamustir. flgelere ait 2011 yili iiretim ve

verim degerleri Cizelge 1.1°de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Erzurum ili merkez ve ilgelere ait patates iiretim degerleri (Anonim 2011)

E 5 E o

© e © o)

S |5% |S$8 S8 |5 |SE
Pasinler 21500 |53750 |2,50 Ispir 100 200 2,00
Merkez 4859 10234 | 2,10 Pazaryolu 60 111 1,85
Narman 2750 5500 2,00 Hinis 56 112 2,20
Oltu 2400 4800 2,00 Olur 50 120 2,40

Senkaya 2160 4536 2,10 Askale - - -

Tortum 1420 2840 2,00 | Cat - - -

Kopriikoy 519 908 1,75 Karayazi - - -

Horasan 310 465 1,50 Karacoban | - - -

Uzundere 120 2264 2,20 Tekman - - -

*.: Uretim degeri bilinmemektedir

Tarimsal {tretimin, kitlelerin hayatinin devamindaki yadsinamaz roli, ireticiler ve
tiikketiciler agisindan kalite ve verimin artmasi ¢alismalarinin itici giicii durumundadir.
Bu gii¢ tiim diinyadaki bilim adamlarini tarimsal {iretim ag¢isindan istenmeyen her tiirlii

biyotik ve abiyotik faktoriin etkisini minimize etmeye yonlendirmektedir.

Olumsuz ¢evre kosullart1 (don, dolu, riizgar, kuraklik vs.) veya patojenik
mikroorganizmalarin (fungus, bakteri, viriis, viroid, fitoplazma vs.) saldirisina maruz
kalan bitkilerin normal hayatsal faaliyetlerindeki bozulma ve buna bagli olarak meydana
gelen, dogrudan veya dolayli zararlanmalar bitki hastalig1 olarak tanimlanmaktadir. Bu
durum tarim triinlerinde 6nemli verim ve kalite kayiplarma neden olmakta, 6nlem

alinmadig takdirde tiriin kayiplar1 %65’ler dolayina ulasabilmektedir (Agrios 1997).



Bu kayiplar icerisinde bitki patojenlerinin neden oldugu hastaliklar 6nemli bir yere
sahiptir. Glinimiizde tarim {irlinlerinde goriilen verim ve kalite kayiplarinin en énemli
sebeplerinden birisi bitki hastaliklaridir. Food and Agriculture Organization (FAO)
tarafindan yayinlanan 1993 yili istatistiklerine gore, her yil diinya tarim trtinlerinin en
az %12’lik bir boliimii (tarla ve depo sartlarinda) patojen mikroorganizmalarin neden
oldugu bitki hastaliklarindan dolay1 kaybedilmekte; bu oran az gelismis veya gelismekte

olan uilkelerde daha da fazla olmaktadir.

Yapilan arastirmalar, bitki hastaliklarina %60-75 oraninda fungus ve bakteriler, %10—
15 oraninda viriis ve viroidler, %10 oraninda ise diger patojenler ve ¢evresel faktorlerin
sebep oldugunu gostermektedir (Agrios 1997). Cogu kiiltlir bitkisi gibi patates de
fungal, bakteriyel ve viral hastaliklarin etkisine maruz kalmaktadir. Bakteri ve benzeri
hastaliklar agisindan degerlendirildiginde, patates bitkisinin karabacak, bakteriyel
solgunluk, uyuz, halka ciiriikligi, stolbur ve zebra lekesi gibi hastaliklardan zarar
gorebildigi bildirilmistir (Han et al. 2005; Gudmestad and Secor 2007; Saygili vd
2008).

Bunlardan karabacak veya yumusak ciiriiklilk hastaligi etmenlerinin Pectobacterium
caratovorum subsp. atroseptica (Erwinia caratovora subsp. atroseptica),
Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum (Erwinia caratovora subsp.
caratovora) ve Dickeya sp. (Erwinia chrysantemi) oldugu bildirilmistir. Bunlardan
ozellikle tropik ve subtropik bolgelerde krizantem, domates, aygigegi ve patateslerde
solgunluk ve govde ¢iiriikliigiine neden olan E. chrysantemi’nin Ege ve Akdeniz
Bolgelerin’de seralarda domates govde ciiriikliigiine neden oldugu da bildirilmistir
(Aysan et al. 2005). Benlioglu (1991) tarafindan Bolu, Nevsehir ve Nigde illerinde
yuriitiilen bir ¢alismada P. caratovora subsp. caratovora’nin neden oldugu ¢iiriik
yumru ylizdesi %0,49-1,25 arasinda degisirken, bulagsma orani ise %3,99 ila 8,97
arasinda degisiklik gostermistir. P. caratovorum subsp. atroseptica sadece patateste
hastalik olusturmakla beraber son yillarda yapilan ¢alismalarda biber ve domateste de
ciiriikliige neden oldugu bildirilmistir (Malathrakis and Goumas 1987; Stommel et al.

1996). P. caratovorum subsp. caratovorum ise diinyanin hemen her yerinde yaygin



olarak bulunan ve ¢ok fazla sayida konukguda giiriikliige neden olabilen bir bakteridir
(Saygili vd 2008). Bir diger hastalik etmeni ise patatesin yani sira muz, tiitlin ve
domateste de hastalik yapabilen Ralstonia solanacearum’dur. Patateslerde iletim
demetlerinde ¢iirime, solgunluk,  yumrularda bakteriyel akinti, nekroz gibi
simptomlara neden olan etmen iilkemizde 1995 yilinda Nevsehir’de kisith bir alanda
gdriilmiis ve buradan eradike edilmistir (Ozakman ve ark. 1998). Daha sonra Balikesir
Ayvalik’ta ve Canakkale’de baz1 yabanci otlar tizerinde tespit edilmistir (Ustun et al.
2008; Ustun et al. 2007a; Ustun et al. 2007Db).

Patateslerde goriilen diger bir bakteriyel hastalik, Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus’un neden oldugu bakteriyel halka ciiriikligiidiir. Bu hastalik etmeni tiim
diinyada karantinaya tabi olup, dogal olarak yalnizca patates bitkisini
hastalandirmaktadir. Ancak suni inokulasyon yolu ile farkli Solanum ve Lycopesicon
tiirlerinde de belirti olusturdugu bildirilmistir. Etmen, patates yapraklarinda solma, ige
dogru kivrilma ve yer yer nekrotik lekeler gibi belirtiler sergilerken, yumrularin iletim
demetleri halkasinda sari-krem renkli peynirimsi goriiniimlere neden olur. Saygili ve
arkadaglar1 (2008) Tirkiye’de hastaligin ilk kayitlarinin 1947 ve 1962 tarihli
caligmalarda verildigini, fakat aslinda etmenin var olmadigini belirtmislerdir. Ancak
Altundag (2008) ve arkadaslarmin yaptiklari calismada etmene Kayseri ilin’de

rastlandig1 rapor edilmistir.

Patateslerde zarara neden olan Gnemli bir patojen grubu da stolbur hastaligi etmeni
olarak bilinen fitoplazmalardir (Phytoplasma spp.). Bitkilerin iletim demetlerine ariz
olan fitoplazmalar obligat parazit organizmalardir ve kiiltiire alinamazlar. Patates
yapraklarinda renk degisimi, kivrlmalar ve deformasyonlara neden olurlar. Tiirkiye’de
fitoplazmalarin domates ve patateslerde 6nemli iirlin kayiplarina neden oldugu, bunun
yant sira fitoplazma kaynakli patates zararinin 6zellikle Dogu Anadolu Bolgesin’de
ciddi problem teskil ettigi bildirilmistir (Saygili vd 2008). Yine patates bitkisinde zarar
neden olan hastaliklarindan biri de Candidatus liberibacter solanacearum’un neden
oldugu zebra lekesi (zebra-chip) hastaligidir. Ancak bu hastaligin ilk olarak goriildiigii

Meksika’nin yani sira, Amerika Birlesik Devletleri, Yeni Zelanda, Honduras gibi



iilkelerde varligi bilinmekle beraber (Gudmestad and Secor 2007), Tiirkiye’de

varligina dair hehangi bir kayit bulunmamaktadir.

Patates bitkisinde zarara neden olan en Onemli hastaliklardan birisi de adi uyuz
hastaligidir. Etmeni basta Streptomyces scabiei olmak tizere bir¢ok Streptomyces tiirii
olan hastalik, yumru kalitesinin bozulmasina ve pazar degerinin diismesine de neden
olmaktadir. Ayrica neden olduklar1 yaralar fungus, nematod ve bakteriler i¢in girig

kapisi teskil etmektedir (Karahan 2006).

Karahan (2006) tarafindan bildirildigine gore lezyonlu yumrular depoya kaldirildiginda
clrimektedir. Bu nedenle {ireticiler, hastalik belirtileri tasiyan yumrulari tarlada
birakmaktadirlar. Hastalikli yumrularin tarlada birakilmasi daha sonraki yillar igin
toprakta inokulum kaynagi olusturmakta ve bir sonraki yil hastaligin daha yogun olarak
ortaya ¢ikmasina sebebiyet vermektedir. Ayrica hastalikla bulasik yumrular tarlada

birakildigindan, iiretici ekonomik olarak kayba ugramaktadir.

Patateste patojen olan Streptomyces tiirlerinin ¢ogu pancar, turp, salgam, yer fistigi, tath
patates ve havug gibi bitkilerde de patojendir. Ayrica bazi tek ve ¢ift ¢enekli bitkilerin
fidelerine zarar verebilmektedir. Patojenlerin belirti olusturabilmesi i¢in bitkinin
yaralanmasina gerek yoktur. Belirtilerin; genel olarak yara bulunan boélgelerde
goriilmesine ragmen, patojen lentisellerden de bitkiye giris yapabilmektedir. Yine

belirtiler kok bogazi ve stolonlar iizerinde de goriilebilmektedir (Wanner 2009).

Farkl tipte hastalik belirtilerine neden olabilen etmenler genel olarak yumru tizerinde
agimsi, mantarimsi, ¢ukur veya kabarik lezyonlara sebebiyet vermektedir. Patojenlerin
sergiledikleri lezyon tipinin; bitki ¢esidi, enfeksiyon zamani, patojenin virulansligi ve
cevresel faktorlerin etkisi altinda oldugu bilinmektedir (Wanner 2011). Yine belirtilerin
hastaliga neden olan Streptomyces tiiriine bagli olarak da degisiklik gosterdigi daha
once yapilan calismalarda belirtilmistir. Ornegin; S. scabiei’nin tipik kabarik uyuz
simptomu sergiledigi, yine Streptomyces acidiscabies ve Streptomyces europaeiscabiei

tiirlerinin de tipik uyuz simptomu sergileyen tiirler oldugu, bunun yani sira diger patojen



tirlerin ise genel olarak agimsi, mantarims: ve c¢ukur gibi farkli lezyon tipleri

sergileyebildigi bildirilmistir (Stead and Wale 2004).

Sistematik olarak Streptomyces tiirleri; Bacteria alemi, Actinobacteria subesi,
Actinobacteria  smifi, Actinomycetales takimi, Streptomycetaceae familyasi,
Streptomyces cinsi i¢inde yer almaktadirlar (Anonymous 2012), Patates yumrusuna
stoma veya lentiseller yolu ile giris yapabilirler. Gerek toprak ve gerekse tohum
kaynakli olabilen etmenler, ¢evresel sartlar ve inokulum miktarina bagl olarak

enfeksiyon siddetini artirabilirler (Stead and Wale 2004).

Patojen Streptomyces’lerin Ozellikle toprakta rekabet agisindan etkin oldugu
bilinmektedir. Iste bu toprakta yasama yetenekleri inokulumun bir yildan digerine
aktarilmasinda ana etken olarak rol oynamaktadir (Loria et al. 1997). Yeni tiirlerin farkli

cografik alanlara yayilmasi ise bulagik yumrular vasitasiyla olmaktadir.

Hastaligin cografi yayilisina bakildiginda; bircok etmenin farkli bolgelerde rapor
edildigi goriilmektedir. Amerika, Japonya, Kore, Kanada, Finlandiya, Danimarka,
Fransa, Ingiltere, Hollanda ve Rusya bunlardan bazilaridir (Lambert and Loria 1989a;
Goyer-Faucher and Beaulieu 1996; Kreuze et al. 1999; Bouchek-Mechiche et al. 2000;
Park et al. 2003; Lethonen et al. 2004). Tiirkiye’de ise Bremer’in 1948 yilinda yaptigi
makroskobik gozlemlerden beri hastaligin varligi bilinmektedir (Karahan 2006).

Hastaligin miicadelesinde genel olarak dayanikli gesitlerin tercih edilmesi, temiz
tohumluk kullanilmasi, toprak pH’simin diistiriilmesi, ekim ndbeti, bogaz doldurma
isleminin ardindan birer hafta ara ile sulama yapilmast ve kimyasal kullanimi

Onerilmektedir.

Siiphesiz en onemli miicadele yontemlerinden birisi dayanikli ¢esit kullanimidir. Bu
konuda farkli patates gesitlerinin adi uyuz hastaligina karsi degisen seviyelerde direng
gosterdigi  bildirilmis ve bu ylizden de dayanikli c¢esit kullaniminin hastaligin

onlenmesinde biiyiik 6neme sahip oldugu ifade edilmistir (Stead ve Wale 2004). Ancak



cogu direngli ¢esidin, ticari olarak énem arz etmedigi ve tamamen dayanakli bir gesit
olmayip, bazilarinin hastaliga kars1 yiiksek direng gosterdigi bilinmektedir (Zadina et al.
1975).  Ayrica farkli patates ¢esitlerinin sahip olduklart direng seviyesinin,
Streptomyces tiirii veya straini, topragin nem icerigi ve pH’smna bagli olarak da

varyasyon gosterebilecegi bildirilmistir (Haynes et al. 1997).

Miicadelede temiz tiretim materyali kullanilmasi da 6nem arz eden hususlardan birisidir.
Bazi arastirmacilara gore (Pavlista 1996) yumru iizerindeki inokulumun toprakta var
olan inokuluma nazaran daha etkin bir kaynak olmasi kuvvetle muhtemeldir (Lapwood
et al. 1973). Ayrica enfekteli yumrularin, yeni uyuz formlarinin taginmasi ve daha
virulant strainlerin olusmasinda etkin rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Loria 2001). Iste

bu yiizden bulasik yumrularin tiretimde kullanilmamasi tavsiye edilmistir.

Diger bir miicadele yontemi olarak degerlendirilen {iriin rotasyonunun, adi uyuz
hastaligi {izerinde pozitif veya negatif etkisini destekleyecek kuvvetli kanitlar
bulunmamakla birlikte, bu konuda arastirmacilarin sunduklar1 verilerin de celiskiler
ihtiva ettigi goriilmektedir. Onceki vejetasyon déneminde yetisen iiriiniin ¢ok onemli
olmadigi, inokulum yogunlugunu toprak tipinin tayin ettigi (Vruggink 1976), bunun
yani sira bakla ve pirincin ardindan, patates tarimi yapildiginda hastalik siddetinin
sirastyla azalabilecegi veya artabilecegi daha Once yapilan ¢alismalarda bildirilmistir

(Stead and Wale 2004).

Kiiltiirel iglemlerin hastaligi engelleyecek veya etkisini azaltacak sekilde yapilmasi da
onem arz etmektedir. Ornegin; erken hasat yoluyla iiriiniin, patojenin daha etkin oldugu

sicak donemden kurtarilmasi bunlardan biridir (Waterer 2002).

Toprak pH’sinin ayarlanmasi da onerilen miicadele yontemlerinden biri olarak goze
carpmaktadir. Ancak burada patojenin tiirii biiyiik 6nem arz etmektedir. S. scabiei nin,
5,0-5,2 ve altindaki pH seviyelerinde gelisimi olduk¢a sinirlanmakta, ancak bu pH
seviyelerini tolere edebilen S.acidiscabies ve S.turgidiscabies gibi tiirlerin varligi da
bilinmektedir (Stead and Wale 2004).



Bir bagka miicadele yontemi olarak, uygulanmasi halinde yillar arasinda enfekteli

yumru sayisinda azalmaya neden olan solarizasyon Onerilmektedir (Stead ve Wale
2004).

Biyolojik  miicadele yontemi de adi uyuz hastalifinin  miicadelesinde
kullanilabilmektedir. Cin’de S. scabiei’nin neden oldugu adi uyuzun, hastaligin
baskilandig1 topraklardan izole edilmis Streptomyces strainleri kullanilarak
engellenmesi bunun en giizel orneklerinden biri olarak gbze c¢arpmaktadir. Ayrica
calismanin laboratuar, sera ve tarla kosullarinda olumlu sonuglar verdigi de

bildirilmistir (Liu et al. 1997).

Adi uyuz hastaligr ile miicadelede kullanilabilecek bir diger yontem de kimyasal
Kullanimidir. Genis yelpazeye sahip bir kimyasal grubu enfekteli yumrularin
dezenfeksiyimmunda kullanilabilmektedir. Civa tuzlar1 (Lawpood 1973), bakir siilfat
(Keinath and Loria 1989), borik asit (Maheshwari and Saini 1994) etkinlikleri
kanitlanmis olmasina ragmen cevre ve insan sagligina olumsuz etkilerinden dolay1
kullanimlarina izin verilmemektedir. Ote yandan maneb, mancozeb, fluazinam,
flusulphamide ve fenpiclonil gibi organik bilesiklerin hastaligin kontroliine katkida

bulundugu bildirilmistir (Stead and Wale 2004).

Gram pozitif ve filamentli bakteriler olan Streptomyces tiirlerinin, G+C igerikleri (%69
+79) olup, vejetatif hifleri ile dallanmis miselyumlar meydana getirebilmekte ve
bunlarin yani sira ¢ok sayida sekonder metabolit iiretebilmektedirler. Bu cinse mensup
olan bakterilerin tanilar1 da farkli yonemlerle yapilabilmektedir. Bunlarin basinda
ozellikle morfolojik ve biyokimyasal (spor zinciri sekli ve rengi, melanin ve
¢Oziinebilir pigment {iretimi, toksisk maddelere duyarlilik) 6zellikleri yoluyla yapilan
klasik tan1 gelmektedir. Yine modern molekiiler metotlar da (MIS, BIOLOG, PCR,
kiitle spektroskopisi, sekans ve protein profilleme teknikleri, serolojiye dayali teknikler)

Streptomyces tiirlerinin tanisinda kullanilabilmektedir (Kampfer 2003).



Zaman igerisinde bu cinse mensup olan bakterilerin tanisi ve taksonomisinde ¢ok sayida
problem yasandig1 bilinmektedir (Kampfer 2003). Ozellikle iirettikleri sekonder
metabolitlerin kesfinden sonra, farkli gayelerle cok sayida Streptomyces tiiriiniin
tanilanmasi, ¢cogunlukla sinonim tiirlerin yeni kayitlar olarak sunulmasina yol agmistir.
Ozellikle gozleme dayali, analiz hassasiyeti ile dogrudan baglantili olan morfolojik ve
biyokimyasal testlerin, bu cinse mensup bakterilerin tanisinda vazgegilemez kistaslar
olmasi1 ve bazi1 kayitlar igin tip tiirlerin muhafaza edilememesi de tanida yasanan
zorluklarin sebepleri arasinda gosterilebilir. Ancak gelisen teknoloji 15181nda, kullanima
dahil edilen yeni teknikler sorunlarin ¢oziimiinde 6nemli asamalar kaydedilmesini

saglamistir.

Yukarida Ozetlenen bilgiler gbézden gegirildiginde fitopatojen Streptomyces’lerin
yillardir tizerinde calisilan ve arastirmacilarin ilgisini cezbeben bakteriler oldugu
anlasilacaktir. Kanimizca Tiirkiye’de de bitki patojeni Streptomyces tiirlerine yonelik
calismalar yapilmas1 gerekmektedir. Bu galismanin amaci da Erzurum ili patates iiretim
alanlarinda var olan bitki patojeni Streptomyces tiirlerinin, klasik (spor yapilari, spor
renkleri, karbon kaynaklarin1 kullanabilme, melanin ve ¢ozilinebilir pigment iiretimi,
toksik maddelere dire¢) ve molekiiler (mikrobiyal tani sistemi (MIS), polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR)) metotlarla tanisi, bunun yani sira patojenite Ozelliklerinin

belirlenmesidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Streptomyces, Streptomycetaceae familyasinin tip cinsi olup Waksman ve Henrici
(1943) tarafindan tanimlanmigtir (Kampfer 2006). Streptomyces’ler vejetatif hifleri ile
dallanmis miselyumlar meydana getirirler. Bu miselyumlar olgunlastiklarinda 3 veya
daha fazla spor igeren, spor zincirlerini olusturur. Bazi tiirler substrat miselyumlari
tizerinde kisa spor zincirleri barindirabilir. Bazi tiirler ise sklerotial, piknidial,
sinnematal ve sporangial yapilar meydana getirebilirler. Sporlar1 hareketli olmayip, besi
yerinde ayrik, yaglimsi, derimsi veya likenoid koloniler olusturabilirler. Kolonilerin
yiizeyi baslangicta nispeten diizdiir. Daha sonra havai miselyumlarin olusmasiyla

pudramsi, graniiler veya kadifemsi bir goriiniim olusturabilirler (Kampfer 2003).

Gram pozitif ve aerobik bakteriler olan Streptomyces’ler yiiksek G+C (%69+79)
icerigine sahiptirler. Optimum gelisme sicakliklart 25-35°C, pH istekleri ise 6,5-8
arasinda olmakla birlikte, termofilik ve psikrofilik tiirlerin varligi da bilinmektedir.
Katalaz reaksiyonlari pozitif olup, genellikle nitrat1 nitrite indirgerler. Bunun yani sira
cinsin bircok iiyesi kazein, jelatin, hipoksantin ve hatta seliiloz gibi polimerik
substratlar1 da indirgeyebilme yetenegine sahiptir. Ayrica ¢ok sayida organik maddeyi
metabolizmalar1 i¢in karbon kaynagi olarak kullanabilirler (Williams et al. 1983;
Kampfer et al. 1991; Korn-Wendisch and Kutzner 1992).

Streptomyces cinsinin tyeleri, sergiledikleri yasam dongiisii, metabolizmalari, sahip
olduklar1 farkli metabolitleri ile karmasik bir hayat dongiisline sahip, farklilagsmig
organizmalardir (Kieser et al. 2000). Yine bu cins iiyeleri vejetatif ve havai
miselyumlarina renk veren ¢ok sayida pigment olusumundan da sorumludurlar. Ayrica
renkli ¢ozilinebilir pigmentler de {iretebildikleri bilinmektedir. Pigment iiretimi 6zellikle

besi yerinin kompozisyonu ve gelisme sartlarina baglidir.

Streptomyces cinsini 6nemli kilan o6zelliklerinden biri de trettikleri biyolojik aktif

molekiillerdir. Streptomisinin 60 yil kadar 6nce kesfinin ardindan, bu konuda yapilan
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aragtirmalar popiilarite kazanarak hizlanmistir. Zaman iginde Streptomyces’lerin diisiik
molekiil agirlikli ve kimyasal olarak farklilasmis; antibakteriyel, antifungal, herbisidal,
antiparazitik ve farkli sekillerde biyolojik aktiviteye sahip binlerce molekiil tirettikleri
anlasilmistir.  Ornegin; antibiyotik olarak degerlendirilen, eritromisin, neomisin,
tetrasiklin, vankomisin, rifamisin ve kloramfenikol yine antifungal etkisi bilinen
nistatin, ampotetrisin, natamisin ve anti-kanser aktiviteye sahip mikrostatin bu tiirlerin
tirettigi sekonder metabolitlerdendir. Ayrica toprakta bulunan bir¢gok makro molekiile ait
dogal dongiiniin gergeklesebilmesi i¢in gerekli olan bazi enzimler de Streptomyces’ler

tarafindan saglanir (Kampfer 2003).

Cinsin bazi tyeleri bitki patojeni olarak da tarimsal {irlinlere verdikleri zararla goze
carpmaktadirlar. Cok sayida kazik kokli bitkiye ariz olabilen ancak 6zellikle patateste
ekonomik zarar1 goriilen Streptomyces’lerin adi uyuz hastaligina neden oldugu uzun
stiredir kabul géormektedir (Lambert and Loria 1989a; Lambert and Loria 1989b)

Diinyanin hemen her yerinde hastaligin var oldugu diistiniilmekte (Saygili vd 2008),
degisik lokasyonlarda yapilan calismalar da bu yaklasimi dogrulamaktadir. Farkli
Streptomyces tiirleri basta Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada (Lambert and Loria
1989a; Lambert and Loria 1989b; Goyer et al. 1996; Wanner 2007; St-Onge et al.
2008; Jiang et al. 2012) olmak tizere Fransa (Bouchek-Mechine et al. 2000), Japonya
(Mijiyama et al. 1998), Kore (Park et al. 2003), Birlesik Krallik (Thwaites et al. 2009),
Uruguay (Lapaz et al. 2012), Norveg (Dees et al. 2012), Almanya (Leiminger et al.
2012), Ispanya ve Hollanda (Gonzalez et al. 2008), Iran (Khodakaramian and
Khodakaramian 2012), Cezayir (Bencheikh and Setti 2007), Finlandiya ve Isvigre
(Lethonen et al. 2004)’de bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir. Ancak hastaligin kesfi ¢ok

daha erken donemlere dayanmaktadir.

Kuzey Amerika, Avrupa ve Rusya’da Hastaligin varligi 1920’lerden beri bilinmektedir.
O zamanlar ¢ok sayida tiirlin bu hastaliga neden oldugu ileri siiriilmesine ragmen
giiniimiizden bakildiginda tiir tanimlamalarmin dogru yapilip yapilmadiginin

belirlenmesine imkan yoktur (Stead and Wale 2004).
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Stead ve Wale (2004) tarafindan bildirildigine gore; Bradbury (1986) tarafindan kaleme
alinan ‘Guide to Plant Pathogenic Bacteria’ adli eserde 38 bitki patojeni Streptomyces
tiiri  oldugu belirtilmis, bazilarina ait kanitlarin yalnizca patojenite testlerine
dayanmasina ragmen bunlardan 23 tanesinin patateste patojen oldugu var sayilmstir.
Ancak bu listede patojen oldugu belirtilen tiirlerin ¢ogunun Sovyet Rusya (SSCB)
orjinli olmasi, patojenlerin referans strainleri ya da tanimlamalarinin elde edilememesi
nedeni ile daha sonra olusturulan Skerman’a (1989) ait ‘Approval List of Bacterial
Names’ isimli eserde bu tiirlerin ¢ogu yer almamistir. Buna karsin bazi tiirler (S.
scabiei, Streptomyces aureofaciens, Streptomyces clavifer, Streptomyces collinus,
Streptomyces  globisporus,  Streptomyces griseus, Streptomyces intermedius,
Streptomyces  longisporus,  Streptomyces  rimosus,  Streptomyces  sampsonii,
Streptomyces setonii, Streptomyces tricolor ve Streptomyces violaceous) kabul
gormiistiir (Stead and Wale 2004).

Taksonomideki karmasa, cinsin biytikligine ek olarak bazi teknik zorluklara
baglanmaktadir. Ancak teknolojik ilerlemelere paralel olarak patojenlerin tanisi ve
dogru tanimlanmalarinin yapilmasi da devam etmektedir. Stead ve Wale (2004)
tarafindan, patateste patojen oldugu belirtilen 14 Streptomyces tiirii bildirilmistir. Bunlar
S. scabiei ( Lambert and Loria 1989a), S. acidiscabies (Lambert and Loria 1989b), S.
aureofaciens (Duggar 1948), Streptomyces caviscabies (Goyer-Faucher and Beaulieu
1996), S. collinus (Lindenbein 1952), S. europaeiscabiei (Bouchek-Mechiche et al.
2000a,b), S. intermedius (Waksman 1953), Streptomyces luridiscabiei, Streptomyces
niveiscabiei, Streptomyces puniciscabiei (Park et al. 2003), Streptomyces reticuliscabiei
(Bouchek-Mechiche et al. 2000), S. setonii (Waksman 1953), Streptomyces stelliscabiei
(Bouchek-Mechiche et al. 2000a,b) ve S. turgidiscabies (Miyajima et al. 1999)

tirleridir.

Bull ve arkadaslar1 (2010) tarafindan bildirilen fitopatojen bakteriler listesinde ise; S.
acidiscabies, Streptomyces albidoflavus, Streptomyces candidus, S. caviscabies, S.
collinus, S. europaeiscabiei, S. intermedius, S. luridiscabiei, S. niveiscabiei, S.

puniciscabiei, S. reticuliscabei, S. scabiei, S. setonii, S. steliiscabiei, S. turgidiscabies ve
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Streptomyces wedmorensis tiirleri yer almistir. Yine farkli ¢aligmalarda Streptomyces
rochei (Cullen and Lees 2007) ve Streptomyces bottropensis tiirlerine ait patojen

strainlerin rapor edildigi bilinmektedir (St-Onge et al. 2008; Leiminger et al. 2012 ).

Patates adi uyuz hastaligina neden olan etmen ilk olarak 1890 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri Connecticut’ta Thaxter tarafindan izole edilmistir. Thaxter, etmeni Oospora
scabies olarak isimlendirmis ve bu organizmay1 gri spor zincirlerine sahip, melanin
iireten bir organizma olarak karakterize etmistir. Bu organizmaya ait, korunabilen bir tip
kiiltir mevcut degildir. Tiir daha sonra Giissow tarafindan Actinomyces scabies olarak
yeniden isimlendirilmistir. 1961 Yilinda Waksman, tiir tanimin1 yeniden yapmus, tlirii
Streptomyces scabiei olarak isimlendirmistir. Ancak yanlislikla IMRU 3018 nolu strain
neotip (muhafaza edilemeyen tip Orneklerin yerine Onerilen yeni ornekler) olarak
Onerilmistir. Neotip seciminin patojenite baz alinarak yapildig1 agiktir. Ciinkii bu strain
spiral spor zincirleri ve melanin iiretiminden yoksundur. IMRU 3018 1960’11 yillarda
gerceklestirilen International Streptomyces Project (ISP) kapsaminda S. scabiei’yi
temsil etmistir. Daha sonra patateslerden izole edilmis ¢ok sayida referans tiir 6ne
stirilmiis ve bu ylizden tiir, Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’de incertae
cedis (taksonomik pozisyonu kesinlesmemis) olarak yer almistir. 1979 Yilinda
Elesaway ve Szabo bu durumu fark etmis, tiirii yeniden degerlendirerek kabul edilebilir
bir tip strain onermislerdir (Lambert and Loria 1989a). Lambert ve Loria (1989a) tiiriin
isimlendirilmesini yeniden giindeme getirmis, spiral spor zincirlerine sahip, melanin
tireten bir straini, tip tiir olarak onermiglerdir. Yapilan tanimlamaya gore S. scabiei’e ait
tip tiir, spiral spor zincirleri olusturan, silindirik, piiriizsiiz ve gri renkli sporlara
sahiptir. Sporlar1 0,5 um ¢apinda ve 0,9-1,1 pum boyundadir. Pepton yeast iron agar
(PYI) ve tyrosin agarda (TYR) melanin pigment iretmekte olup pH 5’in altinda
gelisememektedir. Tip strain 20 pg/ml streptomisin ve 0,5 pg/ml kristal viyoleye karsi
duyarhdir. Ayrica G+C igeriginin %71 oldugu ve strainin 1984 yilinda New York’ta

izole edildigi belirtilmistir.

Lambert ve Loria (1989b) tarafindan isimlendirilen bir diger tiirde S. acidiscabies’dir.

Bilindigi lizere adi uyuz hastaligi 5,2 ve tizeri pH seviyelerinde goriilmektedir. Ancak
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Maine (1953) hastaliginin ¢ok benzer bir formunu, toprak pH’sinin 4,5 oldugu alanlarda
belirlemistir. Hastalifin ortaya ¢ikis asamasinda, Amerika’nin Orta Bati1 bolgesinde,
hassas olan ‘chippewa’ c¢esidi patateslerde simptomlara neden oldugu bildirilirken,
Maine’ye gore hastalik, bolgeye disaridan girmistir. Ancak o donemde {iretim yapan
ciftliklerin disaridan tohumluk saglamadig: da bilinmektedir. Ote yandan 1950’lerin
baslarinda tohumluklarda uygulanan kontrol yontemlerinden vazgegilmis olmasi, nadir
olan hastaligin, yiizde olarak Olgiilebilir bir duruma gelmesine yol agmis olabilir.
Ilerleyen zamanlarda bu asit tolerans strain Bonde ve MclIntyre ayrica, Manzer ve
arkadaslari tarafindan izole edilmistir. Daha sonra Lambert ve Loria bu tiirii tanimlamus,
RL-110 nolu straini tip tiir olarak belirlemis ve adimi da S. acidiscabies olarak
onermislerdir (Lambert and Loria 1989b).

Yapilan tamimlamaya gore; S.acidiscabies tiim standart besi yerlerinde simopodiyal
olarak dallanmis, flexous spor zincirlerine sahiptir. Substrat miselyumunun
parcalanmasi, sporangium veya sklerotium olusumu ya da flagellat sporlart yoktur.
Sporlar silindirik, diiz, 0,4-0,5 um ¢apinda ve 0,9-1,1 um uzunlugundadir. TYR ya da
PYI besi yerlerinde melanoid pigment tiretemezler. Kutzner’in inorganik tuz gliserol
agar besi yerlerinde, HCI ile muamele edildiklerinde sariya, NaOH ile muamele
edildiklerinde tekrar kirmiziya donen ¢oziinebilir koyu kirmizi renkli pigment tiretirler.
Rafinozu karbon kaynagi olarak kullanamazlar. Tiim strainler poligalakturonid, arbutin,
ksantin ve ksilan1 indirgeme yetenegine sahiptirler. Yine nispeten yliksek oranda kristal

viyole ve toksik kimyasallara kars1 direnglidirler.

Patateslerde goriilebilen uyuz belirtisi tiplerinden biri derin ve ¢ukur seklindeki
lezyonlardir. S. caviscabies bu tarz belirtilere neden olabilen etmenlerdendir. Goyer ve
arkadaslart (1996) tarafindan bildirildigine gére bu derin ve ¢ukur seklinde lezyonlara
Washington eyaletinde rastlanmigtir.  Simptomlar Streptomyces atroolivaceus,
Streptomyces diastatochromogenes, Streptomyces lydicus ve Streptomyce resistomyficus
tiirlerine atfedilmis ancak bu durum dogrulanamamistir. Daha sonra Kanada’da derin

cukur seklinde lezyonlardan izole edilen 8 straine yonelik degerlendirmelerde bu
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strainlerin literatiirde bilinen bitki patojeni Streptomyces’lerden farkli oldugu ortaya

konulmus ve bu strainlere S. caviscabies adi verilmistir.

Ozelikle sulu tarlalarda yetisen patateslerden izole edilen S. caviscabies, yeast malt-
extract agar (YME) agar tizerinde olusturdugu altin sarsindan agik kahverengiye kadar
renklenebilen miselyumlar1 ile karakterize edilmistir. Havai miselyumlarin ucunda
beyaz renkli, flexous spor zincirleri bulunmaktadir. Silindirik ve piiriizsiiz olan sporlari
0,5-0,63 um ¢apinda ve 0,87-1,08 um boyundadir. PY1 agar tizerinde melanin pigment
tiretemezler. Tiim strainler tek azot kaynagi olarak prolin ve metiyonini, yine tek karbon
kaynagi olarak rafinozu kullanirlar. Ksilan1 hidrolize edebilirken, arbutin ve
poligalakturonik asidi hidrolize edemezler. Cogu strain %7 ve fizerindeki NaCl
konsantrasyonlarina tolerans gosteremez. Tim strainler %0,1’lik fenole, 10 U
penisiline, 10 pg/ml tallium asetat ve 20 ug/ml streptomisin siilfata karsi direnglidir.
YME agar iizerinde 4,5 pH ’ta ise bliylime inhibe edilir ve bazi strainler YME agarda

sar1 veya kirmizi ¢6ziinebilir pigment tiretir ( Goyer et al. 1996).

Bir bagka bitki patojeni Streptomyces tiirii de; Japonya’da patatesler {izerindeki kabarik
ve piirtikli lezyonlardan izole edilmis olan S. turgidiscabies’dir ( Mijiyama et al.
1998). Izole edilen 22 S. turgidiscabies tiiriiniin tamam1 patojenite testlerinde pozitif
sonu¢ vermis; yumrular T{zerinde dilizensiz, kabarik ve mantarims1 lekeler
olugturmuslardir. Standart besi yerleri iizerinde simpodiyal olarak dallanmis, flexous
spor zincirlerine sahiptirler. Silindirik ve piiriizsiiz olan sporlar1 0,5-0,6 pum capinda,
1,0-1,2 um boyundadir. Substrat miselyumunda pargalanma, sporangium, sklerotium
veya flagellat spor olusumu gézlemlenmez. Tyrosine ya da pepton iron agarda melanoid
pigment ya da herhangi bir ¢oziinebilir pigment {iretmezler. Substrat miselyumlar: sari
pigment Uretip, bu pigment pH degisimlerine kars1 hassas degildir. Tiim strainler
hidrojen siilfit iiretir fakat nitrat1 indirgeyemezler. Adenin, allantoin, arbutin, kazein,
eskulin, hipoksantin, nisasta, L-tyrosin ve {ire tiim strainler tarafindan indirgenebilirken,
ksantin indirgenemez. Biiylimeleri pH 4,5, %4 NaCl, 10 pg/ml sodyum azid, 10 pg/ml
sodyum tellurit’te devam ederken toksik bilesiklerden %5 NaCl, 20 pg/ml sodyum azid,
1 mg/ml fenol, 100 pg/ml potasyum tellurit, 10 pg/ml tallium asetat 0,5 ug/ml kristal
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viyole, ayrica 37°C’de ve pH 4’te gelisimleri inhibisyona ugramistir. Ayrica bu ¢alisma
kapsaminda bir DNA hibridizasyonu da gergeklestirilmis, S. turgidiscabies strainlerinin
akrabalik oranlar1 %96’nin iizerinde bulunurken, diger patojen strainlerle aralarindaki

akrabalik oranlar1 ise %5-21 arasinda degisim gostermistir ( Mijiyama et al. 1998).

Yapilan bir diger ¢alismada ise; S. europaeiscabiei, S. strelliscabiei ve S. reticuliscabiei
tirleri tanimlanmistir.  Fransa’da kabarik ve ag seklinde lezyonlardan izole edilen
strainler, patojen tiirlerin tip strainlerini de igeren 19 Streptomyces ornegi ile DNA
hibridizasyon c¢aligmalarina tabi tutulmus ve sonugta S. scabiei strainleri arasinda
genetik akrabalik derecelerine gore 3 farkli grup oldugu ortaya ¢ikmistir. Bunlara
arasindan 1. grup S. europaeiscabiei, 3. grup ise S. stellliscabiei olarak onerilmis ve
tiirlere ait tip strainler belirlenmistir. Onerilen ve tip straini belirlenen bir baska tiir de
ag seklindeki uyuz lezyonlarindan izole edilen S. reticuliscabiei olmustur (Bouchek-
Mechine et al. 2000)

Yapilan ¢alisma sonucunda belirlenen tip strainlere ait tanimlamalar verilmistir. Buna
gore; kabarik tipte uyuz lezyonlarindan izole edilen S. europaeiscabiei gri renkli, spiral
spor zincirlerine sahiptir ve tyrosin agar ilizerinde melanin pigment iretebilir. L-
arabinoz, D-fruktoz, D-glukoz, D-mannitol, inositol, rafinoz ramnoz, sukroz ve D-
ksilozu karbon kaynagi olarak kullanabilir. Ksantinin pargalanmasi tiirler arasinda
farklilik gosterirken, tiim strainler 20 pg/ml streptomisin, 0.5 pg/ml kristal viyoleye
karsi hassastir. Ote yandan yine tiim strainler 25 pg/ml oleandomisin ve 10 IU

penisiline kars1 direngli olarak degerlendirilmistir.

Farkl1 bir genetik grup olarak belirlenen ve yildiz benzeri kabarik uyuz lezyonlarindan
izole edilen S.stelliscabiei de gri ve sipal spor zincirlerine sahiptir. Tyrosin agar
tizerinde melanin pigment iretebilir. L- arabinoz, D-fruktoz, D-glukoz, D-mannitol,
inositol, rafinoz ramnoz, sukroz ve D-ksilozu karbon kaynag: olarak kullanabilir. Yine
test edilen izolatlarin ¢ogu ksantini parcalayabilmektedir. Tiim strainler 20 pg/ml
streptomisin, 0.5 pg/ml kristal viyole, 100 pg/ml oleandomisin ve %5 NaCl’ye kars1

hassas olup, 25 pg/ml oleandomisin ve 10 IU penisiline kars1 direnglidirler.
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Tanimlanan bir diger tir ise; ag seklindeki lezyonlardan izole dilmis olan S.
reticuliscabiei’dir. Acik gri renkte, flexous spor zincirlerine sahip olan tiir tyrosin agar
lizerinde melanin pigment iiretememektedir. Gelisimi 20 pg/ml streptomisin, 0.5 pg/ml
kristal viyole, 100 pug/ml oleandomisin ve %5 NaCl’de inhibe edilmketedir. Penisiline
(10 IU/ml) kars1 tiim strainler direng gosterirken, 25 pg/ml oleandomisin’e karsi

strainlerin %60°1ik bir kism1 direng gosterebilmistir.

Farkli tiirlerin tamimlandig1 bir diger ¢alisma ise; S. luridiscabiei, S. puniciscaei ve S.
niveiscabie’nin, belirlendigi Kore’de yapilmistir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda elde
ettikleri hastalik etmenlerini; S. scabiei, S. turgidiscabies ve S. acidiscabies olarak
tanilamistir. Bu ¢alismadan 7 yil sonra bir baska arastirmada; Jeju Adasi’ndan toplanan
ve kabarik tipe uyuz lezyonlar1 sergileyen patates yumrularindan izolasyonlar yapmaistir.
Sonugta 3 tiirlin bilinen patojen strainlerden farkli 6zellikler sergiledikleri belirlenmistir.
DNA akrabalik oranlarina gore ayristirilan tiirlere ait tip strainler belirlenmis ve isimleri

S. luriscabiei, S. puniciscabiei ve S. niveiscabiei olarak onerilmistir (Park et al. 2003)

Yapilan tanimlamalara gore; S. luriscabiei, sari-beyaz renkte ve sporlari piiriizsiiz ve
monovertisillat flexous spor zincirlerine sahiptir. Tyrosine ve PYI agarda melanin
pigment iiretmekte ve L- arabinoz, D-fruktoz, D-glukoz, D-mannitol, inositol, rafinoz
ramnoz, sukroz, D-ksilozu karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Gelisebildigi
minimum pH 4.5 iken, %5 NaCl, %0.1 fenol, 100 pg/ml tallium asetat, 20 pg/ml
streptomisin, 25 ve 100 pg/ml oleandomisine kars1 hassas; 10 pg/ml tallium asetat, 0.5

ug/ml kristal viyole ve 10 IU penisiline kars1 direnglidir (Park et al. 2003).

Bir diger tiir S. puniciscabiei; soluk turuncu renkte ve piiriizlii sporlart olan, flexous
spor zincirlerine sahiptir. Tyrosine agar lizerinde melanin iiretebilirken, PYI agar
tizerinde iretemez. L- arabinoz, D-fruktoz, D-glukoz, D-mannitol, inositol, rafinoz
ramnoz, sukroz ve D-ksilozu karbon kaynagi olarak kullanabilir ve gelisebildigi
minimum pH 3.5’tir. Tallium asetat (25 ve 100 ug/ml) ve 20 ug/ml streptomisine karsi
hassas; %7 NaCl, 0.5 pg/ml kristal viyole, %0.1 fenol, 25 ve 100 pg/ml oleandomisin
ve 10 IU penisiline kars1 direnglidir (Park et al. 2003).
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Adi S. niveiscabiei olarak onerilen 3. tiir ise; beyaz renkli ve piiriizsiiz sporlar1 olan,
flexous spor zincirlerine sahiptir. Tyrosin ya da PYI agar iizerinde melanin pigment
iiretemez. L- arabinoz, D-fruktoz, D-glukoz, D-mannitol, inositol, rafinoz ramnoz,
sukroz ve D-ksilozu karbon kaynagi olarak kullanabilir ve S. puniciscabiei gibi pH
3.5’te gelisebilir. %5 NaCl, 20 ve 100 pg/ml tallium asetat, 0.5 pg/ml kristal viyole,
%0.1 fenol, 25 ve 100 pg/ml oleandomisin ve 20 pg/ml streptomisine karsi hassas olup;

10 IU/ml penisiline kars1 direnglidir (Park et al. 2003).

Yakin zamanda Onerilen bir baska tiir ise Streptomyces alcaliscabiei’tir. Gri, flexous
spor zincirlerine sahip, ¢oziinebilir pigment iiretiminden yoksun olan bu tiiriin ayni
zamanda PYI ve TRY agarlar {izerinde melanin {iretebildigi bildirilmistir. Mannitol,
sukroz, meliboz, fruktoz, laktoz, seliiloz, rafinoz, glukoz ve maltozu karbon kaynagi
olarak kullanabilen S. alcaliscabiei, %1 fenol, %5, 6 ve 7 konsanrtasyonlarda NaCl, 100
pg/ml tallium asetat, 25 pg/ml streptomisin, 100 pg/ml oleandomisin ve 10 IU/ml
penisiline duyarli iken, 10 pg/ml tallium asetati tolere edebilmektedir. Farkli olarak bu
tiirin, besi ortaminda pH 7-11 araliginda gelisebildigi ifade edilmistir (Tahany et al.
2012).

Tipik fitopatojen bakterilerin cogunlugundan farkli 6zelliklere sahip Streptomyces’lerin
izolasyonlari, patojenitelerinin belirlenmesi ve tanilanmasi islemlerinde de yer yer
farkliliklar gozlenebilmektedir. Oncelikle izolasyon prensipleri degerlendirildiginde
standardize edilmis ¢ok sayida metot oldugu goriilmektedir. Bunlardan biri Loria ve
arkadaslar1 (2001) tarafindan belirlenmistir. Buna gore hasta yumrular {izerinde
sporulasyon varsa sporlar direkt alinarak su agar1 {izerine ekim yapilmaktadir.
Sporulasyon goézlemlenmiyorsa yumrular 6nce musluk suyu ile yikanmakta, ardindan
%1.5’lik NaCOH ile dezenfekte edilmektedir. Daha sonra lezyon goriilen bdlgenin
bulundugu yerdeki kabuk kaldirilarak altinda bulunan saman saris1 renkli kisimdam bir
miktar doku alinmaktadir. Ardindan havan icerisinde ezilen doku steril su ile siispanse
edilmekte ve bu silispansiyondan su agari iizerine ekim yapilmktadir. Ekim yapilan

besiyerleri 28-30°C’de 7-10 giin siire ile inkiibe edilmektedir. Ayrica ortam tizerinde
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diger bakteri ve funguslarin gelisimini dnlemek amaci ile su agarina NPPC (nistatin,

polimiksin, penisilin ve siklohekzimit) ilave edilebilecegi de belirtilmistir.

Farkli bir yonteme gore; yumrularin yiizey dezenfeksiyonu 1:140 oraninda fenol ile
yapilmis, ardindan steril su iginde bekletilen yumrular fenolden armndirilmistir. Daha
sonra lezyon goriilen kismin altindan kiigiik bir parca alinmig ve steril su iceren tiiplere
aktarilmigtir. Bu tiipler 50°C’ye ayarli su banyosunda 30 dk siire ile bekletilmistir. Daha
sonra tiipler i¢indeki pargalar belli oranlarda NPPC igeren su agarlar1 iizerine konulmus
ve 30°C’de 10 giin sure ile inkiibe edilmistir. Daha sonra patates dokularinin etrafinda
olusan koloniler, NPPC igeren YME agar besi yerine transfer edilmistir (Faucher et al.
1992).

Bagka bir ¢alismada ise lezyonlu kisimdan alinan pargalar havan i¢inde ezilmis ve
fizyolojik tuzlu su ile siispanse edilmistir. Ardindan bu siispansiyona 10 ml fizyolojik
tuzlu su eklenmis ve bu stok soliisyondan 10 ye kadar seyreltme yapilmustir. Son olarak
10*" araliginda olan diliisyonlardan tyrosine casinate nitrate agar (TCN) besi yerine

ekimler yapilmis ve petriler inkiibasyona birakilmistir (Archuleta and Easton 1981).

Streptomyces tiirlerinin patojeniteleri de farkli yontemlere gore belirlenebilmektedir.
Yaprak ve sap celiklerinden iiretilen yumrular, patates diskleri veya turp fidelerinde
yapilan testler bunlar arasinda yer almaktadir (Liu et al. 1997; Conn et al. 1998; Loria et
al. 2001; Cullen and Lees 2007).

Streptomyces tiirlerinin tan1 ve smiflandirilmasina iliskin tani ¢alismalar1 1940’larda
antibiyotiklerin kesfinin ardindan hiz kazanmis, 6zelikle bu efektif maddeleri {irettigi
belirlenen tiirler, yeni tiir olarak tanimlanmis ve patentlenmistir. Bu yolla 0 zamana
kadar sayis1 40 civarinda olan tiir sayis1 3000’1 gegmis, ancak daha sonra bunlarin ¢ogu
sinonim olarak degerlendirilmistir (Anderson and Wellington 2001). Daha sonra bu
tiirlerin tanist icin standart kriterlerin belirlenmesi gerektigine karar verilmis ve 1964
yilinda Uluslararas1 Streptomyces projesi (ISP) yiiriirliige konmustur. Shirling ve

Gottlieb (1966) tarafindan; spor zinciri morfolojisi, spor rengi, substrat miselyumu,
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melanin veya ¢ozlinebilir pigmet iretimi, belirli karbon kaynaklarini kullanabilme
yetenegi gibi ozellikler tanida kullanilacak standart kriterler olarak ortaya konmustur.
Bu sayede sinonimler tespit edilerek tiir sayis1 450’ye indirilmis ve tip strainler

belirlenerek bir kiiltiir koleksiyonu olusturulmustur.

Ancak ISP teshise iliskin prensipler belirlememis, yalnizca kullanilan metotlart
standardize etmistir (Anderson and Wellington 2001). ilerleyen yillarda Williams ve
arkadaslar1 (1983) sayisal taksonomiyi Streptomyces tiirlerine uygulamis ve bunun
sonucunda Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 1974 baskisinda 463 olan tiir
sayist 1989 baskisinda 142’ye dismiistiir. Fakat bu da problemi tam olarak
¢cOziimlememistir. Baz tiirler icinde goriilen sira dis1 6zellikler nedeni ile fazla sayida
alt tiir tamimlanmis ve bircok alt tiir segilen tip strainlerle uyusmazlik sergilemistir
(Goodfelow and Dickenson 1985). Giintimiize dogru gelindiginde Streptomyces tiirleri
arasindaki akrabalik iligkilerinin anlagilabilmesi i¢in ISP’de standardize edilen kriterlere

ek olarak ¢ok sayida kemotaksonomik ve molekiiler metot da kullanilmaktadir.

Waksman (1961) Actinomycetes’ler iizerine yayinladigi ‘The Actinomycetes’ isimli
eserinde, Streptomyces tiirlerinin siniflandirilmasinda goz O6niinde bulundurulmasi
gereken karakteristik Ozellikleri belirlemistir. Buna gore ilk sirada morfolojik
karakteristikle olarak degerlendirilen; substrat miselyumunun yapisi, havai miselyumun
yapist ve olusumu, sporoforlarin dallanma bicimleri, sporlarin sekli ve boyutu, spor
yiizeyi (diiz veya pliriizli) yer almistir. Ardindan kiiltiirel 6zellikler bashigi altinda
topladig1; biiylime karakteristikleri, havai miselyumun gelisimi, substrat miselyumu ve
havai miselyumun rengi kriterlere dahil edilmistir. Ayni ¢alismada; ¢dziinebilir pigment
tiretimi, karbon kaynaklarinin kullanimi, sukroz inversiyonu, seliilozun parg¢alanmasi,
nigasta hidrolizi, proteolitik aktivite, azot kaynaklarinin kullanimi, oksidaz aktivitesi,
reduktaz aktivitesi, antibiyotik ve vitamin liretimi, bunlarin yan1 sira PY| agar iizerinde
kiikiirt olusumu g6z 6niinde bulundurulmasi gereken biyokimyasal ozellikler olarak
tespit edilmistir. Antibiyotik duyarliliklar1, faj duyarliliklari, serolojik reaksiyonlari,
kimyasal kompozisyonlari, ekolojik ozellikleri ve genetik iliskiler de bu eserde

smiflandirmanin 6nemli ktiterleri olarak sunulmustur
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Gecmisten glinlimiize kullanilan metotlarin da yukarida bahsedilen kriterler baz alinarak
sekillendirildigi goriilmektedir. Bu metotlar; morfolojik ve biyokimyasal yontemleri
igeren klasik taksonomi (Pridham ve Tresner1974; Shirling and Gottlieb 1966), sayisal
taksonomi (Williams et al. 1983), yag asidi metil esterleri analizi (Paradis et al. 1994;
Ndowora 1995), seroloji (Ridell and Williams 1983; Kirby and Rybicki 1986),
pirotaksonomi (Sanglier et al. 1992), strainlerin kullanabildigi karbon kaynaklarinin
tespiti (Davelos et al. 2004; Triphati et al. 2011), faj tipleme (Anderson and Wellington
2001), poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) (Manchester et al. 1990; Ochi 1992),
DNA-DNA hibridizasyonu (Witt and Stackerbrandt 1990; Radenbach et al. 1993),
diisiik frekansli pargacik analizi (LFRFA) ( Beyazova and Lechevalier 1993), sekans
analizi (Ochi 1995; Huddleston et al. 1997; Katoka et al. 1997) ve ¢ogu arastirmaci
tarafindan tercih edilen polimeraz zincir resaksiyonu (PCR) (Burkhalid et al. 2002;
Wanner 2006; St-Onge et al. 2008; Awad et al. 2009; Dees et al. 2012 ) sayilabilir.
Bahsedilen metotlarin kronolojisine goz atildiginda konvensiyonel taksonomi ile bagyan
yolculugun, sayisal taksonomi ile devam ettigi ve ardindan modern taksonomik

yontemlere dogru gelindigi goriilmektedir.

Erken donemlerde taksonomik sistemler fenotipik karakterlere dayanmaktaydi. Bu
geleneksel yaklasima gore; Streptomyces’ler, spor formasyonlari, spor renkleri, melanin
tiretimi gibi kriterler agisindan benzerlik ve farkliliklarina gore gruplandirilmaktaydi.
Ikinci agsamada ise bu gruplar karbon kaynaklarmni kullanim karakteristiklerine gore alt
gruplara ayrilmaktaydi (Pridham and Tresner 1974). Sayisal taksonomi de ¢ok sayida
fenotipik kriterin tamaminin es zamanl olarak degerlendirilmesine imkan tanimistir.
Williams ve arkadaslar1 (1983) tarafindan Streptomyces tiirleri tizerinde 189 fenotipik
karakter kullanilarak yapilan calismada 475 strain karakterize edilmis, sonucta 19
major, 40 minér ve 18 adet de tek strain igeren 77 grup belirlenmistir. Daha sonra
numerik taksonomi veri tabaninda var olan 41 karakteristigi kullanarak, muhtemel bir
tan1 oran1 veren MATIDEN programu gelistirilmistir (Anderson and Wellington 2001).
llerleyen yillarda ise degisik arastiricilar tarafindan, Wiiliams ve arkadaslarmin (1983)
olusturdugu tan1 matriksi yenilenmis ve gelistirilmistir (Langham et al. 1989; Kampfer
etal. 1991).
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Streptomyces tiirlerinin siniflandirilmasinda kullanilabilecek bir diger kriter de sahip
olduklar1 14-18 karbonlu, iso ve anteiso yag asidi zincirleridir (Lechevalier 1977;
Saddler et al. 1987). Bunun yani sira bazi tiirlerde hidroksillenmis metil esterleri de
mevcuttur (Kroppenstedt 1985). Kanada’da yapilan bir ¢alismada 31 adet patojen ve
patojen olmayan S. scabiei tiiriiniin yag asidi metil esterleri belirlenmistir. Yapilan
analizlere gore bu 31 strain iki grup i¢inde yer almistir. ilk grupta baskin yag asidi 16:0
olarak tespit edilirken, ikinci grubun baskin yag asidinin 15:0 oldugu belirlenmistir.
Ayrica 15:0, 15:0 iso ve 16:0 yag asitlerinin, analiz edilen tiim stainlerde total yag asidi
kompozisyonunun %20’sini olusturdugu belirlenmistir. Yine ¢alisma sonucunda genetik
gruplarla, yag asiti profilleri arasinda herhangi bir baglant1 bulunamadig1 gibi, patojen
strainler arasinda da ayirt edici herhangi bir karakteristige rastlanmadig rapor edilmistir

(Paradis et al. 1994).

Amerika’da yapilan baska bir ¢alismada ise; 19 patojen Streptomyces spp., 7 patojen
baskilayici1 Streptomyces spp., ve S. albidoflavus’a ait tip strainin hiicresel yag asidi
kompozisyonlart belirlenmistir. Yapilan gruplandirmaya gore patojenik S. scabiei ve S.
albudoflavus tiirlerinin S. acidiscabies’ten farkli oldugu tespit edilmistir. Ayrica S.
acidiscabies istisna olmak kaydiyla patojenik Streptomyces strainlerinin, patojen

baskilayici strainlerden farkli bir grupta yer aldig tespit edilmistir (Ndowora 1995).

Pirotaksonomik yontem de Streptomyces tiirlerinin tanisinda kulanilan yontemlerden
biri olup yiiksek sicaklikta pirolize edilen hiicrelerin kiitle spektroskopisi ile analiz
edilmesi (PyMS) esasina dayanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada; major gruplardan olan
S. albidoflavus grubu PyMS analizine tabi tutulmus, S. albidoflavus ve S.anulatus
olmak {iizere iki farkli grupta degerlendirilmistir. Yine 6 adet S. halstedii straininden 3
tanesi de farkli bir grup i¢inde yer almistir. Bu sonuglara gore; PyMS analizinde ayni
gurupta yer alan strainler iginde varyasyon goriilebilmektedir. Arastirmacilara gore; bu
metodun uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken husus tipki yag asidi analizinde
oldugu gibi standart bir prosediire bagli kalinmasidir. Ciinkii gelistirme ortami ve

stiresinin elde edilen pirogrami etkiledigi belirtilmistir (Sanglier et al. 1992).
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Serolojik teknikler de bu cinsin tanisi amaciyla kullanilabilmektedir. Streptomyces
tiirleri tarafindan tretilen proteinlerin direkt olarak arastirilmasina ve tiirler arasindaki
farkliliklarin  belirlenmesine imkan saglayan serolojik tami c¢aligsmalar1 agar jel
immunodifiizyon analizi ile baslamistir (Ridell et al. 1986). Ancak, bu analiz
yonteminin bazi sakincalar1 oldugu bildirilmistir. Sadece major antijen gruplarinin
belirlenebilmesi, yar1 kantitatif bir yontem olmast ve presipitasyon hatlarinin
belirlenmesindeki gorecelik bunlar arasinda gosterilmistir. ELISA yonteminin ise bu
dezavantajlara sahip olmadig1 ve daha hassas 6l¢iim yapabildigi bildirilmistir. Yapilan
bir ¢aligmada; indirekt ELISA y6temi kulanilmis, sonugta daha dnce sayisal taksonomi
calismalar1 ile elde edilen veriler, bu arastirma sonuglart ile paralellik gostermigtir
(Kirby and Rybicki 1986). Bu arastirrmada kullanilan antibody Streptomyces tiirlerinin
miselyumlarim1 hedef alacak sekilde dizayn edilmis ve taksonomik arastirmalarda
tiirlerin gruplandirilmas: i¢in kullanilmistir. Ote yandan tiire spesifik monoklonal
antibodyler iizerine yapilan bir baska calismada ise; S. lividans’in spor ylizeyinde
bulunan antijenleri hedef alan tiir spesifik bir antibody gelistirilmis ve bunun S.

lividans’in tanisinda basari ile kullanilabilecegi kaydedilmistir (Wipat et al. 1994).

Streptomyces grubu bakterilerin tanisinda en 6nemli  kriterlerden biri de
kullanabildikleri karbon kaynaklari, bir bagka degisle metabolik enzim profillerinin
belirlenmesidir. Bu amagla daha oOnceleri ISP’de standardize edilen metotlar
kullanilmigtir. Buna gore standart bir besi yerine karbon kaynaklar1 eklenmek suretiyle
bakterilerin bu karbon kaynaklarini kullanip kullanamadigi belirlenmistir (Pridham and
Gottlieb 1948; ). Ancak giinlimiizde bu islem igin hazir kitler tercih edilmektedir.
BIOLOG firmas1 tarafindan gelistirilen SFP2 veya GP2 kitler bu amagla
kullanilabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada; SFP2 BILOG plate kulanilmis ve test
edilen 10 Streptomyces straininin tamaminin a-D-glukoz, maltotrioz, turanoz, N-acetyl-
D-glukozamine, D-mannoz, gliserol, dekstrin ve L-glutamik asit karbon kaynaklarini
kullandig1, 6 karbon kaynaginin ise higbir izolat tarafindan kullanilmadigi belirtilmistir
(Davelos et al. 2004). Yapilan bagka bir ¢alismada ise; 14 Streptomyces straininin
metabolik enzim profillerinin belirlenmesi amaciyla GP2 BIOLOG kit kullanilmistir.

Yapilan analizlere gore; strainler iki major grupta yer almis, 10 karbon kaynagi, ilk
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grupta yer alan higbir strain tarafindan kullanilmazken, 3 karbon kaynagi da ikinci
grupta yer alan strainlerin higbiri trafindan kullanilmamistir. Tiim strainler tarafindan

kullanilan tek karbon kaynaginin ise D-riboz oldugu belirtilmistir (Triphati et al. 2011) .

Tanida kullanilan bir diger yontem ise faj tipleme olarak bilinmektedir. Buna gore
fajlarin konukcu spesifitesinden yararlanarak tani yapilabilmektedir. Fajlarin bazilar
polivalent, yani cinse dahil ¢ok sayida tiirii enfekte edebililecek 6zellikte iken, bazilari
da tiire spesifik 6zelliktedir. Ancak, Streptomyces fajlarinin genel olarak cins spesifik
ozellikte oldugu bildirilmistir (Anderson and Wellington 2001).

Bir diger yontem ise poliakrilamid jel elektorforezi (PAGE) ile hiicresel proteinlerin
analizine dayali olan protein profillemedir. Yapilan bir caligmada; 32 Streptomyces ve 5
Streptoverticillium straini SDS-PAGE ile analiz edilmis ve elde edilen sonuglara gore
protein profilleri ile daha 6nce belirlenen fenotipik gruplar arasinda bir baglant1 oldugu
belirlenmistir (Manchester et al 1990). Bir diger ¢alismada ise; S. scabiei strainleri
SDS-PAGE analizine tabi tutulmus ve sonugta iki farkli grup belirlenmistir. Calismanin
ikinci kismini olusturan DNA-DNA hibridizasyon analizinde de; ayni iki grubun elde
edildigi, ilave olarak PAGE analizinin bu gruplardan birinin, iki alt gruba ayrilmasina
da olanak sundugu kaydedilmistir. Fakat ayn1 ¢alismada yag asidi metil esterlerinin
analizi sonucu elde edilen verilere dayanarak yapilan gruplandirmanin, diger iki
caligmanin sonuglar ile ortlismedigi goriilmistiir (Paradis et al. 1994). Yine yapilan
analizler patojen ve patojen olmayan strainler arasinda bir ayrim yapilmasina olanak
saglamamustir. Ote yandan 2-D PAGE ad1 verilen iki boyurtlu protein analizinin daha
duyarl oldugu belirtilmistir. Streptomyces proteinlerini ilk olarak 2-D PAGE yo6ntemi
ile analiz eden Ochi (1989), yaptig1 arastirmalar sonucunda cinse spesifik 2-D PAGE
profillerine sahip AT-L30 proteinlerine odaklanmig, bu ydntemin Streptomyces
tiirlerinin siniflandirilmast ve tanilanmasinda basari ile kullanilabilecegini belirtmistir

(Ochi 1992).

Stiphesiz  bahsedilen metotlarin  hepsinin  avantaj ve dezavantaj olarak

degerlendirilebilecek yonleri vardir. Ancak genetik materyalin analizine yonelik
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yontemler daha kesin sonuglar vermesi ve daha genis bir kitle tarafindan kabul gérmesi

nedeni ile ayr1 bir 6neme sahiptir.

Bu metotlardan biri DNA-DNA hibridizasyon teknigidir. Metot, farkli organizmalardan
elde edilmis tek zincirli DNA molekiilerinin birlestirilmesi esasina dayanir.
Organizmalar arasindaki benzerlik %olarak ifade edilir. %70 ve iizeri benzerlik gosteren
strainler ayni gruba dahil edilir. Yapilan bir calismada; Streptomyces tiirleri ile
familyanin diger tiyeleri olan Streptoverticillium cinsine dahil strainler analiz edilmis ve
cins igindeki benzerlik orant %97’ye kadar ulasirken, cinsler arasi hibridizasyon
sonucunda benzerlik oraninin %15-27 arasinda degistigi ve buradan hareketle yontemin
Streptomyces tiirlerinin cins seviyesinde ayrimi i¢in kullanilabilecegi bildirlmistir (Witt
and Stacketbrandt 1990). Yine bir baska calismada; S. albidoflavus strainleri DNA-
DNA hibridizasyonu ile analiz edilmis, daha 6nce sayisal taksonomi esaslarina gore 3
alt gruba ayrilan strainler, bu ¢alismada tek grupta toplanmistir (Mordarski et al. 1986).
Farkli aragtirmalarda ¢ok defa tercih edilmesine ragmen, kromozom iizerinde bazi
bolgelerde goriilen diizensizklik gz éniinde bulunduruldugunda, bu metodun tiirler ve

tir gruplart arasindaki iliskilerin belirlenmesinde tek taksonomik test olarak

kullaniminin uygun olmadig: da belirtilmstir (Redenbach et al. 1993).

Bir diger molekiiler teknik de diisiik frekansl pargacik analizi (LFRFA)’dir. Metodun
temeli restriksiyon enzimleri ile kesilen kromozomal DNA’nin degisken alanli jel
elektroforezinde (PFGE) ayristirilmasina dayanir. Beyazova ve Lechevalier (1993);
Streptomyces cinsi i¢inde yer alan 8 tiire ait 59 straini bu yolla analiz etmis ve bazi
strainlerin gruplandirilmasinda etkili bir yontem oldugunu ortaya koymuslardir. Buna
ragmen fizyolojik testler sonucunda %90 oraninda benzerlik gosteren S. cyaneus
strainlerinin LFRFA analizi sonucu benzerlik oranimnin %358 olarak degerlendirildigi

bildirilmistir.

Cok sayida aragtirmaci tarafindan tercih edilen bir yontem de niikleik asit sekanslarinin
belirlenmesidir. rRNA genleri baz alinarak yapilan sekans analizlerinin Streptomyces

taksonomisinde oldukg¢a Onemli bir yere sahip olmasinin yani sira Cins iginde
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gerceklesen horizontal gen transferlerinin saptamnmasinda da oldukga yarayislt oldugu
belirtilmistir (Huddleston et al. 1997). Bu bolgeler yiiksek derecede korunmus genleri
icermektedir. 16S rRNA genleri 3 bolgeye sahip olup gerek cins (o ve P bolgesi) ve
gerckse tiir (y bolgesi) diizeyinde tani yapabilecek proplar dizayn edebilmek igin
yeterince varyasyona sahiptir (Stackerbrandt et al. 1992). Yine 23S ve 5S genleri de
tiirler arasi iligskilerin belirlenmesinde kullanilabilmektedir (Ochi 1995). 16S rRNA
genlerinin  Streptomyces taksonomisinde kullanilmaya baslamasinin ardindan bu
alandaki c¢alismalar hiz kazanmistir. Katoka ve arkadaglart (1997) kapsamli bir
calismaya yonelmistir. Bu amagla 89 Streptomyces tiiriine ait tip strain, sekans analizine
tabi tutulmus ve 16S rRNA genlerinin tiir igi ve tiirler arasi iliskilerin belirlenmesinde
kullanilabilecegi kanisina varilmistir. Arastima sonuglar1 yayinlandiktan sonra benzer
gruplar art arda sekanslanmis, 485 Streptomyces strainine ait datalar gen bankasina
kaydedilmistir. Yapilan bir diger ¢aligmada patates adi uyuz hastaligina neden olan
strainleri de igeren 12 Streptomyces, sekans analizine tabi tutulmus, bir filogenetik agag
olusturulmustur. Bu filogenetik agacta her strainin kendine 6zgii bir pozisyonda oldugu
belirlenmis ve patateste uyuz hastaligina neden olan Streptomyces tiirleri arasinda yakin

filogenetik baglar olmadigi 6ne siiriilmiistiir (Taguchi et al.1996).

En ¢ok kulanilan ve tercih edilen molekiiler tani1 yontemlerinden biri de siliphesiz
PCR’dir. Literatiire bakildiginda Streptomyces’lerin cins ve tiir diizeyinde tanisinin yani
sira Urettikleri toksinler ve patojenite Ozelliklerine dair genlerin belirlenmesinde

PCR’dan ¢ok genis bir yelpazede faydalanildigi goriilmektedir.

Streptomyces starinlerini cins seviyesinde tanilayabilmek amaci ile ¢ok sayida primer
dizayn edilerek kullanilmistir. 16S 1F/1R; Burkhalid ve arkadaslar1 (2002) ile
Wanner’in ¢aligmalarinda (2004, 2006) basar1 ile kullanilmis iiniversal primerlerdir. Bu
primer ¢ifti Streptomyces tiirleri i¢in 1531 bp uzunliguda spesifik bant vermekte olup,
ilaveten farkli uzunlukta bantlar da gézlemlenebilecegi bildirilmistir. Yine yapilan bir
baska caligmada; pA ve pH primerleri kullanilmis, Streptomyces strainleri 1514 bp’lik
bantlar olusturmuslardir (Lethonen et al. 2004). StrepB ve StrepF primerleri de

Streptomyces tiirlerinin cins diizeyinde tanisinda kullanilmistir. Bu primer ¢iftinin de



27

Streptomyces strainlerinde 520 ve 1070 bp’lik bant uzunlugunda dizileri amplifiye ettigi
bildirilmistir (Awad et al. 2009).

Yine S.scabiei, S. stelliscabiei, S. turgidiscabies, S. aureofaciens, S. acidiscabies ve S.
bottropensis i¢in tiire spesifik primerler de dizayn edilerek kullanilmistir. Ayrica S.
scabiei i¢in dizayn edilen primer ciftlerinden birinin ayn1 zamanda S. europaeiscabiei
icinde 1 bp farkla ayni reaksiyonu verdigi bildirilmistir (Wanner 2006). Lethonen ve
arkadaslar1 (2004) tarafindan S. scabiei, S. tugidiscabiei ve S. aureofaciens igin spesifik
primerler dizayn edilmis; S. scabiei igin Scablm/2m primer ¢ifti 1278 bp, S.
turgidiscabies i¢in Turgl/2 primer ¢ifti 1273 bp ve S. aureofaciens igin Aurl/2 primer
cifti 943 bp’lik bantlar vermistir. Almanya’da yapilan bir calismada; tlire spesifik
primerler kullanilarak S. scabiei, S. europaeiscabiei, S. turgidiscabies, S. acidiscabies,
S. bottropensis, S. stelliscabiei ve S. aureofaciens tiirlerinin tanist yapilmistir
(Leiminger et al. 2012).

Toksin {iretimi ve patojeniteye iligkin, patojenite adasi (pathogenity island, PAI) olarak
isimlendirilen ve mikroorganizmalar tarafindan horizontal gen transferi yoluyla
kazanilan bolgeye ait genlerin belirlenmesine yonelik olarak dizayn edilmis ¢ok sayida
primer ¢ifti de mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada; S. scabiei, S. acidiscabies ve S.
turgidiscabies strainlerini i¢eren 43 patojen Streptomyces patojenite determinantlari
olarak kabul edilen necl ve ORFtnf genlerine spesifik primerler kullanilmigtir. Sonugta
patojenite testleri pozitif olarak degerlendirilen izolatlar arasindan yalniz 1 tanesinin bu
genlerden yoksun oldugu bildirilmistir. Ayrica yapilan testlerde patojen olarak
degerlendirilen tiim strainlerin takstomin A iiretimlerinin pozitif oldugu, patojenitesi
negatif olarak degerlendirilen tek strainin de ORFtnf genine sahip oldugu belirlenmistir
(Burkhalid et al. 1998). Yine bir baska calismada; necl genine ait sekanstan tiiretilen
Nec 15/13 ve Nec 35/33 primerleri dizayn edilmis ve patojen Streptomyces tiirlerinden
580 bp’lik PCR fiiriinleri elde edilmistir (Shin et al. 2002).

Bir diger calisma uyuz hastaligi etmenlerini karakterize etmek amaciyla Norveg’te

yapilmis olup, 130 farkli lokasyondan izole edien 223 strain patojenite karakteristikleri
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bakimindan test edilmis, izolatlar arasinda TxtAB genleri pozitif ve negatif olanlar
belirlenmistir. Bunlar arasinda; necl+/TomA+, necl-/TomA+, necl+/TomA- ve necl-
ITomA- olmak tizere 4 farkli PAI genotipi belirlenmis ancak TxtAB operonunun temel

patojenite determinant1 oldugu ifade edilmistir (Dees et al. 2012).

Kanada’da yapilan bir ¢aligmada; 41 Streptomyces straini PAI genleri (TxtA, TxtC,
TomA) ve takstonmin tretimi bakimindan test edilmistir. Arastirma sonucunda 40
strainin takstomin tirettigi ve takstomin liretemeyen 1 strain hari¢ tiim strainlerin TxtA,
TxtC, TomA genlerini de ifade edebildigi, bunlar arasinda yalnizca bir strainin TomA

genini kodlayamadigi belirtilmistir (St-Onge et al. 2008).

PAI karakteristiklerinin belirlenmesine yonelik olarak yapilan bir diger ¢alismada 66
Streptomyces straini nec 1 ve TomA genlerinin varligi agisindan test edilmistir. PCR ile
yapilan testlere ek olarak dogrulama igin Southern Blot analizi de yapilmistir. Bu
genlerden bir tanesini kodlayabilen strainler patojen olabildigi gibi, her iksini de

kodlayamadigi halde patojen olan strainlerin varligi tespit edilmistir (Wanner 2004).

Yine Wanner (2006) tarafindan yapilan bir diger calismada; Amerika’da 6 farkl
eyaletten izole edilmis farkli tiire mensup strainler Necl, TxtA, TxtAB ve TomA
genleri agisindan test edilmistir. Calisma sonucunda; S. sacbiei, S. europaeiscabiei, S.
stelliscabiei, S. acidiscabies ve S. bottropensis strainleri arasindan patojenitesi pozitif
izolatlara bakildiginda, strainlerein ¢ogunun PAI genotipi Necl+/Txt+/TomA+, S.
scabiei izolatlarindan bir tanesinin PAI genotipi Necl+/Txt+/TomA- ve bir tanesinin
PAI genotipi de Necl-/Txt+/TomA- olarak kaydedilmistir. Yine bu ¢alismada da Txt
AB operonu temel patojenite isareti olarak tayin edilmistir.

Bir diger ¢calisma; Amerika’da 135 farkli lokasyondan izole edilen patojen Streptomyces
tirleri tlizeinde gerceklestirilmis ve bu strainlere ait patojenite Kkarakteristikleri
belirlenmistir. Buna goére necl, TxtAB ve TomA genleri test edilmistir. Test edilen
tirler S. scabiei, S. europaeiscabiei, S. acidiscabies, S. turgidiscabies ve Streptomyces

Idaho-X olup, strainler arasinda PAI genotipleri agisindan farkliliklar oldugu ortaya
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konmustur. Kimi strainler Necl-/Txt+/TomA-, kimi strainler Necl+/Txt-/TomA ve
kimi strainler de Necl-/Txt-/TomA- olarak degerlendirilmistir. Cok sayida
Streptomyces straini ile gergeklestirilen bu calismada TxtAB operonunun temel
patojenite belirleyicisi olduguna dair kuvvetli deliller ortaya konmus, bu operondan
yoksun olan strainlerden yalniz 1 tanesinin turp bitkisinde lezyon olusturabildigi ve

patateste patojen olmadigi belirtilmistir (Wanner 2009).

Bir baska calisma da Ispanya’da yapilmistir. Bati Avrupa’nin degisik bolgelerinden
(Ispanya, Hollanda, Fransa, Almanya, Birlesik Krallik) toplanan hastalikli yumrulardan
total DNA izolasyonu yapilmis ve TxtAB genlerine sfesifik olarak dizayn edilen Stxla
ve Stx1b primerleri ile analizler yapilmistir. Bu primer ¢iftinin de 402 bp’lik bir bant
verdigi ve TxtAB genlerinin belirlenmesinde basari ile kullanilabilecegi bildirilmistir.
Biiyiik oranda patojen strainlerin TxtAB operonuna sahip oldugu ancak nadir de olsa bu
operondan yoksun olan patojen strainlerin goéz ardi edilemeyecegi ifade edilmistir
(Gonzalez et al. 2008).

Patojenite belirleyicilerine yonelik olarak yapilan bir baska ¢alismada 660 kb’lik PAI
belirlenmistir. Bu bolge tizerinde nekrogenic proteinleri kodlayan nec 1, takstomin A
iretiminden sorumlu TxtA, takstomin B iiretiminden sorumlu TxtB, sitokrom P450
tiretiminden sorumlu TxtC, tomatinaz iiretiminden sorumlu TomA ve yine takstomin
metabolizmasinda rol oynayan NOS, fas 1-6 gibi bir grup gen dizisinin varlig
belirlenmistir (Kers et al. 2005). Bir baska c¢alismada ise; nec 1 geninin
amplifikasyonunna yonelik yuvalanmis (nested) PCR ve gergek zamanli (real-time)
PCR analizinde kullanilabilecek primer ¢iftlerinin yani sira yine nec 1 bolgesini hedef
alan bir Tagman prop dizayn edilmistir (Cullen and Lees 2007). Bir bagka ¢aligmada da;
TxtAB operonunu kodlayan primerler dizayn edilmis, ger¢ek zamanli PCR kullanilarak

patojenlerin toprak ve patates yumrularindan tespiti saglanmistir (Qu et al. 2007) .

Streptomyces tiirlerinin patojenite karakteristikleri incelendiginde bunlarin farkli
faktorden kaynaklanabilecegi anlagilmaktadir. Bunlarin basinda siiphesiz taxtomin veya

tomatinaz gibi Streptomyces tiirlerinin trettigi fitotoksinler ve nekrogenik proteinler
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gelmektedir. Bu nekrogenik proteinler necl geni tarafindan tetiklenmekte ve bagimsiz
bir patojenite faktorii olarak islev gormektedir. Yine tiretimi TomA genine bagli olarak
gerceklesen tomatimaz ve Txt genlerine bagli olarak gerceklesen takstomin bilesikleri
de patojenite de énemli rol oynayan fitotoksinlerdir (Healy et al. 2000; Wanner 2006;
Wach et al. 2007; Khodakaramian and Khodakaramian 2012).

Bunlar iginde en 6nemi olan ve iizerinde en ¢ok calisilan determinant takstomin
bilesikleri olmustur. Takstominler 1989 yilinda kesfedilmis, bitki hiicrelerinde seliiloz
sentezini inhibe eden, bir molekiil triptopan ve bir molekiil fenilalanin i¢eren siklik
dipeptitlerdir. Birbirlerinden txtA ve txtB'ye bagli metil gruplarinin ve txtC'de dipeptit
omurgaya bagli hidroksil gruplarimin varligi ile ayirt edilirler. Tiim takstominlerde
triptofanin indol halkasindaki 4. karbona bagli bir nitro grubu bulunur ve bu grup NOS
aksiyonlari yoluyla ortaya ¢ikar (Wact et al. 2007).

Babcock ve arkadaslari (1993) yaptiklart ¢alismada; S. scabiei strainlerinin irettigi
toksinler tlizerine ¢alismis ve 5 farkli takstomin bilesigi belirlemislerdir. Belirlenen
komponentlerden 1 ve 4’lin daha 6ce yapilan ¢alismalarada takstomin A ve B olarak
belirlendigi, ayrica bu bes komponentin King ve arkadaglar1 (1992) tarafindan yapilan
calismada da tamimlandigi bildirilmistir. Bu bilesiklerin Streptomyces patojenitesinde
cok onemli bir yere sahip olduklar1 yapilan birgok ¢alisma ile ortaya konulmustur
(Lawrence et al. 1990; King and Lawrence 1996; Conn and Leci 1998; Wanner 2004;
Wanner et al. 2006; Khodakaramian and Khodakaramian 2012).

Healy ve arkadaslar1 (2000) tarafindan bildirildigine gore; S. sacbiei, S. acidiscabies, S.
turgidiscabies ve tathi patateste uyuz belirtilerina neden olan S. ipomoeae tiirleri
takstomin ailesine dahil bir veya daha fazla analog ftiretebilmektedir. S. scabiei, S.
turgidiscabies ve S. acidiscabies tiirlerinin tirettigi dominanat toksin takstomin A iken,
S. ipomoeae nin 1irettigi dominant toksin takstomin C’dir. Yine aymi ¢alsimada
stainlerin takstomin iiretiminin ORFtnp-nec1-1S1629 bolgelerinin korunumuna bagh

olarak degistigi bidirilmistir.
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Tiirkiye’de fitopatojen Streptomyces’ler {izerine yapilan g¢alismalara bakildiginda az
sayida arastirma oldugu goze carpmaktadir. Karahan (2006) tarafindan belirtildigine
gore; hastaligin var oldugu 1948’de yapilan makroskobik gozlemlerden bu yana
bilinmektedir (Bremer 1948). Sonraki yillarda da Ege Bogesi’nde bir calisma
yiiriitiilmiis, Izmir ve civarinda bulunan patates ekim alanlarmin patates uyuzu ile

bulasik oldugu tespit edilmistir (Kaya ve Glindogdu 1972).

Giliniimiize dogru gelindiginde ise Karahan (2006) tarafindan, Afyon, Nevsehir, Nigde
ve Bolu illerinde patates ekim alanlarinda yapilan calisma ile patojen Streptomyces
tiirlerinin tanis1 ve hastaliga karsi bazi patates g¢esitlerinin reaksiyonlar1 arastirilmistir.
Calisma sonucunda biyokimyasal ve fizyolojik testler kullanilarak S. scabiei, S.
reticuliscabiei ve S. turgidiscabies tiirlerinin varlig1 belirlenmis, bazi strainlerin ise tiir

diizeyinde tanilarinin yapilamadig bildirilmistir.

Erzurum {li’nde, daha dogrusu yukarida kayitlarina deginilen bolgeler haricinde
Tiirkiye’de fitoaptojen Streptomyces tiirleri hakkinda bir veri bulunmamaktadir. Ote
yandan, spesifik olarak fitopatojen Streptomyces tiirlerini hedef almasa da, patateslerde
var olan bakteriyel hastaliklarin belirlenmesine yonelik bolgesel ve iilke ¢apinda iki
proje calismasi yiiriitiildiigii bilinmektedir. Bunlardan birincisi Atatiirk Universitesi
Arastirma Fonu tarafindan desteklenen ¢’Erzurum ilinde yetistirilen patateslerdeki
bakteriyel etmenlerin tanilanmasi ve patojenitelerinin belirlenmesi’’ ikincisi ise
TUBITAK tarfindan desteklenen ‘’Ulkesel Patates Tohumluk Uretim Sisteminin
Gelistirilmesi’” projeleridir. Bu projeler sonucunda, arastirmalarin yapildig: yillar itibari
ile patates iiretim alanlarinin bakteriyel hastaliklar yoniinden temiz ve sorunsuz oldugu
belirtilmistir. Mevcut literatiir bilgisi gozden gegirildiginde de, boélgemizde stolbur
(Citir 1985; Eroglu et al. 2010) hari¢ patateslerde goriilen bakteriyel hastaliklara dair
herhangi bir kayit bulunmadig tespit edilmistir.

Son yillarda Erzurum ili’nde patates iireticilerinden gelen sikayetler iizerine yiiriitiilen
sorvey calismalarinda patates yumrularinda uyuz hastaligi belirtilerine sikga rastlandigi

tespit edilmistir. Hastaligin gitgide yayginlagtiginin gozlenmesi iizerine bu g¢alisma
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Erzurum 1li patates iiretim alanlarinda var olan fitopatojen Streptomyces tiirlerinin

tanilanmasi ve karakterize edilmesi amaciyla tasarlanmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin materyalini, Erzurum merkez ve ¢evre ilgelerden toplanan hastalikli patates
yumrularundan izole edilen Streptomyces izolatlart ve bu izolatlarin patojenitelerinin
belirlenmesinde test bitkisi olarak kullanilan, tarim kredi kooperatifinden temin edilen
patates (Solanuma tuberosum L. var. Marfona) yumrulart olusturmustur. Caligma
kapsaminda Erzurum merkez ve g¢evre ilgelerden toplanan patates yumrularindan 264
adet Actinomycetes grubu bakteri izole edilerek kiiltiire alinmigtir. Sorveyler patates
ekiminin ekonomik diizeyde yapilmadigi Kandilli, Cat, Tekman ve Karayazi hari¢ tim
ilgelerimi  (Merkez, Pasinler, Oltu, Olur, Narman, Karagoban, Askale, Tortum,

Uzundere, Senkaya, Karagoban, Hinis, Képriikdy, Horsan ve Ispir) kapsamistir.

3.1.1. Yararlanilan cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki cihazlar kullanilmistir;

Biolog mikroplate okuyucusu (Biolog, U.S.A., SN E11175)

Biolog turbudity (Biolog, U.S.A., SN 02071102)

Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE, 8190NF)

Calkalayic1 (Thermoshake, Gerhard, GERMANY, SN 4002319)

Derin dondurucu (Nuaire, U. S. A, -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-PK)
Elektroforez jel goriintiileme sistemi (Biolab- Uv tech)

Elektroforez jel yiiriitme sistemi (Biogen)

Hassas terazi (Scaltec, GERMANY, SPB42, SN SPB42-90908239)
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Hematoloji calkalayicisi (GERMANY, GEL-3025, SN 10365703 F)
Inkiibator (Niive, TURKIYE, ES 500, SN 03-0591)

Magnetik karistirict (Niive, TURKIYE, MK—418, SN 05-1083)
Mikrobiyal identifikasyon sistemi (MIDI, Inc., Newark, DE)
Mikroskop (Olympus, JAPAN, B x 50, OD0O4368)

Mini karstiricr (IKA, U.S.A., M51, SN 03017581)

Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)
Otomatik pipetler (Eppendorf, GERMANY)

PCR thermocycle (Eppendorf, Mastercycler, ALMANYA)

pH metre (Hana, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202)

Saf su cihazi (Ateks, 7x35, Eu)

Steril kabin (LABCAIRE)

Sterilizatér (Niive, TURKIYE, FN 500, SN 303-3051)

Su banyosu (Niive, TURKIYE, ST-402, SN 02-0138)

3.1.2. Kullanilan besi yerleri ve ¢ozeltilerin hazirlamsi

Arastirma stiresince kullanilan besi yerlerinin ve ¢ozeltilerin hazirlanisi ile ilgili bilgiler

asagida verilmistir:

Su Agari: 1 L dH,0 igerisine %1,5 (w/v) oraninda agar eklenmis ve besiyeri otoklavda
121°C’de 15 dk steril edilmistir. Besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril

petrilere dokiilerek katilagmasi beklenmistir.
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Pepton Yeast Iron (PY1) Agar: 36 g pepton iron agar, 1 g yeast ekstrakt 1 L dH,0
icinde karistirilarak besiyerinin pH’s1 7,3’e¢ ayalanmis ve 121°C’de 20 dk steril
edilmistir. Ardindan besiyerinin 45°C’ye sogumasi beklenerek steril petrilere dokiilmiis

ve katilagsmaya birakilmistir (Tresner and Danga 1958).

Modifiye Bennet Agar: 1 g beef ekstrakt, 1 g yeast ekstrakt, 2 g tyripton, 10 g gliserol
ve 15 g agar 1 L dH,O igerisinde ¢oziilmiis, besiyeri 121°C’de 20 dk steril edilmistir.
Besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilagsmasi
beklenmistir (Lambert and Loria 1989a).

Yulaf Unu Agar: 20 g yulaf unu 1 L dH,O igerisinde ¢oziilereck 20 dk boyunca
kaynatilmistir. Besiyeri tiilbentten siiziilerek pH’s1 7,3’e ayarlanmistir. Ardindan 20 g
agar eklenerek 121°C’de 20 dk siireyle otoklav edilmis, besiyeri 45°C’ye kadar

sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmigtir (Shirling and
Gottlieb 1966).

Patates Dekstroz (PDA) Agar: Hassas terazide 40 g PDA (Difco) tartilarak 1 L dH,0
iginde ¢oziilmiis ardindan 121°C’de 15 dk siireyle otoklav edilmistir. Steril edilen besi
yeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya

birakilmustir.

Yeast Malt Extract Agar (YME): 4,0 g yeast ekstrakt, 10 g malt ekstrakt, 4,0 g
dextrose 1 L dH,O iginde karistirlarak, NaOH ile pH 7,0-7,2’ye ayarlanmistir. Daha
sonra karigima 20 g agar eklenerek besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmis ve
sogumaya birakilmistir. Besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere

dokiilerek katilagmas1 beklenmistir.

Trypticase Soy Broth (TSBA): Hassas terazide 40 g TSBA (Merck) tartilarak 1 L
dH0 i¢inde ¢oziilmiis, daha sonra karisim 121°C’de 15 dk siireyle otoklav edilmistir.

Steril edilen besi yeri oda sicakliginda sogumaya birakilmistir (Klement et al. 1990).
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Bazal Mineral Salt Agar: Hassas terazide; 2,64 g (NH4),SO4, 2,38 g KH,PQO,, 5,65 g
KH,P0,4.3H,0, 1 g M@gS04.7H,0 ve 1 ml iz element ¢ozeltisi 1 L dH,O iginde
¢ozilmiis, pH’s1 6,8-7,0’ye ayarlanmig ve 15 g agar eklenmmistir. 121°C’de 15 dk
stireyle otoklav edilererek, 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek

katilasmas1 beklenmistir.

Tyrosine Agar: 15 g gliserol, 0,1 g L-asparagin, 0,5 g L-tyrosin,0,5 g K;HPO,4 0,5 g
MgSQO,. 7H,0, 0,5 g NaCl, 0,01g FeSO,. 7H,0, 1,0 ml iz element ¢6zeltisi ve 20 g agar
1 L su igerisinde ¢oziilmiis, pH 7,2-7,4’e ayarlanmig, 121°C’de 20 dk siireyle otoklav
edilererek, 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilagmasi

beklenmistir.

iz Element Cézeltisi: 100 ml dH,O igerisinde, 0,64 g CuSO4.5H,0, 0,11 g FeSOs,.
7H,0, 0,79g MnCl,.4H,0, 0,15 g ZnSO,. 7H,0 ¢oziilerek hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin
buzdolabr sicakliinda muhafaza edilmesi ve kullanimdan 6nce oda sicakligina

getirilmesi gerekmektedir. Ayrica kullanilan ¢6zelti en fazla 1 aylik olmalidir.

%70°1lik Etil Alkol: 70 ml etil alkol, sdH,O ile 100 ml’ye tamamlanarak soliisyon

hazirlanmis ve hazirlanan ¢ozeti -20°C’de muhafaza edilmistir.

%30 ‘luk Gliserol: 30 ml gliserol 70 ml sdH,O’ya ilave edilerek hazirlanan karisim
otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

Hiicre Parcalama (Saponification) Cozeltisi: 150 ml sdH,O ve 150 ml metil alkol
(HPLC Grade) 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarilmis, sonra kat1 formdaki sodyum
hidroksit (ACS Grade)’den hassas terazide 45 g tartilarak ¢ozeltiye ilave edilmistir.
Cozelti iyice ¢oziiliinceye kadar karistirtlmistir (Miller and Berger 1985).
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Metillestirme (Methylation) Cozeltisi: 275 ml metil alkol (HPLC Grade) ve 325 ml
hidroklorik asit (6 N) 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesi icerisine ilave edilmis, iyice

¢oziiliinceye kadar karistirtlarak hazirlanmistir (Miller and Berger 1985).

Saflastirma (Exraction) Cozeltisi: 200 ml metil-tert-butil-eter (HPLC Grade) 200 ml
hexan (HPLC Grade) lizerine ilave edilerek 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarilmis,

hazirlanan ¢6zelti iyice ¢oziiliinceye kadar karistirtlmistir (Miller and Berger 1985).

Bazik Yikama (Base Wash) Cozeltisi: Hassas terazide kati formdaki sodyum
hidroksitden (ACS Grade) 10,8 g tartilarak 900 ml sdH,O igerisinde iyice ¢oziiliinceye
kadar karistirtlmis, karigim 1 L’lik renkli ¢6zelti sisesine aktarilmistir (Miller and
Berger 1985).

STE (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH: 8) Cozeltisi: 1.21 g Tris, 1.75
g NaCl ve 3.72 g EDTA saf su igerisinde ¢oziilmiis, 1 N HCI ile pH 8’¢ ayarlanmus,

ardindan toplam hacim 200 m1’ye tamamlanarak otoklavda steril edilmistir.

5 M NaCl Cozeltisi: 29.22 g NaCl 100 ml saf su icerisinde ¢oziilerek otoklavda steril

edilmistir.

TE (10mM Tris, 1 mm EDTA, pH: 8) Cozeltisi: 0.24 g Tris ve 0.074 g EDTA saf su
igerisinde ¢oziilerek pH 8’e ayarlanmig, Son hacim 200 ml’ye tamamlanarak otoklavda

steril edilmistir.

%10’luk SDS Cozeltisi: 10 g SDS 100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek ¢ozelti otoklavda

steril edilmistir.

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0.7 M NaCl Cozeltisi: 80 ml

saf su igerisinde dnce 4.09 g NaCl c¢oziilmiistiir. NaCl tamamen ¢6ziindiikten sonra
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karisima 10 g CTAB ilave edilerek ¢oziinmesi saglanmis, toplam hacim 100 ml’ye

tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilmistir.

Kloroform : izoamilalkol (24:1) Cézeltisi: 24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol

karistirilarak elde edilen karisim — 20 °C’de muhafaza edilmistir.

Fenol: Kloroform: izoamilalkol (25:24:1) Cézeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve

1 ml izoamilalkol karistirilarak elde edilen karisim — 20 °C’de muhafaza edilmistir.

Proteinaz K: 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg proteinaz K olacak Sekilde

hazirlanana karisim — 20 °C’de muhafaza edilmistir.

Ethidium Bromiir Cozeltisi: 500 ml 0.5xTBE tamponu igerisine 300 ul ethidium
bromiir ilave edilerek hazirlanmis, Kkaranlik ortamda oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

Bromfenol Blue Cozeltisi: 0.25 g bromfenol blue, 0.25 g xylene cyanol FF ve 30 ml
gliserol’iin toplam hacminin 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Cozelti

otoklavda steril edilirkten sonra + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

10xTBE Tamponu (pH: 8): 108 g Tris, 55 g borik asit, 40 ml 0.5 M EDTA 500 ml
steril distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra karistmin pH’s1 8’e ayarlanmistir. Ardindan

toplam hacim steril distile su ile 1 L’ye tamamlanmastir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Hastalikh bitki 6rneklerinin toplanmasi

Siirvey ¢alismalarinda; Erzurum Ili’nde (merkez ve gevre ilgeler) ekimi yapilan patates
bitkilerinden, bitkilerin hasat doneminde (Eyliil-EKkim) tipik uyuz simptomu sergileyen
yumru Ornekleri toplanmis, etiketlenerek, polietilen torbalar igerisinde laboratuara
getirilmis ve izolasyon yapilincaya kadar buzdolabinda +4°C'de muhafaza edilmistir.
Hastalikli  bitki orneklerinin  toplanmasi islemi 2010-2012 yillar1 arasinda
gerceklestirilmistir.

3.2.2. lizolasyon

Uyuz simptomu gosteren yumrular musluk suyu altinda yikanarak topraktan
arindirilmiglardir. Daha sonra bu yumrular %1°lik sodyum hipoklorit igerisinde bir
dakika tutulmus ve steril saf sudan gecirilerek yilizeysel dezenfeksiyonlar
tamamlanmistir. Kahverengi-siyah lezyon gosteren kisim steril bir bisturi yardimiyla
kaldirildiktan sonra alttaki saman sarisi renkli kisimdan yaklagik 500 mg doku alinip 1
ml steril su ile havan ve havan eli kullanilarak ezilmis ve 5 ml steril su i¢inde siispanse
edilmistir. Bu siispansiyonlardan 50 pl alinarak su agari bulunan petrilere cam baget
yardimiyla ekilmis ve petriler 30 °C’de bir hafta siireyle inkubasyona birakilmistir
(Loria et al. 2001). Su agar tizerinde gelisen, tozlu ipligimsi yapida goriiniime sahip
koloniler se¢ilmis ve kolaylikla sporulasyon verebilecegi YME besi yerine ¢izgi ekim
yapilmigtir. Petriler 30 °C’de 15-20 giin siireyle inkiibe edilmistir. Gelisen tek
kolonilerden yine YME besi yerine saf kiiltiir elde etmek icin ¢izgi ekim yapilmistir
(Loria et al. 2001). Saflastirilan izolatlar YME besi yeri lizerinde sporulasyon verince
petrilere bir miktar steril saf su ilave edilmis ve cam baget yardimiyla sporlar
toplanmistir. Toplanan bu sporlar 1500 rpm’de 20 dakika siireyle santrifiij yapilarak

coktlirlilmistiir. Santrifiijden sonra iist sivi bosaltilmis ve geriye kalan pelet %20’lik



40

gliseroliin 1 ml’si ile sulandirilmistir. Bu siispansiyonlar daha sonra -80°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.3. Patojenite testi

Patatesler soyulup temizce yikanmis ve %0,1’lik kalsiyum karbonat (CaCOs) ile 3
dakika muamele edilerek dezenfeksiyonlari tamamlanmistir. Daha sonra patateslerden
0,5 cm kalinliginda 3 cm capinda diskler kesilerek nemli kurutma kagidi koyulmus
petrilere aktarilmigtir. Ardindan OMA besiyerinde 7-10 giin gelistirilmis olan
strainlerden kii¢lik parcalar alinarak, hazirlanan patates disklerinin {izerine ters ¢evrilmis
ve petriler parafilme kapatilarak 22°C’de 3-6 giin inkiibe edilmistir. Patates diskleri
tizerinde goriilen ylizeysel veya derin lezyonlar pozitif patojenite sonucu olarak kabul
edilmistir. Ayn1 zamanda lezyonun kapladigi alana gore strainler icin bir skala degeri
belirlenmistir (0: hastalik yok, 1: yiizey alaninin %10-25’inde lezyon, 2: ylizey alaninin
%26-50’sinde lezyon, 3: yiizey alaninin %51-75’inde lezyon, 4: yiizey alaninin %76 ve
tizerinde lezyon). Kontrol olarak bakteri ekimi yapilmamis OMA’dan kesilen parcalar
kullanilmistir (Conn et al. 1998).

3.2.4. Morfolojik testler

Yapilan patojenite testi sonucu pozitif olarak degerlendirilen izolatlar genel ayrimlari

icin agagidaki morfolojik testlere tabi tutulmustur

Spor zinciri sekli

YME agar besiyerinde, spor vermis ve olgunlasmis kiiltlirler mikroskop altinda, 40x’de

incelemeye tabi tutularak spor zinciri sekli belirlenmistir (Shirling and Gottlieb 1966).

YME iizerinde koloni ve spor rengi
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YME agar besiyerinde olgunlasmis kiiltiirler spor ve koloni rengi bakimindan
incelenmis, incelemeler 3 haftalik periyotta ve 1 hafta ara ile 3 kez tekrar edilmistir

(Shirling and Gottlieb 1966).

3.2.5. Biyokimyasal testler

Yapilan patojenite testi sonucu pozitif olarak degerlendirilen izolatlar yine genel

ayrimlari i¢in agagidaki biyokimyasal testlere tabi tutulmustur

Melanin pigment iiretimi

Onemli biyokimyasal 6zeliklerden biri olan melanin iiretimi PYI ve TYR agar iizerinde
test edilmistir. Kiiltiirler agar tizerine inokule edildikten sonra 2 ve 4. giinlerde kontrol
edilmis, kahverengi, siyah ve yakin tonlarda goriilen pigment olusumlar1 pozitif olarak
degerlendirilmistir. Kontrol olarak inokule edilmemis PYI ve TYR agar ortamlar
kullanilmistir. Ayrica kullanilan diger besi ortamlari; YME, PDA ve MBO iizerinde de
kahverengi ve siyah disinda gozlemlenen pigment olusumlar1 kaydedilerek, strainlerin

c¢oziilebilir pigment {iretimi belirlenmistir (Shirling and Gottlieb 1966).

NaCl’ye tolerans

Strainlerin NaCl, penisilin, streptomisin, kristal viyole, ve fenole kars1 gosterdikleri
tolerans MBO ortaminda test edilmistir (Lambert and Loria 1989a). Modifiye Bennet
agar hazirlandiktan sonra otoklav edilmis ve 45°C’ye kadar soguduktan sonra toksik
bilesikler besiyerlerine ilave edilmistir. Ardindan soguyan besiyerleri steril petrilere

dokiilerek katilasmaya birakilmistir.

%3, 6 ve 7 NaCl iceren MBO besiyerleri bakteri kiiltiirleri ile inokule edilmis, 30°C’de

inkiibasyona birakilmigtir. Sonuglar pozitif ve negatif kontrollerle karsilastirmali olarak
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1, 2, 3 ve 7. giinlerde kaydedilmistir. Normal gelisim gosterebilen strainler direngli

olarak degerlendirilmistir (Lambert and Loria 1989a).

Fenole tolerans

Kiiltiirler; %0,1 oraninda fenol iceren MBO besiyerine inokule edildikten sonra 30°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar pozitif ve negatif kontrollerle karsilastirmali olarak
1, 2, 3 ve 7. giinlerde kaydedilmistir. Normal gelisim gosterebilen strainler direngli

olarak degerlendirilmistir (Lambert and Loria 1989a).

Streptomisine tolerans

Hazirlanan streptomisinli (20 pg/ml) MBO besiyerlerine kiiltiirler inokule edilmis,
30°C’de inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar pozitif ve negatif kontrollerle
karsilagtirmali olarak 1, 2, 3 ve 7. giinlerde kaydedilmistir. Normal gelisim gosterebilen
strainler direngli olarak degerlendirilmistir (Lambert and Loria 1989a).

Penisiline tolerans

Hazirlanan penisilinli (10 1U/ml) MBO besiyerlerine kiiltiirler inokule edilmis, 30°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar pozitif ve negatif kontrollerle karsilastirmali olarak
1, 2, 3 ve 7. giinlerde kaydedilmistir. Normal gelisim gosterebilen strainler direngli

olarak degerlendirilmistir. (Lambert and Loria 1989a).

Kristal viyoleye tolerans

Kristal viyole (0,5 pg/ml) igeren besiyerlerine kiiltiirler inokule edilmis, 30°C’de

inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar pozitif ve negatif kontrollrler karsilastirmali olarak
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1, 2, 3 ve 7. giinlerde kaydedilmistir. Normal gelisim gosterebilen strainler direngli

olarak degerlendirilmistir. (Lambert and Loria 1989a).

37°C’de gelisim

MBO besiyerlerine kiiltiirler inokule edilmis ve 37°C’de 15 giin siire ile inkiibasyona

birakilmistir. Gelisim gosterebilen strainler i¢in sonug pozitif olarak kaydedilmistir

pH duyarhhg:

Bu test i¢in Lambert ve Loria (1989a) tarafindan belirlenen temel besi ortam
kullanilmis, 3,0-6,0 araliginda ve 0,5 birimlik pH farklar1 ile hazirlanan besiyerlerine
kiiltiirler inokule edilerek, 30°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra pozitif ve

negatif kontrollerle karsilastirmali olarak gelisimleri incelenmistir. Lambert and Loria

1989a).

3.2.6. Strainlerin MIS sistemi ile yag asit profillerinin belirlenmesi

Bu calismada kullanilan bakteri strainleri Mikrobial Tan1 Sistemi=MIS (MIDI, Inc.,
Newark, DE) kullanilarak tanilanmigtir (Miller and Berger 1985).

Strainlerinin TSBA besiyerinde gelistirilmesi

Saf kiiltiir olarak — 80°C’de muhafaza edilen bakteri strainlerinden yag asit metil ester
ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmasi ve analizi yapilmistir. Atatiirk
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bé&liimii’nde bulunan MIS (MIDI, Inc.,
Newark, DE) sistemi kullanilmak suretiyle kiiltiire alinan strainlerin tanisi yapilarak,
yag asidi profilleri belirlenmistir. Yeast malt extract agar iizerinde gelistirilen bakteriler

spor olusturduktan sonra, bu sporlardan Steril TSBA besiyerine ekim yapilmis ve
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calkalamali shaker yardimu ile kiiltiirler 26-28°C’de 72 saat siire ile gelistirilmistir.
Daha sonra kiiltiirler 5000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlenerek elde edilen pellet teflon
kapakli tiiplere aktarilamistir (Paradis et al. 1994). Yag asidi metil esterlerinin
saflagtirllmasinda MIDI’nin standart protokolii izlenmistir (Miller and Berger 1985).

Yag asidi metil esterlerinin saflagtirilmasi

Yag asidi metil esterlerinin saflagtirllmasinda hiicre pargalama, metillestirme,
saflastirma ve bazik yikama ¢ozeltileri kullanilmis olup asagidaki prosediir

uygulanmstir.

1. Test tiiplerine 1 ml hiicre parcalama ¢ozeltisi ilave edilmis, 5—10 sn ¢alkalanarak 5
dk siireyle 100°C‘lik su banyosunda bekletilmistir. Cikarilan tiipler tekrar 5-10 sn
calkalanarak 25 dk siireyle 100°C’lik su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Bu

muamele ile canli hiicreler par¢alanarak yag asitlerinin serbest kalmasi saglanmustir.

2. Test tliplerine 2 ml metillestirme ¢6zeltisi eklenerek 5-10 sn’lik bir ¢alkalamadan
sonra 80°C’de 10 dk siireyle su banyosunda bekletilmis ve hemen takiben 2 dk siireyle
buz veya soguk su icerisinde sogutulmustur. Bu uygulama ile serbest yag asitlerine ester

baglari ile metil eklenerek yag asitlerinden yag asit metil esterler elde edilmistir.

3. Sogutulan tiiplere 1,25 ml saflastirma ¢ozeltisi eklenerek 10 dk siireyle hematoloji
calkalayicist ile ¢alkalanmistir. Alt kisminda inorganik, tist kisminda da organik sivi
fazlar1 olmak {izere iki ayr1 faz olusmustur. Pastér pipeti kullanarak tiiplerin alt

kismindaki asidik faz atilmis ve organik faz muhafaza edilmistir.

4. En son agamada ise her tlipe 3 ml bazik yikama ¢ozeltisi ilave edilerek, 5 dk stireyle
calkalandiktan sonra 10 dk siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Tiip icerisinde yine 2

ayr1 faz olusmustur. Ust fazda toplanan ve yag asit metil esterleri iceren faz pastdr pipeti
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ile alinarak 2 ml'lik gaz kromotografi tiiplerine transfer edilmis ve agizlar1 sikica

kapatilmistir.

Orneklerin MIS sisteminde analiz edilmesi

Protokole gore hazirlanan 6rnekler MIS cihazi iizerindeki 6rnek depolama tepsisine
yerlestirildikten sonra cihaz galistirilmistir. MIS sistem kilavuzunda belirtildigi gibi
ornekler tek tek analiz edilmis ve bilgisayar ortaminda tani sonuglart alinmistir. Bu
testler her bir ornek icin 3 kez tekrar edilmis ve ylizde olarak elde edilen en yiiksek
deger tan1 sonucu olarak alinmistir. Strainlerin birbirleri ile benzerlik ve farkliliklari,
icerdikleri yag asiti tiirleri ve yiizde oranlarina SPSS (Statistical Package for Social
Sciences)’in Windows Release 15 (SPSS. Inc.) siiriimi kullanilarak bakilmig ve

dendogramlar1 yapilmaistir.

3.2.7. Strainlerin kullandig1 karbon kaynaklarinin belirlenmesi

Patojen Streptomyces strainlerinin kullandig1 karbon kaynaklari daha 6nce tanimlanmig
klasik yontemlere gore belirlenmistir. Bunun i¢in ISP’de esas alinan 9 karbon kaynagi
kullanilmistir. L-arabinoz, glukoz, fruktoz, D-mannitol, sukroz, rafinoz, ramnoz ve D-
ksiloz %10’luk ¢ozeltiler halinde membran filtreden gegirilerek steril edilmis, Myo(I)-
Inositol ise filtre sterilizasyonuna uygun olmadigindan eter sterilizasyonuna tabi
tutulmustur. Ardindan son konsantrasyonlart %1 olacak sekilde 60°C’ye kadar
sogutulan bazal mineral salt agara ilave edilmistir. Daha sonra besiyeri petrilere
dokiilerek katilasmaya birakilmistir. Son olarak hazirlanan bakteri siispansiyonlar steril
swab yardimui ile besiyerlerine inokule edilmistir. Negatif kontrol olarak karbon kaynagi
ilave edilmemis bazal mineral salt agar besiyeri kullanilmigtir. 28°C’de 15 giin inkiibe
edilen petrilerdeki gelisim durumu negatif kontrollerle karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir (Shirling and Gottlieb 1966).
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3.2.8. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

DNA’nin izolasyonu

Yeast malt ekstrakt besiyerinde gelistirilmis kiiltiirler 6ze yardimi ile 30 ml TSB
besiyeri igeren erlenlere aktarilarak, yatay calkalayicida 30°C’de, 120 rpm’de 2 giin
gelistirilmistir. Ardindan kiiltiirler 10000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlenerek 0,1 ¢
pellet alinmis ve steril havanlara aktarilmistir. Stvi azot ve havan eli yardim ile ezilen
pellet daha sonra 20 mg/ml lizozimle takviye edilerek TE buffer igeren tiiplere
aktartlmistir. Tiipler 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra 20 pl SDS (%10’luk)
ve 20 pl proteinaz K eklenmis, ardindan 55°C’de 30 dakika inkiibe edilerek sogumasi
beklenmistir. Daha sonra 1:1 oraninda fenol-kloroform eklenerek 10000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis, {ist faz temiz bir tiipe transfer edilerek tizerine %90’lik etanol
eklenmistir.-20°C’de 30 dakika bekletilerek DNA ¢oktiiriilmiis ardindan 10000 rpm’de
10 dakikalik santrifiijleme islemi ile pellet %90°1ik etanolde iki kez yikanmistir. Daha
sonra TE buffer i¢inde ¢6zdiiriilmiis, 20 ul RNase soliisyonu (20 pg/ml) eklenerek 37
°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Esit miktar fenol-kloroform ¢ozeltisi ile tekrar ekstrakte
edilerek yukarida belirtilen ¢oktiirme ve yikama islemi yenilenmistir (Kumar et al
2010). Son olarak nanodrop spekrofotomotre yardimi ile 260 ve 280 nm’de ultraviyole
151k absorbsiyon yontemi kullanilarak DNA Kalitesi belirlenmistir. Spektral dlgiimler
sonucunda 260/280 orani 1,6 ve lizerinde olan DNA 6rneklerinin konsantrasyonlart TE
buffer ile 50 ng/ul’ye ayarlanarak calisma soliisyonlari hazirlanmis ve -86°C’de

muhafaza edilmistir.

16s rDNA PCR ¢alismalar:

Bu asamada Streptomyces spp. i¢in daha 6nce bir ¢ok calismada basari ile kullanilmig
16S 1F ve 16S 1R primerleri kullanilmistir. Kullanilan primerlerin dizilimleri,
baglanma sicakliklari ve PCR dongiileri Cizelge 3.1°de gosterilmistir. 100 mM Tris-
HCI (pH 9,0), 50 mM KCI, 1,5 mM MyCI; ( Sigma P2192), %0,1 Triton X-100 (Sigma
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T8787), 25 pmol her primerden (Methabion), 2,5 U Tag DNA polymerase (Sigma
T1806), 200 uM dNTP mix (Sigma D7295) igeren 50 pl reaksiyon buffer igerisine 25
ng kalip DNA eklenmis ve PCR gerceklestirilmistir (Wanner 2006). Daha sonra
ornekler %1,5’lik agaroz jelde 90 V akimda 45 dakika yiiriitiildiikten sonra,

goriintiileme sistemine aktarilmistir.

Spesifik PCR metodu ile genetik profillerin belirlenmesi

Calismanin bu kisminda patojen Streptomyces izolatlarinin tiir bazinda molekiiler
tanilarinin yapilmasi amaglanmistir. Bunun i¢in daha 6nceki ¢alismalarda belirlenmis
tiire spesifik 16s rDNA primerleri kullanilmistir. Kullanilan primerlerin dizilimleri,
baglanma sicakliklar1 ve PCR dongiileri Cizelge 3.1°de gosterilmistir. 100 mM Tris-
HCI (pH 9,0), 50 mM KCI (Sigma P2317),1-2 mM MgCl, (M1028), 200 uM dNTP mix
(Sigma D7295), 25 pmol her primerden (Methabion), 2,5 U Taq DNA polymerase
(Sigma T1806) igeren 50 ul reaksiyon buffer igerisine 25 ng kalip DNA eklenmis ve
daha oOnce yapilan c¢alismalarda belirlenen siire ve sicakliklarda, kiiciik
modifikasyonlarla PCR dogiisii gergeklestirilmistir (Wanner 2006). Daha sonra PCR
iriinleri agaroz jelde 70 V akimda 80 dk yiiriitiilerek goriintiileme sistemine

aktarilmastir.

Patojeniteye iliskin genlerinin belirlenmesi

Calismanin son agsamasinda ise; daha 6nceki ¢alismalarda patojeniteden sorumlu oldugu
belirlenmis Necl, TomA genleri ve TxtAB operonuna spesifik olarak dizayn edilmis
pirmerler kullanilmigtir. Kullanilan primerlerin dizilimleri, baglanma sicakliklar1 ve
PCR dongiileri Cizelge 3.1°de gosterilmistir. TxtAB operonunun tespiti i¢in oncelikle
Stx1a/Stx1b primerleri tercih edilmis, sonug alinamayan 6rnekler igin tekrar asamasinda
TxtAB1/TxtAB2 primerleri kullanilmistir. Nf/Nr, Tom3/Tom4 ve TxtAB1/TxtAB2
primerleri i¢in; 100 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM KCI (Sigma P2317),1-2 mM MgCl,
(M1028), 200 uM dNTP mix (Sigma D7295), 25 pmol her primerden (Methabion), 2,5
U Taq DNA polymerase (Sigma T1806) iceren 50 ul reaksiyon buffer icerisine 25 ng
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kalip DNA eklenmis ve daha dnce yapilan ¢aligmalarda belirlenen siire ve sicakliklarda
kiicik modifikasyonlar yapilarak PCR gergeklestirilmistir (Wanner 2006). Stxla ve
Stx1b primerleri i¢in; Qiagen (201443) Taq PCR master mix kullanilmis, son hacimde
primerler 1 uM konsantrasyona ayarlanarak 2,5 pl template DNA eklenmis, belirtilen
stire ve sicakliklarda PCR gergeklestirilmistir (Gonzalez et al. 2008). Ardindan 6rnekler
%1,5’lik agaroz jelde 70 V akimda 80 dk yiiritiilerek goriintiileme sistemine

aktarilmistir

3.2.9. istatistik analiz

Istatik analizle IBM.SPSS 20 programi ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar, Ward

yontemine gore hiyerarsik siniflandirma analizine tabi tutulmustur.



Cizelge 3.1. Kullanilan primerlere ait baz1 6zellikler

TxtAB2 (5 TCGAGTGGACCTCACAGATG 3°)

. . a0 0 oo . BS MgCIZ BU
Primer ciftlerinin baz dizilimleri °oC | (mM) (bp) PCR déngiisii
16S rDNA 16S1F (5 CATTCACGGAGAGTTTGATCC 3°) 59 15 1531 | 95 °C’de 3 dk, 40 dongii (95 °C’de 20sn, 59
16SIR (5> AGAAAGGAGGTGATCCAGCC 5’) °C’de 30 sn, 72 °C’de 2 dk), 72 °C’de 4dk.
S. scabiei Scablm (5 CGACACTCTCGGGCATCCGA 3°) 60 1,0 1278 | 95 °C’de 3 dk, 40 dongii (95 °C’de 20sn, 60
Scab2m (5 TTCGACAGCTCCCTCCCTTAC 3°) °C’de 30 sn, 72 °C’de 2 dk), 72 °C’de 4dk.
S. stelliscabiei | Stel3 (5> GAAAGCATCAGAGATGGTGCC 3°) 60 15 476 95 °C’de 3 dk, 40 dongii (95 °C’de 20sn, 60
T2st2 (5° CGACAGCTCCCTCCCCGTAAG 3°) °C’de 30 sn, 72 °C’de 2 dk), 72 °C’de 4dk.
S. bottropensis | Stel3 (5 GAAAGCATCAGAGATGGTGCC 3°) 60 1,0 475 95 °C’de 3 dk, 40 dongii (95 °C’de 20sn, 60
Aci2 (5> CGACAGCTCCCTCCCACAAG 3°) °C’de 30 sn, 72 °C’de 2 dk), 72 °C’de 4dk.
Necl Nf (5> ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGA 3°) 60 2,0 700 95 °C’de 3 dk, 40 dongii (95 °C’de 20sn, 60
Nr (5> GCAGGTCGTCACGAAGGATCG 37) °C’de 30 sn, 72 °C’de 2 dK), 72 °C’de 4dk
TomA Tom3 (5 GAGGCGTTGGTGGAGTTCTA 3°) 59 15 392 95 °C’de 3 dk, 40 dongii (95 °C’de 20sn, 59
Tom4 (5° TTGGGGTTGTACTCCTGCTC 3°) °C’de 30 sn, 72 °C’de 2 dk), 72 °C’de 4dk.
TxtAB Stxla(5> GTGGACCGTGGAGCATCT 3°) 60 15 402 95 °C’de 5 dk, 35 dongii (95 °C’de 30sn, 60
Stx1b(5> CAGTTCGGCGTAACTCAGC 3°) °C’de 15 sn, 72 °C’de 1 dk), 72 °C°de 10 dk.
TxtAB TxtAB1 (5 CCACCAGGACCTGCTCTTC 3°) 48 2,0 385 95 °C’de 3 dk, 40 dongii (95 °C’de 20sn, 48

°C’de 30 sn, 72 °C’de 2 dk), 72 C’de 4dk

*BS: baglanma sicakligl, BU: bant biiytikligii.

1%
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Tzolasyon Sonuclari

Bu ¢alismada Erzurum ili merkez ve ¢evre ilgelerden 2010-12 yillar1 araliginda farkl
tiplerde uyuz belirtileri sergileyen patates yumrulari toplanmistir (Sekil 4.1). Sorveyler
Pasinler, Narman, Uzundere, Tortum, Ispir, Pazaryolu, Hinis, Karacoban, Kopriikdy,
Horasan, Askale, Senkaya, Olur, Oltu ve Merkez Ilge’yi kapsamistir. Bu calismalar
sonucunda toplam 264 adet Actinomycetes grubu bakteri straini izole edilerek

saflastirilmis ve -81°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 4.1. Farkli tipte uyuz belirtileri



o1

Yapilan izolasyonlarm Erzurum ili i¢indeki dagilis1 incelenecek olursa en ¢ok izolasyon
86 strain ile Pasinler ilgesinde yapilmistir. Senkaya’dan 29, Narman’dan 25, Oltu’dan
20, Merkez Mahalleler’den (Dumlu, Akdag, Sogiitlii) 18, Pazaryolu’ndan 17, Olur’dan
16, Horasan’dan 14, Ispir’den 8, Askale’den 7, Karagoban’dan 6, Hinis’dan 6,
Tortum’dan 5, Uzundere’den 5 ve Kopriikoy’den ise 2 Actinomycetes straini izole

edilmistir.

4.2. Patojenite Test Sonuclar:

Izole edilen 264 Actimomycetes patates diskleri iizerinde patojenite testlerine tabi
tutulmus ve sonugta bu strainlerden 114 tanesinin patojen oldugu belirlenmistir. Patojen
strainler, patates diskleri {izerinde ¢okiikk veya yiizeysel kahverengi lezyonlara bunun
yani sira yer yer ¢lirimeye neden olmustur. Strainler lezyon ylizey kaplama alanina gore
olusturulan skala ile degerlendirildiginde 21 strain i¢in 1, 50 strain i¢in 2, 40 strain i¢in

3 ve 3 strain i¢in ise 4 skala degeri belirlenmistir.

En fazla patojen strain Pasinler Ilgesi’nden izole edilmistir. Bu ilgeden izole edilen 86
strainden 62 tanesinin patojen oldugu belirlenmistir. Senkaya’dan izole edilen 29
strainden 16’s1, Narman’dan izole edilen 25 strainden 2’si, Oltu’dan izole edilen 20
strainden 5’1, Merkez Mahalleler’den (Dumlu, Akdag, Sogiitlii) izole edilen 18
strainden 11’1, Pazaryolu’ndan izole edilen 17 strainden 1’1, Olur’dan izole edilen 16
strainden 1’1, Horasan’dan izole edilen 14 strainden 3’1, Askale’den izole edilen 7
strainden 5’i, Tortum’dan izole edilen 5 strainden 3’{i, Uzundere’den izole edilen 5
strainden 3’4 ve Koprikdy’den izole edilen 2 strainin 2’si patojen olarak
tanimlanmustir. Ote yandan Ispir ilgesinden 8, Karagoban ilgesinden 6 ve Hinis
ilgesinden 6 Actinomycetes izole edilmis ve bunlardan higbirinin patojen olmadigi tespit

edilmistir
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Sekil 4.2. Negatif ve pozitif patojenite sonucu

Patojen strainlerin 77 tanesi kabarik, 17 tanesi ¢ukur ve 20 tanesi de yilizeysel uyuz
simptomlar1 sergileyen yumrulardan izole edilmistir. Bu c¢alismada; karmasaya yol
acmamak adina; yumrularda gozlemlenen simptomlar: ifade etmek i¢in yildiz benzeri,
ag seklinde kabarik, derin ¢ukur gibi ifadeler kullanilmamis, simptomlar yanlizca

kabarik, cukur ve ylizeysel ag seklinde degerlendirilmistir.

4.3. Bakteriyel Strainlerin Yag Asidi Metil Esterleri Analizi Sonug¢lar1

Strainlerin ihtiva ettigi yag asidi metil esterlerinin analizi sonucu tim strainler cins
diizeyinde Streptomyces olarak tanilanmustir. Tiir diizeyinde ise 53 strainin S. scabiei,
33 strainin S. olivaceus, 18 strainin S. violaceusniger, 2 strainin S. cinnnamoneum, 2
strainin S. californicus, 2 strainin S. exfoliatus, 2 strainin S. rochei ve 2 strainin de S.
lavendulae olarak isimlendirildigi belirlenmistir. Ancak testler sonucunda elde edilen
benzerlik indeksleri genel itibari ile ¢ok diisiik olup, %0,18-46 araliginda degiskenlik

gdstermistir.

Ihtiva ettikleri yag asidi ¢esidi ve bulunma oranlar1 esas aliarak yapilan istatistik analiz
sonuglarina gore olusturulan dendograma gore 2 major gruba ayrilan strainler kendi
arasinda da alt gruplara ayrilmistir (Cizelge 4.1). Buna gore 1. major grup kendi

arasinda iki alt gruba ayrilmis; 80 strain (KS170, KS176, KS186, KS188, KS196,



53

KS197, KS198, KS225, KS252, KS294, KS295, KS297, KS300, KS302, KS303,
KS306, KS307, KS308, KS317, KS318, KS319, KS461, KS463, KS464, KS465,
KS466, KS467, KS469, KS470, KS471, KS 474, KS475, KS476, KS477, KS478,
KS479, KS480, KS481, KS485, KS486, KS487, KS489, KS493, KS495, KS497,
KS499, KS500, KS503, KS505, KS507, KS508, KS511, KS518, KS521, KS522,
KS523, KS525, KS526, KS527, KS528, KS529, KS530, KS535, KS536, KS538,
KS540, KS543, KS545, KS546, KS548, KS552, KS553, KS555, KS558, KS562,
KS572, KS592, KS627, KS647 ve KS677) 1. alt grubu meydana getirmistir. Bu alt
grupta yer alan strainlerin ihtiva ettigi yag asitleri incelediginde 5 yag asidinin tiim
strainlerde bulundugu belirlenmistir. Bu yag aistlerinin bulunma oranlar ise; 15:0 iso
yag asidi i¢in maksimum %23,64, minimum %4,63, ortalama %11,61; 15:0 anteiso yag
asidi i¢in maksimum %50,19, minimum %14,97, ortalama %29,04; 16:0 iso yag asidi
icin maksimum %17,42, minimum %0,94, ortalama %11,48; 16:0 yag asidi igin
maksimum %26,62, minimum %21,14, ortalama %16,93; 17: anteiso yag asidi igin ise
maksimum %18,10, minimum %2,87 ortalama %9,81 olarak tespit edilmistir. Bunun
yant sira grup uyeleri arasinda degiskenlik gdsteren yag asitlerinin varli§i da tespit
edilmistir. Strainlerin ¢ogunun ihtiva ettigi yag asitleri bulunma oranlar1 bakimindan
incelendiginde; 13:0 anteiso maksimum %2,2, ortalama %0,37; 14:0 iso maksimum
%6,00, ortalama %1,62; 14:0 maksimum %3,69, ortalama %1,43; 15:0 maksimum
%05,43, ortalama %3,15; 16:1 cis 9 maksimum %15,79, ortalama %5,66; 16:0 9 metil
maksimum %3,3, ortalama %0,69; 17:1 anteiso ¢ maksimum %4,65, ortalama %0,59;
17:0 iso maksimum %9,17, ortalama %3,95 ve 17:0 maksimum %3,49, ortalama %0,61
oraninda bulunmustur. Yine strainler arasinda nadir olarak gdriilen yag asitlerinden 12:0
maksimum %10,56, ortalama %0,27; 13:0 iso maksimum %1,49, ortalama %0,19; 17:1
cis 9 maksimum %1,35, ortalama %0,01; 17:0 30H maksimum %1,23, ortalama
%0,01; 17:0 cyclo maksimum %21,12,ortalama %0,02; 18:0 iso maksimum %8,48,
ortalama %0,16; 18:1 cis 9 maksimum %1,46, ortalama %0,18; 18:0 maksimum %3,42,
ortalama %0,48; 19:0 iso maksimum %3,46, ortalama %,43; 19:0 anteiso maksimum
%6,89, ortalama %0,86 ve 20:0 maksimum %2,4, ortalama %0,48 oraninda varligi
belirlenen yag asitleri olmustur. 1. Major grubu olusturan olan 2. alt grup ise 19
strainden (KS195, KS229, KS492, KS510, KS514, KS515, KS524, KS539, KS554,
KS560, KS561, KS573, KS593, KS613, KS618, KS620, KS629, KS636 ve KS646)
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meydana gelmistir. Bulunma oranlari incelendiginde tiim strainlerin ihtiva ettigi yag
asitleri; 15:0 iso maksimum 9%10,05, minimum %?5,56, ortalama %7,80; 15:0 anteiso
maksimum %30,28, minimum %?2,98, ortalama %26,67; 16: iso maksimum %21,28,
minimum %10,35, ortalama %215,5; 16:0 maksimum %14,32, minimum %1,65,
ortalama %9,90; 17:0 iso maksimum %9,07, minimum %3,60, ortalama %6,93; 17:
anteiso maksimum %?26,5, minimum %11,33, ortalama %19,62 olarak belirlenmistir.
Yine strainlerin ¢ogunlugunda var olan yag asitlerinden; 14:0 iso maksimum %6,07,
ortalama %2,47; 15:0 maksimum %5,75, ortalama %2,06; 16:1 cis 9 maksimum %6,57,
ortalama %3,52; 16:0 9 metil maksimum %3,62, ortalama %1,45; 17:1 anteiso c
maksimum %3,40, ortalama %1,86 oraninda tespit edilmistir. Nadir olarak goriilen yag
asitleri ise; 14:0 maksimum %0,82, ortalama %0,43; 17:1 cis 9 maksimum %2,08,
ortalama %0,18 ve 17:0 maksimum %3,79, ortalama %0,90 belirlenmistir. Her iki alt

grup lyeleri kendi aralarinda da farkli gruplara ayrilmistir.

Yapilan alalizler sonucu elde edilen 2. major grup yine kendi arasinda 2 alt gruba
ayrilmistir. Bunlardan 1.’sini 5 strain (KS227, KS488, KS499, KS606 ve KS678)
olustururken, bulunma oranlarina gore tiim strainlerde var olan yag asitleri; 15: 0 iso
maksimum 9%19,21, minimum %8,94, ortalama %14,58; 15:0 anteiso maksimum
%55,61, minimum %?25,23, ortalama %46,18; 16:0 maksimum %14,24, minimum
%5,92, ortalama %8,13; 17:0 iso maksimum %7,53, minimum %3,85, ortalama %5,55;
17:0 anteiso maksimum %15,48, minimum %8,47, ortalama %10,39 oraninda tespit
edilmistir. Strainlerin ¢ogunlugunda goriilen 14:0 iso yag asidinin maksimum %4,13,
ortalama %2,07 oraninda bulundugu belirlenirken nadir goriilen 12:0 yag asidinin
bulunma oranlar1 ise maksimum %4,34, ortalama %1,22 olarak tespit edilmistir. 2.
Major gruba ait 2. alt grup ise 10 strainden (KS177, KS482, KS509, KS541, KS542,
KS556, KS569, KS608, KS662 ve KS665) meydana gelmistir. Yine tiim strainlerde var
olan yag asitleri; 15: 0 iso maksimum %9,45, minimum %4,84, ortalama %6,87; 15:0
anteiso maksimum %54,36, minimum %37,99, ortalama %43,27; 16:0 iso maksimum
%18,02, minimum %8,45, ortalama %13,23; 16:0 maksimum %214,69, minimum
%3,02, ortalama %8,21; 17:0 iso maksimum %?5,71, minimum %1,45, ortalama %3,56;

17:0 anteiso maksimum %?24,66, minimum %9,77, ortalama %17,78 oraninda tespit
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edilmistir.  Strainlerin ¢ogunlugunda goriilen 14:0 iSO yag asidinin ise maksimum
%5,62, ortalama %?2,62 oraninda varligi belirlenmistir. Nadir olarak goriilen yag
asitlerinden 15:0 maksimum %3,24, ortalama %0,63; 16:1 cis 9 maksimum %?5,89,
ortalama %2,03; 16:0 9 metil maksimum %?1,58, ortalama %0,29; 17:1 anteiso c
maksimum %3,03, ortalama %0,85; 17:0 cyclo maksimum %1,54, ortalama %0,45
oraninda tespit edilirken, KS509 nolu strainin 17:0 yag asidini %1,11 oraninda ve

KS608 nolu strainin 18:1 cis 9 yag asidini %1,3 oraninda ihtiva ettigi belirlenmistir.

Izolatlarin igerdikleri yag asidi metil esterleri ve bunlarin bulunma oranlari esas alinarak
yapilan analizler sonucunda, morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler test sonuglarina
gbre ayni grupta oldugu belirlenen strainlerin ihtiva ettikleri yag asidi metil esterleri

itibari ile ayn1 veya farkli gruplarda yer alabilecegi belirlenmistir.



Cizelge 4.1. Patojen strainlerin maksimum, minimum ve ortalama yag asidi metil ester igerikleri

Yag Asidi I. Major Grup (99 strain) Il. Major Grup (15 strain)
1. Alt Grup 11. Alt Grup I. AltGrup Il. Alt Grup

Maks Min Ort Maks Min Ort Maks Min Ort Maks Min Ort
15:0 anteiso 50,19 14,97 29,04 30,28 22,98 26,67 55,61 25,23 46,61 54,36 37,99 43,28
15:0 iso 23,64 4,63 11,61 10,05 5,56 7,80 19,21 8,94 14,58 9,45 4,84 6,87
16:0 iso 17,42 0,94 11,48 21,28 10,35 15,25 12,53 2,55 6,20 18,02 8,45 13,23
16:00 26,62 1,14 16,93 14,32 1,65 9,90 14,24 5,92 8,31 14,69 3,02 8,22
17:0 anteiso 18,1 2,87 9,81 26,5 11,33 19,62 15,48 8,47 10,39 24,66 9,77 17,79
17: 0 iso 9,17 0 3,95 9,07 3,6 6,93 7,53 3,85 5,56 5,71 1,45 3,57
14:0 iso 6,00 0 1,62 6,07 0 2,47 413 0 2,71 5,62 0 2,62
16:1 Cis 9 15,79 0 5,67 6,57 0 3,52 8,86 0 1,77 5,89 0 2,03
12:00 10,56 0 0,27 0,94 0 0,05 4,34 0 1,23 0 0 0
15:00 5,43 0 3,15 5,75 0 2,07 0 0 0 3,24 0 0,63
16:0 9 metil 3,30 0 0,69 3,62 0 1,45 0 0 0 1,58 0 0,29
17:1 anteiso ¢ 4,65 0 0,60 3,40 0 1,87 0 0 0 3,03 0 0,86
17:00 3,49 0 0,61 3,79 0 0,90 0 0 0 1,11 0 0,11
14:00 3,69 0 1,43 0,82 0 0,04 0 0 0 0 0 0
17:1 Cis9 1,35 0 0,02 1,08 0 0,18 0 0 0 0 0 0
17:0 Cyclo 1,12 0 0,03 0 0 0 0 0 0 1,54 0 0,41
18:1 Cis 9 1,46 0 0,02 0 0 0 0 0 0 1,3 0 0,13
13:0 iso 1,49 0 0,19 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13:0 anteiso 2,20 0 0,37 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17:0 30H 1,23 0 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18:0 iso 8,48 0 0,16 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18:00 3,42 0 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19:0 iso 3,46 0 0,04 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19:0 anteiso 6,89 0 0,09 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20:00 2,40 0 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0 0

99



57

4.4. Morfolojik ve Biyokimyasal Test Sonuclari

Streptomyces tiirii bakterilerin karakterizasyonunda kullanilan bazi morfolojik ve
biyokimyasal testlerden bu ¢alismada da yararlanilmistir. Spor zinciri morfolojileri, spor
renkleri, koloni renkleri, melanin ve ¢oziilebilir pigment liretimleri, toksik bilesiklere
tolarans ve 37°C’de gelisim gibi testlenen karakterlere ait veriler Cizelge 4.2°de
Ozetlenmistir. Buna gore bir smiflandirma yapilmis ve 21 morfolojik grup
belirlenmistir. Genel itibari ile ayn1 gruba dahil edilen strainler testlete karsi benzer
reaksiyonlar verirken, bazi gruplarda testlenen karakterler bakimindan farkliliklar

olabildigi gozlemlenmistir.



Cizelge 4.2 Patojen strainlere ait bilgiler

E PYI ve TRY agarda melanin, diger NaCl @ £
= MIS tani Lokasyon ve % 'S = ? besiyerlerinde ¢oziinebilir pigment toleransi j% g %
g sonucu belirti tipi 2 | g e g8 iiretimi (%) = > &
& £ & = S S|PVl TYR | YME | PDA | MBO | 5 | 6 - I B v I B

KS186' | S. scabies Senkaya(K) 3 |G S KS |+ + - - - N U T I -0 B N IS e
KS196' | S. scabies Senkaya(K) 2 |G S KS |+ + - - - N I T I -0 B R I e
KS197* | S. scabies Senkaya(K) 2 |G S KS |+ + - - - N I U U VRN I I
KS198' | S. olivaceus Senkaya(K 2 |G S KS |+ + - - - + |- |- 1- - ]50]- [- |+
KS225' | S. olivaceus Pasinler(K) 1 |G S KS |+ + - - - - - - - - s0- |- T+
KS294' | S. olivaceus Pasinler(C) 1 |G S KS |+ + - - - - - - - - s0- |- T+
KS295' | S. scabies Pasinler(C) 1 |G S KS |+ + - - - + |- |- 1- 1]- |50]- |- [+
KS300' | S. scabies Pasinler(K) 3 G S KS |+ + - - - - - - - - 50 | - - +
KS302' | S. scabies Pasinler(Y) 2 G S KS |+ + - - - - - - - - 50 | - - +
KS303' | S. scabies Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - - - - - 0] - [+
KS306 | S. scabies Koprikoy(K) |2 |G S KS |+ + - - - - |- R S -0 2 S S
KS307* | S. scabies Koprikéy(K) |3 |G S KS |+ + - - - - |- R S -0 2 S S
KS317' | S. scabies Pasinler(K) 3 G S KS |+ + - - - - |- - - 50 | - - +
KS318* | S. olivaceus Pasinler(K) 2 |G S KS |+ + - - - - |- - |- |50]- [- [+
KS319' | S. scabies Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - - |- N S -0 2 O S
KS461 | S. olivaceus Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - - - - - 50 - [- [+
KS463* | S. violaceusniger | Pasinler(K) 4 G S KS |+ + - - - + | + - - 50 | - - +

*Belirti tipi; (K): kabarik, (C): ¢ukur, (Y): yiizeysel ag, Spor rengi; G. gri, B: beyaz, SB: beyazimsi-sar1, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:
spiral, RF: rectiflexous, YME’de Koloni; KS: kahverengimsi sar1, K: kirmizi, B: beyaz, ST: soluk turuncu, SA: sari, KH: kahverengi, TS: turuncumsu sari, Fenol:
%1, Kristal viyole: 0,5 pg/ml, Streptomisin: 20 pg/ml, Penisilin 10 IU/ml, pH: gelisebildigi minimum pH seviyesi. KS(X)*: Grup No.
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Cizelge 4.2 (devam)

69

E PYI ve TRY agarda melanin, diger NaCl @ £
= MIS tani Lokz_asyorl ve % 'S % ? besiyerlerinde“g:('iz.iin.ebilir pigment toleransi j% g %
_E sonucu belirti tipi % § £ 3 °:° iiretimi (%) 5 = T>5 s
g E é é E é PYI |TYR | YME |[PDA |MBO | 5 | 6 | 7 § é T g % E
173} == 7] 7] - X h | a S | X i L)

KS469' | S. scabies Pasinler(K) 2 G S KS |+ + - - - + |- |- |- - 50 | - - +
KS470" | S. scabies Pasinler(K) 2 G S KS |+ + - - - - - - - - 50 | - - +
KS471! | S. olivaceus Pasinler(K) 4 |G S KS |+ + - - - - - - - so - - T+
KS475' | S. olivaceus Pasinler(K) 3 |G S KS [+ + - - - R I U VRN I I
KS476' | S. olivaceus Pasinler(K) 3 |G S KS [+ + - - - + |+ [- |- - |50]- [- |+
KS479* | S. olivaceus Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - + |- |- |- - [s0]- |- |+
KS480* | S. olivaceus Pasinler(K) 2 |G S KS |+ + - - - - - 1-1- 1- 150]- |- [+
KS481' | S. scabies Pasinler(K) 3 G S KS |+ + - - - - - -+ |- 50 | - - +
KS486" | S. olivaceus Pasinler(K) 2 G S KS |+ + - - - - - - - - 50 | - - +
KS488" | S. scabies Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - - - - - 50 |- [+
KS493! | S. olivaceus Pasinler(K) 2 G S KS |+ + - - - - - - - - 50 | - - +
KS497' | S. olivaceus Pasinler(K) 2 G S KS |+ + - - - + |- |- |- - 50 | - - +
KS499' | S. scabies Pasinler(K) 2 G S KS |+ + - - - + |- |- |- - 50 | - - +
KS500" | S. scabies Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - - - - - 50 |- [+
KS503" | S. scabies Pasinler(K) 2 |G S KS |+ + - - - - - - se - - T+
KS505* | S. scabies Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - + |+ - [+ [- [50]- [- [+
KS507" | S. scabies Pasinler(K) 2 |G S KS |+ + - - - + |- |- - 1- 150]- |- [+

*Belirti tipi; (K): kabarik, (C): ¢ukur, (Y): yiizeysel ag, Spor rengi; G. gri, B: beyaz, SB: beyazimsi-sar1, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:
spiral, RF: rectiflexous, YME’de Koloni; KS: kahverengimsi sar1, K: kirmizi, B: beyaz, ST: soluk turuncu, SA: sari, KH: kahverengi, TS: turuncumsu sari, Fenol:
%1, Kristal viyole: 0,5 pg/ml, Streptomisin: 20 pg/ml, Penisilin 10 IU/ml, pH: gelisebildigi minimum pH seviyesi. KS(X)*: Grup No.



Cizelge 4.2 (devam)

;3 | PYIve TRY agarda melanin, diger NaCl - o B
= MIS tani Lokz_asyorl ve =< 'S % = besiyerlerinde“g:('iz.iin.ebilir pigment toleransi D .% ?o
_E sonucu belirti tipi % § £ é g iiretimi (%) é_ % T; |2
g E Ei) Ei) E ;8 PYI | TYR |YME |[PDA |[MBO | 5 | 6 | 7 % E T é § g
KS511* | S. cinnamoneum Pasinler(Y) 2 G S KS |+ + - - - + |+ |- |- - 50 | - - +
KS518' | S. scabies Tortum(K) 2 |G S KS |+ + - - - N U T I -0 I IS e
KS521" | S. scabies Pasinler(K) 2 G S KS |+ + - - - + |- |- |- - 50 | - - +
KS523" | S. scabies Pasinler(C) 2 |G S KS |+ + - - - - - - - se - - T+
KS528 | S. olivaceus Pasinler(K) 3 G S KS |+ + - - - - - - - - 50 | - - +
KS529' | S. scabies Pasinler(K) 3 G S KS |+ + - - - - - - - - 50 | - - +
KS530" | S. scabies Pasinler(K) 2 |G S KS |+ + - - - - - ]- |- [50]- [- [+
KS535" | S. scabies Pasinler(K) 2 |G S KS |+ + - - - - - 1-1- 1- 150]- |- [+
KS536" | S. olivaceus Tortum(K) 3 |G S KS |+ + - - - + |+ |- [- 1- 150]- |- [+
KS546" | S. scabies Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - + |- |- - 1- 150]- |- [+
KS553" | S. scabies Pasinler(K) 2 |G S KS |+ + - - - + |+ |- [- 1- 150]- |- [+
KS555" | S. scabies Tortum(K) 2 |G S KS |+ + - - - - - ]- - |- |50]- |- [+
KS592 | S. olivaceus Senkaya(K) 1 |G S KS |+ + - - - + |+ |- - ]- 150]- |- [+
KS170° | S. scabies Senkaya(K) 2 G S KS |+ + - - - + |+ |+ |- + |[55]- = +
KS176° | S. violaceusniger | Senkaya(K) 2 |G S KS |+ + - - - - - 1-1- [+ [55]- [- [+
KS297% | S. violaceusniger | Pasinler(K) 3 G S KS |+ + - - - = e = |= + |55]- = +
KS466° | S. olivaceus Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - B B - - - 1- 1+ [|55]- |- [+
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*Belirti tipi; (K): kabarik, (C): ¢ukur, (Y): yiizeysel ag, Spor rengi; G. gri, B: beyaz, SB: beyazimsi-sari, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:
spiral, RF: rectiflexous, YME’de Koloni; KS: kahverengimsi sar1, K: kirmizi, B: beyaz, ST: soluk turuncu, SA: sari, KH: kahverengi, TS: turuncumsu sari, Fenol:
%1, Kristal viyole: 0,5 pg/ml, Streptomisin: 20 pg/ml, Penisilin 10 IU/ml, pH: gelisebildigi minimum pH seviyesi. KS(X)*: Grup No.



Cizelge 4.2 (devam)

g PYI ve TRY agarda melanin, diger NaCl @ E
2 MIS tam Lokasyon ve ) — 'z 'S | besiyerlerinde ¢oziinebilir pigment toleransi E, § %
S sonucu belirti tipi = |2 |E g8 iiretimi (%) E | g S 50
§ £z |5 |85 sl2|_ |E|=|3
= 2|l a =3 SS|PYI |TYR | YME |PDA |MBO | 5 |6 |7 |5 |85 |T |5 |8 |x
KS494% | S. scabies Pasinler(K) 2 |G S KS |+ I - - - - - 1-1- 1+ [55]- [- [+
KS526° | S. scabies Pasinler(K) 2 |G S KS |+ + - - - + |+ |+ |- [+ [55]- [- [+
KS548° | S. olivaceus Pasinler(K) 3 |G S KS |+ n - - - (- - |- |+ [55]- |- [+
KS627% | S. californicus Oltu(K) 2 G S KS | + + - - - + |+ |+ |- + |55 - = +
KS252° | S. scabies Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - + |+ |- - [+ [50]- +
KS464° | S. violaceusniger | Pasinler(K) 3 |G S KS |+ n - - - - - - [+ [50]- "
KS489° | S. violaceusniger | Pasinler(K) 2 G S KS | + + - - - I + [50]- +
KS545° | S. scabies Pasinler(K) 3 |G S KS |+ + - - - (- - - T+ [s50]- |- [+
KS195* | S. exfoliatus Senkaya(Y) 2 |G S K + + - 2 2 - - T+ [40]- [+ [+
KS509* | S. olivaceus Uzundere(Y) |2 |G S K + o+ - - - - - - - [+ [40]- [+ |+
KS510* | S. violaceusniger | Dumlu(Y) 2 |G S K + + - - - - |- |- |+ [40]- [+ [+
KS514 | S. scabies Dumlu(C) 2 |G S K + + - - - - |- |- |+ [40]- [+ |+
KS515* | S. violaceusniger | Dumlu(C) 2 |G S K + + - - - - - - T+ (a0 - [+ [+
KS554* | S. olivaceus Dumlu(K) 2 |G S K + + - - - + |+ |- |- [+ [40]- |- [+
KS560* | S. olivaceus Dumlu(Y) 2 |G S K + + - - - - - - T+ [a0]- [+ [+
KS573* | S. violaceusniger | Senkaya(Y) 3 |G S K - - - - - ¥ |- |- |+ |40]- [+ |+
KS593* | S. violaceusniger | Senkaya(K) 2 |G S K + + - - - - - T+ (a0 - [+ [+

*Belirti tipi; (K): kabarik, (C): ¢ukur, (Y): yiizeysel ag, Spor rengi; G. gri, B: beyaz,

SB: beyazimsi-sari, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:

spiral, RF: rectiflexous, YME’de Koloni; KS: kahverengimsi sar1, K: kirmizi, B: beyaz, ST: soluk turuncu, SA: sari, KH: kahverengi, TS: turuncumsu sari, Fenol:
%], Kristal viyole: 0,5 pg/ml, Streptomisin: 20 pg/ml, Penisilin 10 TU/ml, pH: gelisebildigi minimum pH seviyesi. KS(X)**: Grup No.
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Cizelge 4.2 (devam)

E PYI ve TRY agarda melanin, diger NaCl © £
= MIS tani Lokz_asyorl ve c&: = % ? besiyerlerinde“g:('iz_iin_ebilir pigment toleransi j% g %:
_E sonucu belirti tipi % 5 £ g2 iiretimi (%) 5 = T>5 |
g E é é E _§ PYI | TYR | YME |PDA |MBO | 5 | 6 | 7 § é a iz % E
n == n n - X h | a o | ¥ | L | e

KS618* | S. violaceusniger | Oltu(K) 2 |G S K + ¥ - - _ 1+ - 1- [+ [40]- |+ |+
KS620* | S. violaceusniger | Oltu(K) 1 |G S K n n - - _ 1. |- |- |+ |40]- |+ [+
KS629* | S. violaceusniger | Narman(C) 3 G S K + + - - - + |+ |- |- + [ 40| - + |+
KS636" | S. exfoliatus Narman(C) 2 |G S K + + - 2 - + (- |- - [+ [40]- [+ [+
KS646° | S. violaceusniger | Senkaya(K) 3 |G S K + + - -~ |+ |40 y |+
KS647* | S. olivaceus Senkaya(K) 3 |G S K n + - - - - - - |+ [40]- |+ |+
KS467° | S. olivaceus Pasinler(Y) 1 |G S B - + + ¥ ¥ ¥+ |+ |- |+ |50+ |+ |+
KS474° | S. olivaceus Pasinler(Q) 1 |G S B - + ¥ + n ¥+ |+ ]- |+ |50+ [+ |+
KS485° | S. olivaceus Pasinler(Y) 1 G S B - + + + + + |+ |+ |- + |50+ |+ |+
KS487° | S. olivaceus Pasinler(K) 1 |G S B - + + + ¥ ¥+ |+ 1- |+ |50+ [+ |+
KS543° | S. scabies Pasinler(C) 3 G RF SG | - - - - - + |+ [+ |- + |40 - + |+
KS662° | S. scabies PazaryoluK) |1 |G RF |SG |- - - - - Fl+ 1+ - |+ [40]- [+ [+
KS665° | S. scabies Horasan(Y) 1 |G RF |SG |- - - - - ¥+ 1+ - |+ [40]- [+ |+
KS677° | S. olivaceus Horasan(Y) 1 |G RE [ sSG |- - - - - +l+ 1+ - |+ 140]- [+ |+
KS678° | S. scabies Horasan(Y) 2 |G RE | sG |- - - - - s+ 1+ 1- |+ [20]- [+ [+
KS492" | S. rochei Dumlu(Y) 3 |MK |RF |ST |- - - - + [+ [+ |- [+ [40 + |+
KS524" | S. scabies Akdag(K) 3 |MK |RF [sT |- - - -  l+ [+ |- |+ |40 r |+
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*Belirti tipi; (K): kabarik, (C): ¢ukur, (Y): yiizeysel ag, Spor rengi; G. gri, B: beyaz, SB: beyazimsi-sari, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:
spiral, RF: rectiflexous, YME’de Koloni; KS: kahverengimsi sar1, K: kirmizi, B: beyaz, ST: soluk turuncu, SA: sari, KH: kahverengi, TS: turuncumsu sari, Fenol:
%1, Kristal viyole: 0,5 pg/ml, Streptomisin: 20 pg/ml, Penisilin 10 IU/ml, pH: gelisebildigi minimum pH seviyesi. KS(X)*: Grup No.



Cizelge 4.2 (devam)

T‘% _ PYI ve TRY agarda melanin, diger NaCl - @ i
= MIS tani Lokasyon ve =< 'S = = besiyerlerinde ¢oziinebilir pigment toleransi D .% =
E sonucu belirtitipi | 2 | £ | £ | g8 iiretimi (%) Els = by
§ % é é E _§ PYI | TYR | YME |PDA [MBO | 5 | 6 | 7 § é a iz g E
173} == 7] 7] - X 17} ol S | X i L)

KS613" | S. scabies Olur(Y) 3 |MK |RF |[ST |- + - - - + |+ |+ |- [+ [40]+ [+ [+
KS482° | S. scabies Pasinler(C) 1 | B RF |KS |- - - - - I+ 45+ |+ |+
KS540° | S. violaceusniger | Dumlu(K) 2 | B RE | KS |- - - - - - - - [+ 45+ |+ |+
KS227° | S. scabies Pasinler(C) 3 |G RF |S - + - - - + [+ [+ - [+ [40]- [+ [+
KS522° | S. scabies Pasinler(C) 3 |G RE |S - + - - - y l+ 1+ 1- [+ [40]- [+ |+
KS477% | S. olivaceus Pasinler(K) 3 |G RF |[S - - - - 2 + |- |- - T+ [50]- |- [+
KS478% | S. olivaceus Pasinler(K) 3 |G RF |S - - - - - + (- |- - T+ [|50]- |- [+
KS495™ | S. olivaceus Askale(Y) 3 |G RF |S - - - - - + |- |- |- [+ [50]- [- [+
KS538™ | S. scabies Pasinler(K) 2 |G RF |S - - - - - + |- |- - [+ [50]- |- [+
KS552% | S. olivaceus Askale(C) 1 |G RF |[S - - - - - + - ]-1- [+ [50]- |- [+
KS562% | S. olivaceus Askale(C) 2 |G RF |[S - - - - - + - ]-1- [+ [50]- |- [+
KS177* | S. olivaceus Senkaya(K) 1 |G S SA |- + - - - + |- |- - T+ [50]- |- [+
KS188™ | S. scabies Senkaya(Y) 1 |G S SA |- + - - - + |- |- [- [+ [50]- [- |+
KS556™ | S. scabies Akdag(K) 2 |G S SA |- + - - - + |- |- [- [+ [50]- [- |+
KS572' | S. californicus Senkaya(Y) 2 |G S SA |- + - - - + |- |- [- [+ [50]- [- [+
KS308% | S. scabies Pasinler(K) 3 |G S KS + - - - - - T-1- T+ I50[- [- [+
KS527% | S. scabies Pasinler(K) 4 |G S KS + - - - - - T-1- T+ |50]- [- [+
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*Belirti tipi; (K): kabarik, (C): ¢ukur, (Y): yiizeysel ag, Spor rengi; G. gri, B: beyaz, SB: beyazimsi-sari, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:
spiral, RF: rectiflexous, YME’de Koloni; KS: kahverengimsi sari, K: kirmizi, B: beyaz, ST: soluk turuncu, SA: sari, KH: kahverengi, TS: turuncumsu sari, Fenol:
%1, Kristal viyole: 0,5 pg/ml, Streptomisin: 20 pg/ml, Penisilin 10 IU/ml, pH: gelisebildigi minimum pH seviyesi. KS(X)*: Grup No.



Cizelge 4.2 (devam)

g PYI ve TRY agarda melanin, diger NaCl & E
=2 MIS tani Lokasyon ve ) — = i) besiyerlerinde ¢oziinebilir pigment toleransi E, §, %
S sonucu belirti tipi = |2 |E g8 iiretimi (%) E | g S 50
8 $ls |5 |25 5|z 218 |d
2 2|l a =3 G| PYI|TYR|YME | PDA |MBO |5 |6 |7 |5 |8 | |5 |35 |5

KS539% | S. scabies Uzundere(K) |2 |SB |RF | KH + - |+ [50]- |Z |+
KS558% | S. violaceusniger | Askale(K) 3 |SB |RF | KH + - - _ (- - 1- |+ [50]- |7z [+
KS541™ | S. violaceusniger | Dumlu(K) 1 |G S K - i i I + + |+ |+ [+ [+ [40]+ [+ [+
KS569" | S. scabies Senkaya(K) 1 |G S K - + + + + + |+ [+ [+ [+ [40]+ [+ [+
KS606™ | S. lavendulae Oltu(Y) 2 |SG |RF |KH |- + - - - + |+ |- |+ |+ [45]- |+ |-
KS608™ | S. scabies Oltu(Y) 2 |SG |RF |KH |- + - - - ¥+ |- |+ |+ [45]- [+ |-
KS229™° | S. violaceusniger | Pasinler(C) 2 |G S S - - - - - ¥+ |+ - |+ |50]- |+
KS465" | S. scabies Pasinler(K) 3 |G RE | KS |- + - - - - - - - T50]- [-
KS508% | S. cinnamoneum | Askale(K) 1 |G RE | TS |- - - - - - - - [+ [40]- |- |-
KS525" | S. violaceusniger | Sogiitlii(C) 2 | B RF |KH |+ + - - - - - - [+ [40]- |-
KS542% | S. scabies Pasinler(C) 1 |B RE | KH |- n n ¥ ¥ ¥+ |+ |- |+ |40

KS561% | S. rochei Uzundere(Y) [1 |G RE | KS |+ + - _ B - - |- - 1+ [50 ;

¥9

*Belirti tipi; (K): kabarik, (C): ¢ukur, (Y): yiizeysel ag, Spor rengi; G. gri, B: beyaz, SB: beyazimsi-sari, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:
spiral, RF: rectiflexous, YME’de Koloni; KS: kahverengimsi sar1, K: kirmizi, B: beyaz, ST: soluk turuncu, SA: sari, KH: kahverengi, TS: turuncumsu sari, Fenol:
%1, Kristal viyole: 0,5 pg/ml, Streptomisin: 20 pg/ml, Penisilin 10 IU/ml, pH: gelisebildigi minimum pH seviyesi. KS(X)*: Grup No.
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Grup 1; 47 strainden (KS186, KS196, KS197, KS198, KS225, KS294, KS295, KS300,
KS302, KS303, KS306, KS307, KS317, KS 318, KS319, KS461, KS463, KS4609,
KS470, KS471, KS475, KS476, KS479, KS480, KS481, KS486, KS488, KS493,
KS497, KS499, KS500, KS503, KS505, KS507, KS511, KS518, KS521, KS523,
KS528, KS529, KS530, KS535, KS536, KS546, KS553, KS555 ve KS592) olusmus ve
patojen strainlerin %41’ini meydana getirmistir. Bu grup morfolojik &zelikleri ve
biyokimyasal testlere verdikleri reaksiyonlara gore S. scabiei olarak tanilanmistir. Bu
grubun tiim {yelerinin; gri, spiral spor zincirlerine sahip, PYI ve TYR agar tizerinde
melanin tiretebilen strainler oldugu belirlenmistir. Yine grup tiyelerinden higbiri YME,
PDA ve MBO besiyerleri lizerinde ¢6ziinebilir pigment tiretmezken, 10 IU/ml penisilin,
0.5 pg/ml kristal viyole ve %1°lik fenole kars1 duyarli olduklar1 gézlemlenmistir. Grup
tiyelerinden yalniz KS481 nolu strainde 20 upg/ml streptomisine karst direng
gozlemlenirken NaCl toleranslarinin grup icinde degiskenlik gosterebilmigtir. KS198,
KS295, KS479, KS497, KS499, KS507 ve KS521 nolu strainler %5 NaCl’ye, KS463,
KS476, KS505, KS511, KS536, KS553 ve KS592 nolu strainlerin ise %6 NaCl’ye
direngli oldugu tespit edilmistir. Bu grup strainleri arasinda %7 NaCl toleransina
rastlanmazken, diger grup tyelerinin ise %5 NaCl’ye karst duyarli oldugu
belirlenmistir. Grup 1 iiyelerinin gelisebildigi minimum pH derecesi ise 5,0 olarak tayin

edilmistir.

Grup 2; 8 strainden (KS170, KS176, KS297, KS466, KS494, KS526, KS548 ve
KS627) meydana gelirken patojen strainlerin %7’lik kismini olusturmus ve grup tiyeleri
S. stelliscabiei olarak tanilanmistir. Bu grupta yer alan tiim strainler gri, spiral spor
zincirlerine sahip olmakla birlikte, tiim strainlerin PY| ve TYR besi yerlerinde melanin
pigment iiretirken, ¢oziinebilir pigment tretmedikleri belirlenmistir. Yine strainlerin
tamami 10 IU/ml penisiline direncli iken, 20 pg/ml streptomisin, 0,5 pg/ml kristal
viyole ve %1 fenole karsit direngleri olmadigi tespit edilmistir. Gelisebildikleri
minimum pH seviyesinin 5,5, NaCl toleranslarinin ise degisken oldugu kaydedilmistir.
KS170, KS526 ve KS627 nolu strainler %7 NaCl’ye karsi diregli iken diger grup

tiyelerinin ise %5 NaCl’ye kars1 duyarli oldugu belirlenmistir.
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Grup 3; 4 strainden (KS252, KS464, KS489 ve KS545), meydana gelmis, patojen
strainlerin %3,5’ini teskil eden grup iyeleri, S. europaeiscabiei olarak tanilanmigtir. Bu
grup tyelerinin de gri, spiral spor zincirlerine sahip olmakla birlikte PYI ve TYR
besiyerlerinde melanin iiretebildikleri tespit edilmistir. Coziinebililir pigment
tiretiminden yoksun olan strainlerin, 10 IU/ml penisiline karst direngli iken, 0,5 pg/ml
kristal viyole ve 20 pg/ml streptomisine duyarli olduklart kaydedilmistir. NaCl
toleranslar1 incelendiginde KS252 nolu strainin %6 NaCl’ye diren¢ gosterdigi, diger
grup tlyelerinin %5 NaCl’ye kars1i duyarli oldugu belirlenmistir. Gelisebildikleri
minimum pH seviyesi 5,0 olarak tespit edilirken, KS252 ve KS464 nolu strainlerin %1

fenole kars1 direng gosterebildikleri de gozlemlenmistir.

Grup 4; 15 strainden (KS195, KS509, KS510, KS514, KS515, KS554, KS560, KS573,
KS593, KS618, KS620, KS629, KS636, KS646 ve KS647) meydana gelmis ve patojen
strainlerin %13,2’sini olusturan grup tyeleri S. bottropensis olarak tanilanmistir.
Kirmizi renkli substrat miselyumlar: ile diger grup iiyelerinden kolayca ayrilabilen
strainlarin gri renkte ve spiral spor zincirlerine sahip oldugu gézlemlenmistir. Grup
tiyelerinin tamami PYI ve TYR besi yerlerinde melanin iiretebilmekte olup, ¢oziinebilir
pigment iretiminden yoksun olduklar tespit edilmstir. Penisiline (10 IU/ml) ve %1
fenole kars1 direncli olan strainlerin, 0,5 pg/ml kristal viyole ve 20 pg/ml streptomisine
duyarli olduklart belirlenmistir. Geligebilkleri minimum pH seviyesi 4,0 olarak
belirlenen grup iiyelerinin NaCl toleranslar1 ise %6 olarak kaydedilmis, %7 NaCl

toleransina rastlanmamustir.

Grup 5; 4 strainden (KS467, KS474, KS485 ve KS487) olusan ve patojen strainlerin
%3,5’ini teskil eden grup tiyeleri S. violaceus olarak tanilanmistir. Gri renkte spiral spor
zincirlerine sahip olmakla birlikte, irettikleri mavi renkteki ¢oziinebilir pigment ile
diger gruplardan kolayca ayirt edilebilmistirler. Strainler PYI besi yerinde melanin
tiretemezken, TYR besi yerinde iiretebildikleri gozlemlenmistir. Streptomisine (20
nug/ml) duyarli olan strainler, diger tiim toksik kimyasallara karsi direngli olarak
degerlendirilmistir. NaCl toleranslart %7 ve gelisebildikleri minimum pH seviyesi ise

5,0 olarak belirlenmistir.
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Grup 6; 5 strainden (KS543, KS662, KS665, KS6777 ve KS678) teskil olup, patojen
strainlerin %4,4’lini meydana getiren grup iyeleri S. setonii olarak tanilanmustir.
Sarimsi-gri, rectiflexous tipte spor zincirlerine sahip strainlerin, PYl ve TYR
besiyerlerinde melanin iiretemedikleri, yine ¢6ziinebilir pigment {iretiminden de yoksun
olduklart belirlenmistir. Minimum 4,0 pH’da gelisebildikleri tespit edilen grup
tiyelerinin, 10 1U/ml penisilin ve %1 fenole direcli, 20 pg/ml streptomisin ve 0,5 pg/ml
kristal viyoleye duyarli olduklar1 gézlemlenmistir. Ayrica tiim strainlerin %7 NaCl’ye

kars1 tolerans gosterebildigi de tespit edilmistir.

Grup 7; 3 strainden (KS492, KS524 ve KS613) teskil olup, patojen strainlerin
%2,6’sin1 bu grup iyeleri meydana getirmistir. S. puniciscabiei olarak tanilanan
strainlerin; morumsu-kirmiz1 renkte, rectiflexous spor zincirlerine sahip oldugu
belirlenmistir. Grup iiyeleri PYI besi yerinde melanin tiretemezken, TYR besi yerinde
tiretebilimislerdir. Streptomisin (20 ug/ml) harig, kullanilan tiim toksik maddelere kars1
direngli olan grup dyelerinin, ¢oziinebilir pigment iiretemedigi ve gelisebildigi

minimum pH seviyelerinin ise 4,0 oldugu belirlenmistir.

Grup 8; 2 strainden (KS482 ve KS540), S. luridiscabiei olarak tanilanan grup tyeleri
patojen strainlerin %1,8’lik kismini teskil etmistir. Beyaz renkte, basit rectiflexous spor
zincirlerine sahip olan strainlerin, melanin ve ¢oziinebilir pigment iiretiminden yoksun
olduklart kaydedilmistir. Streptomisin (20 pg/ml) ve %5 NaCl’ye karst duyarli olan
strainlerin, kullanilan diger toksik maddelere dire¢li oldugu belirlenmistir. Gelisim

gosterebildikleri minimum pH derecesi ise 4,5 olarak tespit edilmistir.

Grup 9; 2 strainden (KS227 ve KS522) meydana gelen ve S. intermedius olarak
tanilanan grup iiyeleri, patojen strainlerin %1,8’ini teskil etmistir. Bu grup iiyelerinin
koyu gri (mavimsi) renkte, rectiflexous spor zincirlerine sahip olduklart belirlenmistir.
PYI besiyerinde melanin iiretemezken, TYR besiyerinde iretebilen strainlerin,
¢ozlinebilir pigment iretiminden yoksun olduklari tespit edilmistir. NaCl (%7), 10

IU/ml penisilin ve %1 fenole karsi direngli olan strainlerin, kullanilan diger toksik
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maddelere karsi ise duyarli olduklari belirlenmistir. Ayrica gelisebildikleri minimum pH

seviyeleri de 4,0 olarak tayin edilmistir.

Diger 12 grup ise morfolojik ve biyokimyasal karakteristikleri yardimu ile tiir diizeyinde

tanisi yapilamayan strainleri igermektedir.

Grup 10; 6 strainden (KS477, KS478, KS495, KS538, KS552 ve KS562) meydana
gelirken, patojen strainlerin %5,3’l bu grup tiyelerinden olusmustur. Gri, rectiflexous
tipte spor zincirlerine sahip olan strainlerin, PYIl ve TYR besi yerlerinde melanin
iiretemedikleri, ayn1 zamanda ¢oziinebilir pigment iiretiminden de yoksun olduklari
gozlemlenmistir. NaCl’ye (%5) direngli olan grup iiyelerinin, ayn1 zamanda 10 IU/ml
penisiline karst da mukavemet gosterebildigi belirlenmistir. Kullanilan diger toksik
maddelerden higbirisine karsi direnci olmayan strainlerin gelisebildigi minimum pH

derecesi ise 5,0 olarak tayin edilmistir.

Grup 11; 4 strainden (KS177, KS188, KS556 ve KS572) tesekkiil etmis ve patojen
strainlerin %3,5’1 bu grup iiyelerinden meydana gelmistir. YME {izerinde koloni rekleri
limon sar1 iken, spor zincirlerinin gri ve spiral tipte oldugu gézlemlenmistir. PY1 besi
yeri lizerinde melanin {retimleri bulunmazken, TYR besiyerinde iretebildikleri
belirlenmistir. Coziinebilir pigment tiretimleri bulunmayan strainlerin %5 NaCl ve 10
IU/ml penisiline kars1 direng gosterebildikleri ve minimum 5,0 pH seviyesinde

gelisebildikleri tespit edilmigtir.

Grup 12; 2 strainden (KS 308 ve KS527) meydana gelirken, Patojen strainler i¢indeki
bulunus oran1 %1,8’e tekabiil etmistir. Gri, spiral spor zincirlerine sahip olan strainlerin
PYI ve TYR besi yerlerinde melanin tirebildikleri gozlemlenmistir. Penisilin (10 1U/ml)
haricinde kullanilan toksik maddelerin higbirine karst direng tespit edilmezken,

gelisebildikleri minimum pH seviyesinin 5,0 oldugu kaydedilmistir

Grup 13; 2 strainden (KS539 ve KS558) meydana gelmis ve patojen strainlerin
%1,8’lik kismini olusturmustur. PYI ve TYR besi yerlerinde melanin iiretebilen grup
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tiyelerinin, sarimsi-beyaz, rectiflexous tipte spor zincirlerine sahip oldugu
gozlemlenmistir. Cozilinebilir pigment tliretemeyen ve 10 IU/ml penisiline direngli olan
strainlerin %1 fenole kars1 direngleri ise zayif olarak degerlendirilmistir. Kullanilan
diger toksik maddelerin hig¢birine kars1t mukavemet gésteremeyen strainlerin, minimum

5,0 pH seviyesinde gelisim gosterebildikleri belirlenmistir.

Grup 14; 2 strainden (KS541 ve KS569) olusmus Ve patojen strainlerin %1,8’ini tegkil
etmistir. Gri, spiral sopr zincirleri bulunan grup tyelerinin, PYI besiyerinde melanin
tiretemezken, TYR besiyerinde iiretebildikleri belirlenmistir. Ayrica YME, PDA ve
MBO besi yerlerinde de kirmizi renkte ¢oziinebilir pigmet iirettikleri tespit edilmistir.
Test edilen tim toksik maddelere karsi direngli olan strainlerin gelisim gosterebildigi

minimum pH seviyesinin ise 4,0 oldugu belirlenmistir.

Grup 15; 2 strainden (KS606 ve KS608) meydana gelirken, patojen strainlerin %1,8’lik
kismi1 bu grup iiyelerinden olugmustur. Gri, rectiflexous tipte spor zincirlerine sahip olan
strainlerin, PYT besiyerinde melanin tretemezken, TYR besi yerinde iiretebildikleri
gozlemlenmistir. NaCl (%6), 20 pg/ml streptomisin, 10 IU/ml penisilin ve %1 fenole
kars1 direngli oldugu gozlemlenen strainlerin, 0,5 pg/ml kristal viyoleye karsi duyarli

olduklar1 ve Minimum 4,5 pH seviyesinde gelisebildikleri tespit edilmistir.

Tiir diizeyinde tanist yapilamayan diger strainler ise tek baslarina birer morfolojik grubu

meydana getirmislerdir ve her biri patojen strainlerin %0,9’luk kismin1 olusturmustur.

Grup 16; KS229 nolu straini kapsamistir. Gri spiral renkte spor zincirlerine sahip olan
strainin PYI ve TYR besi yerlerinde melanin ve ¢dziinebilir pigment iiretimi olmadigi
tespit edilmistir. NaCl (%7), 10 IU/ml penisilin ve %1 fenole karsi dire¢ gdésteren
strainin, kullanilan diger toksik maddelere karsi duyarli oldugu belirlenmis,

gelisebildigi minimum pH seviyesi ise 5,0 olarak degerlendirilmistir.

Grup 17; KS465 nolu straini igermektedir. Gri, rectiflexous tipte sporlari bulunan

strainin, PYI besiyerinde melanin iretemezken, TYR besiyerinde {iretebildigi
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gbzlemlenmistir. Ayrica testlenen toksik maddelerden higbirine dire¢ gostrememis ve

gelisim gosterebildigi minimum pH seviyesi 5,0 olarak tespit edilmistir.

Grup 18; KS508 nolu straince olusturulmustur. Gri, rectiflexous tipte spor zincirlerine
sahip olan strainin, melanin ve ¢06ziinebilir pigment iiretiminden yoksun oldugu
gozlemlenmistir. Penisilin (10 1U/ml) harig, kullanilan toksik maddelerden higbirine
direng gosteremeyen strainin, gelisebildigi minimum pH seviyesi ise 4,0 olarak

kaydedilmistir.

Grup 19; KS525 nolu strain tarafindan olusturulmustur. Beyaz, rectiflexous tipte spor
zincirleri bulunan strainin, PYI ve TYR besi yerleri iizerinde melanin iretebildigi
belirlenmistir. Cozilinebilir pigment iiretimi gozlemlenmeyen strainin, 10 IU/ml
penisilin disinda kullanilan toksik maddelere direncli olmadigi, gelisebildigi minimum

pH seviyesinin ise 4,0’a ulasabildigi tespit edilmistir.

Grup 20; KS542 nolu strainden olugsmustur. Beyaz, rectiflexous tipte sporlart bulunan
strain, PYI besiyerinde melanin iiretemezken, TYR besi yerinde iretebildigi
belirlenmistir. Kirmiz1 renkte ¢oziinebilir pigment iiretebilen strainin, %7 NaCl, 10
IU/ml penisilin, %1 fenol ve 0,5 ng/ml kristal viyoleye direngli oldugu tespit edilirken,
20 pg/ml streptomisine karst direng gézlemlenmemistir. Gelisebildigi minimum pH

seviyesi ise 4,0 olarak tayin edilmistir.

Grup 21; KS561 nolu straince olusturulmustur. Gri, rectiflexous spor zincirleri bulunan
strain, PYI ve TYR besiyerlerinde melanin iiretebildigi belirlenmistir. Coziinebilir
pigment iretimi gozlemlenmezken, 10 IU/ml penisilin, %1 fenol ve 0,5 pg/ml kristal
viyoleye direngli oldugu belirlenmistir. Bu strainin gelisebildigi minimum pH seviyesi

ise 5,0 olarak kaydedilmistir.

Morfolojik kistaslar dikkate alindiginda 89 strainin spiral, 27 strainin rectiflexous spor

zincirlerine sahip oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Spiral ve rectiflexous tipte spor zincirleri

Strainlerin YME agar tizerinde olusturduklar spor kiitlelerinin renklerine bakildiginda
ise; 97 strainin gri, 5 strainin beyazimsi gri, 4 strainin mavimsi gri, 3 strainin beyaz, 2
strainin kahverengimsi gri ve 3 strainin ise morumsu-kirmizi spor rengine sahip oldugu
tespit edilmistir. Morfolojik ve biyokimyasal test sonuglarina gore tesis edilen 21 gruba
ait strainlerin YME agar besi yeri tizerindeki goriinimleri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°te

verilmisgtir.

Strainlerin melanin iiretimleri incelendiginde; 82 izolatin hem PYT ve hem de TYR agar
iizerinde melanin {iretebildigi, 14 izolatin her iki agar lizerinde de melanin tiretemedigi,
18 izolatin ise PYT agar lizerinde melanin iiretemezken TYR agar {izerinde iiretebildigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.6).

Bazi strainlerin besi ortamlarinda ¢oziinebilir pigment iirettikleri belirlenmistir. Buna
gore KS542 straini YME, PDA ve MBO agar iizerinde kirmizi rekte ¢oziinebilir
pigment {iretirken, KS541 ve KS569 strainleri de YME, PDA ve MBO besiyerleri
tizerinde kirmiz1 ¢6zilinebilir pigment liretmistir. Yine KS467, KS474, KS485 ve KS487
nolu strainler hem YME ve MBO besi ortamlarinda mavi renkte ¢oziinebilir pigment

iretmis, PDA fiizerinde olusturduklari ¢6ziinebilir pigment ise kirmizimsi-mavi olarak
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degerlendirilmistir. Strainlerin olusturdugu mavi ve kirmizi renkte ¢Ozilinebilir

pigmentler Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Yine strainlerin YME agar iizerinde olusturdugu koloni renkleri c¢ogunlukla

kahverengimsi sar1 bunun yani sira sari, kirmizi, kahverengi ve soluk turuncu olarak

tespit edilmistir.

Sekil 4.4. Grup 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 ve 9 strainlerinin YME agar besiyeri tizerindeki
gorunusu
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Sekil 4.5. Grup 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ve 21 strainlerinin YME agar
besi yeri lizerindeki goriiniisi
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Pozitif

Sekil 4.6. PYI agar iizerinde melanin iiretimi

Sekil 4.7. KS542 ve KS474 nolu strainlerin YME besiyerinde irettikleri kirmizi ve
mavi renkte ¢oziinebilir pigmentler

Toksik maddelere direng testlerinin sonuglari incelendiginde; NaCl toleranslarinin
gruplar icinde farklilik gosterdigi belirlenmis, ayn1 grupta yer alan strainlerin farkl
derecelerde NaCl’yi tolere edebildigi gozlemlenmistir. Kristal viyole ve streptomisin
direnci agisindan incelendiginde strainlerin gruplar iginde gosterdigi farkliliklarin ¢ok
diisiik bir frekansta kaldigi, Penisilin direncinin ise ayn1 grup iiyeleri arasinda farklilik

arz etmedigi belirlenmistir. Geligebildikleri minimum pH seviyesi 4,0-5,5 arasinda
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degisirken, strainlerin 4 tanesi hari¢ tamami 37 °C’de gelisim gosterirken, bu karakter

acisindan da gruplar arasinda farklilik olmadigi gozlemlenmistir.

4.5. Patojen Strainlerin Kullanabildigi Karbon Kaynaklari

Calismanin bu kisminda ISP’de belirlenen 9 karbon kaynagi; L-arabinoz, fruktoz,
glukoz, Myo (I)- inositol, D-mannitol, rafinoz, ramnoz, sukroz ve D.ksiloz‘un patojen
strainlerce kullanilabilirligi test edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.3’te 6zetlenmistir. Buna
gore; morfolojik ve biyokimyasal testlere verdikleri reaksiyonlara gore olusturulan 21
gruptan 13’line dahil olan strainler bu karbon kaynaklarinin tamamin1 kullanmistir.
Karbon kaynaklarinin kullanilabilirligi agisindan ayni gruba dahil olan strainler arasinda
farklilik gdzlemlenmemistir. Gruplar arasinda goriilen farkliliklara bakilacak olursa
KS177, KS188, KS556 ve KS572 nolu strainlerin meydana gelen grup 11 tyeleri Myo
(I)- inositol ve ramnoz karbon kaynaklarini kullanamazken, grup 15 tiyeleri KS606 ve
KS608 nolu strainler de bu karbon kaynaklarini kullanamistir. KS541 ve KS569 nolu
strainlerin olustugu grup 14, KS227 ve KS522 nolu strainlerin olusturdugu grup 9
tiyeleri, Myo (I)- inositol’i, yine grup 8 iiyeleri KS482 ve KS540 nolu strainler ise Myo

(I)- inositol ve ramnoz’u karbon kaynagi olarak kullanamamistir

Tek baslarina birer grup olarak degerlendirilen strainlerden; grup 17 iyesi KS465’in
Myo (I)- inositol ve ramnoz’u; grup 21°i olusturan KS561 nolu strainin Myo (I)-
inositol, D-mannitol, rafinoz, ramnoz ve sukrozu; grup 20’yi olusturan KS542 nolu
strainin ise Myo (I)- inositol, ramnoz ve sukroz’u karbon kaynagi olarak kullanamadigi

belirlenmistir.



Cizelge 4.3. Patojen strainlerin kullabildigi ISP sekerleri
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4.6. 16S rDNA PCR Sonuclari

Calismanin bu kisminda strainlerin cins diizeyinde molekiiler tanilari i¢in 16S1F /
16S1R tiniversal primerleri kullanildiginda tiim strainler, Streptomyces cinsi bakterilere
0zgli 1531 bp’lik DNA bantlar1 vermistir. Diger testler sonucunda oldugu gibi, 16S
rDNA PCR c¢aligmalar1 sonucunda da tiim strainler cins diizeyinde Streptomyces olarak
tanilanmistir. Bahsedilen 1531 bp’lik DNA bandina ek olarak bazi strainlerin farkl
bantlar verebildigi de gézlemlenmis ancak bu farkliliklar tiir diizeyinde herhangi bir
ayrim saglayacak nitelikte bulunmamigtir. Tiim patojen Streptomyces izolatlarin
temsilen segilen 15 strainin 16SrDNA PCR sonucu vermis oldugu reaksiyonlar Sekil

4.8’de gosterilmigtir.

L} KS197

Y02 bp gy
——

- - Y Sy Gy -~ @ cw s G iy s @ o

Sekil 4.8. Bazi strainlere ait 16S rDNA PCR sonuglari
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4.7. Spesifik PCR Sonuglar:

Spesiifik PCR analizleri sonucunda; 47 strain S.sacbiei, 4 strain S. europaeiscabiei, 8
strain S. stelliscabiei ve 15 strain de S. bottropensis olarak tanilanmistir. Diger
strainlerin spesifik PCR ile tanilanmasn mimkiin olmamistir. S. scabiei olarak
tamimlanan strainler i¢in Scablm ve Scab2m primerleri kullanilmistir. Sonugta daha
once belirtilen 1278 bp’lik spesifik DNA bantlar1 elde edilmistir (Sekil 4.9, 4.10, 4.11
ve 4.12).

S. europaeiscabiei olarak tanilanan strainler i¢in de ayni primerler kullanilmis ve bu

stainlerin spesifik PCR reaksiyonu sonucu da benzer bantlar elde edilmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.9. S. scabiei strainlerine ait spesifik PCR sonuglar1 (A)
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Sekil 4.10. S. scabiei strainlerine ait spesifik PCR sonuglari (B)

. s- 1”‘»““’,‘

Sekil 4.11. S. scabiei strainlerine ait spesifik PCR sonuglari (C)
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Sekil 4.12. S. scabiei (KS536, KS546, KS553, KS555, KS592) ve S. europaeiscabiei
(KS252, KS464, KS489, KS545) strainlerine ait spesifik PCR sonuglari

Spesifik PCR ile tanisi yapilabilen 8 strain S. stelliscabiei olarak tespit edilmis, bu
strainlerin spesifik PCR reaksiyonu sonucunda, Stel3 ve T2st2 primerleri igin, daha
once belirtilen 476 bp’lik DNA bantlari elde edilmistir (Sekil 4.13).

15 Strain ise S. bottropensis olarak tanilanmis, Stel3 ve Aci2 primerleri ile
geceklestirilen spesifik PCR reaksiyonu sonucunda 475 bp’lik DNA bantlarinin varligi
belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. S. stelliscabiei strainlerine ait spesifik PCR sonuglari

Sekil 4.14. S. bottropensis strainlerine ait spesifik PCR sonuglari

Yapilan g¢alismalar sonucunda patojen strainler farkli klasik ve molekiiler metotlar

kullanilarak tanilanmistir. Bunlara ait sonuglar Cizelge 4.4’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.4. Streptomyces strainlerinin farkli metotlara gore tani sonuglari

o § M N S | 5

2 2 orfolojik ve S < <
o £ MIS tam biyokimyasal PCR tami sonucu | = N S
2 £ sonucu testlere gore tam S |8 | =

O N sonucu N N 2
1 | KS186 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS196 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS197 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS198 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS225 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS294 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS295 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS300 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS302 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS303 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS306 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS307 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS317 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS318 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS319 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS461 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS463 | S.violaceusniger | S. scabiei S. scabiei G S | ++
1 | KS469 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS470 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS471 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS475 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS476 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS479 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS480 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS481 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS486 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS488 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS493 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS497 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS499 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS500 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS503 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS505 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS507 | S. scabiei S. scabiei S. scabieli G S | +/+
1 | KS511 | S. cinnamoneum S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS518 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +/+
1 | KS521 | S. scabiei S. scabiei S. scabieli G S | +/+
1 | KS523 | S. scabiei S. scabiei S. scabieli G S | +/+

*Spor rengi; G. gri, B: beyaz, SB: beyazimsi-sari, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:
spiral, RF: rectiflexous, Melanin tiretimi: +/+: PYI’da ve TYR’de pozitif,-/+: PYI’da negatif ve TYR’de
pozitif, -/-: PYI ve TYR’de negatif
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o § M N S | 5
2 2 orfolojik ve S < <
o £ MIS tam biyokimyasal PCR tami sonucu | = N S
2 £ sonucu testlere gore tam S |8 | =
o » sonucu oo |2
1 | KS528 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | ++
1 | KS529 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | +H+
1 | KS530 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | ++
1 | KS535 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | ++
1 | KS536 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | ++
1 | KS546 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | ++
1 | KS553 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | ++
1 | KS555 | S. scabiei S. scabiei S. scabiei G S | ++
1 | KS592 | S. olivaceus S. scabiei S. scabiei G S | ++
2 | KS170 | S. scabiei S. stelliscabiei S. stelliscabiei G S | ++
2 | KS176 | S.violaceusniger | S. stelliscabiei S. stelliscabiei G S | +/+
2 | KS297 | S.violaceusniger | S. stelliscabiei S. stelliscabiei G S | ++
2 | KS466 | S. olivaceus S. stelliscabiei S. stelliscabiei G S | ++
2 | KS494 | S. scabiei S. stelliscabiei S. stelliscabiei G S | ++
2 | KS526 | S. scabiei S. stelliscabiei S. stelliscabiei G S | ++
2 | KS548 | S. olivaceus S. stelliscabiei S. stelliscabiei G S | ++
2 | KS627 | S. californicus S. stelliscabiei S. stelliscabiei G S | ++
3 | KS252 | S. scabiei S.europaeiscabiei | S.europaeiscabiei | G S | ++
3 | KS464 | S.violaceusniger | S.europaeiscabiei | S.europaeiscabiei | G S | ++
3 | KS489 | S.violaceusniger | S.europaeiscabiei | S.europaeiscabiei | G S | +/+
3 | KS545 | S. scabiei S.europaeiscabiei | S.europaeiscabiei | G S | ++
4 | KS195 | S. exfoliatus S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS509 | S. olivaceus S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS510 | S. violaceusniger | S. bottropensis S. bottropensis G S | +/+
4 | KS514 | S. scabiei S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS515 | S. violaceusniger | S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS554 | S. olivaceus S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS560 | S. olivaceus S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS573 | S.violaceusniger | S. bottropensis S. bottropensis G S | +/+
4 | KS593 | S. violaceusniger | S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS618 | S. violaceusniger | S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS620 | S. violaceusniger | S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS629 | S. violaceusniger | S. bottropensis S. bottropensis G S | +/+
4 | KS636 | S. exfoliatus S. bottropensis S. bottropensis G S |+
4 | KS646 | S.violaceusniger | S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
4 | KS647 | S. olivaceus S. bottropensis S. bottropensis G S | ++
5 | KS467 | S. olivaceus S. violaceus S. sp. G S |-+
5 | KS474 | S. olivaceus S. violaceus S. sp. G S |-+

*Spor rengi; G. gri, B: beyaz, SB: beyazimsi-sari, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:
spiral, RF: rectiflexous, Melanin iiretimi: +/+: PYI’da ve TYR’de pozitif,-/+: PYI’da negatif ve TYR’de
pozitif, -/-: PYI ve TYR’de negatif
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.- ) 5 | 5
3 < Morfolojik ve = < =
o £ MIS tam biyokimyasal PCR tami sonucu | = N S
2 £ sonucu testlere gore tam S |8 | =
O @ sonucu oo |2
5 | KS485 | S. olivaceus S. violaceus Streptomyces sp. G S |-/+
5 | KS487 | S. olivaceus S. violaceus Streptomyces sp. G S |-/+
6 | KS543 | S. scabiei S.setonii Streptomyces sp. G | RF | -/-
6 | KS662 | S. scabiei S.setonii Streptomyces sp. G | RF | -/-
6 | KS665 | S. scabiei S.setonii Streptomyces sp. G | RF | -/-
6 | KS677 | S. olivaceus S.setonii Streptomyces sp. G | RF | -/-
6 | KS678 | S. scabiei S.setonii Streptomyces sp. G | RF | -/-
7 | KS492 | S. rochei S. puniciscabiei Streptomycessp. | MK | RF | - /+
7 | KS524 | S. scabiei S. puniciscabiei Streptomycessp. | MK | RF | - /+
7 | KS613 | S. scabiei S. puniciscabiei Streptomycessp. | MK | RF | - /+
8 | KS482 | S. scabiei S. luridiscabiei Streptomyces sp. B | RF |-/-
8 | KS540 | S. violaceusniger | S. luridiscabiei Streptomyces sp. B | RF |-/-
9 | KS227 | S. scabiei S. intermedius Streptomyces sp. G | RF |-/+
9 | KS522 | S. scabiei S. intermedius Streptomyces sp. G | RF | -/+
10 | KS477 | S. olivaceus Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G | RF | -/-
10 | KS478 | S. olivaceus Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G | RF | -/-
10 | KS495 | S. olivaceus Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G | RF | -/-
10 | KS538 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G | RF | -1/-
10 | KS552 | S. olivaceus Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G | RF | -/-
10 | KS562 | S. olivaceus Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G | RF | -/-
11 | KS177 | S. olivaceus Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G S |-/+
11 | KS188 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G S |-/+
11 | KS556 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G S |-/+
11 | KS572 | S. californicus Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G S |-/+
12 | KS308 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G S | ++
12 | KS527 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G S | ++
13 | KS539 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. SB | RF | +/+
13 | KS558 | S.violaceusniger | Streptomycessp. | Streptomyces sp. SB | RF | +/+
14 | KS541 | S.violaceusniger | Streptomycessp. | Streptomyces sp. G S |-/+
14 | KS569 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G S |-/+
15 | KS606 | S. lavendulae Streptomyces sp. | Streptomyces sp. SG | RF | -/+
15 | KS608 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. SG | RF | -/+
16 | KS229 | S.violaceusniger | Streptomycessp. | Streptomyces sp. G S |-/
17 | KS465 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G | RF |-/+
18 | KS508 | S. cinnamoneum | Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G | RF | -/-
19 | KS525 | S. violaceusniger | Streptomyces sp. | Streptomyces sp. B | RF | +/+
20 | KS542 | S. scabiei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. B | RF |-/+
21 | KS561 | S. rochei Streptomyces sp. | Streptomyces sp. G | RF | +/+

*Spor rengi; G. gri, B: beyaz, SB: beyazimsi-sari, SG: sarimsi-gri, MK: morumsu-kirmizi, Spor zinciri; S:
spiral, RF: rectiflexous, Melanin iiretimi: +/+: PYI’da ve TYR’de pozitif,-/+: PYI’da negatif ve TYR’de
pozitif, -/-: PYI ve TYR’de negatif



86

4.8. Patojen Strainlerin Patojenite Karakteristikleri

4.9. Patojen Strainlerin Necl Patojenite Geni Test Sonuclari

Tiim strainler, fitopatojen Streptomyces tiirleri i¢in patojenite determinantlarindan biri
olarak kabul edilen Necl geninin varligi agisindan degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak
strainlerin %94’{inlin bu geni tasidig1 tespit edilmistir. Bu testlere ait PCR sonuglari
Sekil 4.15’te gosterilmistir. 107 strain, yapilan ¢alismalar sonucunda Necl geni igin
elde edilmesi beklenen 700 bp’lik DNA bantlar1 verirken, KS227, KS465, KS481,
KS522, KS539, KS636 ve KS678 nolu strainlerin iginde bulundugu 7 strainde bu genin
var olmadigi belirlenmistir. Bunlardan KS227 ve KS522 nolu strainler, tespit edilen
gruplardan birini meydana getirirken, KS539 straninin dahil oldugu grupta var olan
diger strain KS558’in aksine bu genden yoksun oldugu belirlenmistir. Yine KS481,
KS636 ve KS678 nolu strainlerin dahil olduklar1 gruplarda bu geni tagimayan yegane
strainler oldugu belirlenmistir. Ote yandan tek basma bir morfolojik grubu meydana
getiren KS465 nolu strainin de Necl genini ihtiva etmeyen strainlerden oldugu

belirlenmistir.

4.9.1. Patojen Strainlerin TomA Patojenite Geni Test Sonuglari

Fitopatojen Streptomyces’ler igin bir bagka patojenite determinanti olan TomA geninin
varhigi da tiim strainler igin test edilmistir. Bu testlere ait PCR sonuglart Sekil 4.16°da
gosterilmistir Calisma sonucunda strainlerden 108 tanesinde bu gen i¢in beklenen 392
bp’lik DNA bandi elde edilirken, KS170, KS177, KS518, KS542, KS553 ve KS678
nolu strainlerin ise TomA genini ihtiva etmedigi tespit edilmistir. Bunlar arasindan
KS518 ve KS553 nolu strainler dahil olduklari1 grupta bu gene sahip olmayan iki strain
olurken, KS170, KS177 ve KS678 nolu izolatlar ise dahil olduklar1 grupta bu geni ihtiva
etmeyen yagane strainler olmustur. Ote yandan tek basma bir grubu meydana getiren

KS542 nolu strainin de TomA genine sahip olmadig belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Nec-1 patojenite genine ait PCR sonuglar1. KS227, KS466, KS481, KS539, KS636, KS678 negatif.
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Sekil 4.16. TomA patojenite genine ait PCR sonuglari. KS170, KS177, KS 518, KS542, KS553, KS678 negatif.
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4.9.2. Patojen Strainlerin TxtAB Operonu Test Sonuclar:

Calismanin bu kisminda fitopatojen Streptomyces’ler igin temel patojenite determinanti
olarak kabul edilen takstominin tiretimiden sorumlu olan TxtAB operonunun varligi test
edilmistir. TXtAB1/TxtAB2 ve Stxla/Stx1b primerleri kullanilarak yapilan analizler
sonucunda strainlerden 102 tanesinin bu operona sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan
PCR islemleri sonunda; TxtABI1/TxtAB2 primerleri i¢in 385 bp ve Stxla/Stx1lb
primerleri i¢in 402 bp’lik DNA bantlart elde edilmistir (Sekil 4.17). Geriye kalan 12
strainin (KS229, KS539, KS541, KS556, KS558, KS569, KS573, KS618, KS620,
KS647, KS665 ve KS 678) ise bu primerler ile reaksiyonlarinda negatif sonuglar tespit
edilmistir. KS177, KS186, KS188, KS465, KS526 ve KS542 strainleri Stx1a/Stx1b
primerlerine pozitif reaksiyon vermezken; TxtAB1/TxtAB2 primerleri ile yapilan

analizlerde pozitif reaksiyon elde edilebilmistir.

Streptomyces’lerin patojenite bolgelerini hedef alan analiz sonuglarina gore; strainlerin
biliyiik ¢ogunlugunun Necl, TomA genlerine ve TxtAB operonuna sahip oldugu
belirlenirken, yalniz 12 strainde TxtAB operonu, 7 strainde Necl geni ve 6 strainde de
TomA geninin varhigi tespit edilememistir. Buna gore; Necl(+)/TomA(+)/TxtAB(+)
102 strain, Necl(+)/TomA(-)/TxtAB(+) 5 strain, Necl(-)/TomA(+)/TxtAB(+) 5 strain,
Necl(+)/TomA(+)/TxtAB(-) 10 strain, Necl(-)/TomA(+)/TxtAB(-) 1 strain, Necl(-
)TomA(-)/TxtAB(-)1strain tespit edilmistir (Cizelge 4.5)
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Sekil 4.17. TxtAB operonuna ait PCR sonuglari. KS177, KS186, KS188, KS465, KS526, KS542 TxtAB1/TxtAB2, KS678 negatif,

digerleri Stx1a/Stx1b
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Cizelge 4.5. Strainlerin sahip oldugu patojenite genleri

I I - a | 212 o | 212
Strain § S E Strain é S E Strain § S E
KS170 + - + KS478 + + + KS536 + + +
KS176 + + + KS479 + + + KS538 + + +
KS177 + - + KS480 + + + KS539 - + -
KS186 + + + KS481 - + + KS540 + + +
KS188 + + + KS482 + + + KS541 + + -
KS195 + + + KS485 + + + KS542 + - +
KS196 + + + KS486 + + + KS543 + + +
KS197 + + + KS487 + + + KS545 + + +
KS198 + + + KS488 + + + KS546 + + +
KS225 + + + KS489 + + + KS548 + + +
KS227 - + + KS492 + + + KS552 + + +
KS229 + + - KS493 + + + KS553 + - +
KS252 + + + KS494 + + + KS554 + + +
KS294 + + + KS495 + + + KS555 + + +
KS295 + + + KS497 + + + KS556 + + -
KS297 + + + KS499 + + + KS558 + + -
KS300 + + + KS500 + + + KS560 + + +
KS302 + + + KS503 + + + KS561 + + +
KS303 + + + KS505 + + + KS562 + + +
KS306 + + + KS507 + + + KS569 + + -
KS307 + + + KS508 + + + KS572 + + +
KS308 + + + KS509 + + + KS573 + + -
KS317 + + + KS510 + + + KS592 + + +
KS318 + + + KS511 + + + KS593 + + +
KS319 + + + KS514 + + + KS606 + + +
KS461 + + + KS515 + + + KS608 + + +
KS463 + + + KS518 + - + KS613 + + +
KS464 + + + KS521 + + + KS618 + + -
KS465 - + + KS522 - + + KS620 + + -
KS466 + + + KS523 + + + KS627 + + +
KS467 + + + KS524 + + + KS629 + + +
KS469 + + + KS525 + + + KS636 - + +
KS470 + + + KS526 + + + KS646 + + +
KS471 + + + KS527 + + + KS647 + + -
KS474 + + + KS528 + + + KS662 + + +
KS475 + + + KS529 + + + KS665 + + -
KS476 + + + KS530 + + + KS677 + + +
KS477 + + + KS535 + + + KS678 - - -
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calisma kapsaminda &ncelikle Erzurum {li, patates iiretim alanlarindan izole edilen
fitopatojen Streptomyces tiirleri kiiltiire alinmistir. Bu amagla Loria ve arkadaslari
(2001) tarafindan kullanilan izolasyon yoOntemi tercih edilmis; bu yontemin
Streptomyces cinsine mensup bakteri strainlerinin bitki dokusundan izole edilmesi ve
saflagtirlmasinda kullanigh oldugu goriilmiistiir. Toplamda 264 adet Actinomycetes,
uyuz belirtileri sergileyen patates yumrularindan izole edilmis ve patates disklerinde
gerceklestirilen patojenite testlerine gore bunlardan 114 (%43) tanesinin patojen oldugu

belirlenmistir.

Yapilan tespitler bir yayginlik ¢alismasina dayanmamasina ragmen, liretim alanlarinin
biiyiik cogunlugunda fitopatojen Streptomyces tiirlerinin var oldugu ger¢eginin
yadsinamayacagi distinlilmektedir. Soéyle ki; Erzurum ili smirlart iginde patates
tiretiminin merkezi olan Pasinler’den izole edilen strainlerin %77,5’inin, takiben
tiretimin en ¢ok yapildigi Merkez Mahalleler’den izole edilen strainlerin ise %61’ inin
patojen oldugu tespit edilmistir. Izolasyonlar yapilirken miimkiin oldugunca ¢ok tarla
gezildigi ve biiylik ol¢iide homojen bir calisma sahasi tesis edildigi de goz Oniinde
bulundurulursa mevcut durum daha iyi anlasilabilecektir. Tiim bu veriler 15181nda,
bolgede daha dnce rapor edilmeyen Streptomyces grubu bitki patojenlerinin yaygin hale
geldigi muhakkaktir. Ayrica, bir tek patojen tiir olmadigi ve farkli tiirlere mensup

patojen Streptomyces’lerin bulundugu da tespit edilmistir.

Fitopatojen Streptomyces’lerin ozellikle ticari anlamda patates tariminin yapildigi
Pasinler’de daha yaygin olmasi, bu patojenlerin tohumluk yumrular vasitasiyla bolgeye
girmis olma ihtimalini giiclendirmektedir. Ancak yapilan sorveylerde, patojen
Streptomyces tiirlerine rastlanmayan veya az rastlanan alanlarin var oldugu da
gozlemlenmistir. Calismamizda tespit edilen ve Streptomyces iiyesi patojenler agisindan

temiz olan lokasyonlarda daha detayli arastirmalar yapilmali ve diger bitki patojenleri
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acisindan da temiz olan alanlar tespit edilmelidir. Bdylece bu alanlarin patates

tohumlugu tiretiminde 6nemli merkezler olabilecekleri diigiiniilmektedir.

Patojen Streptomyces strainlerinin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari
incelendiginde, verilerin bazi istisnalar disinda daha o6nce elde edilmis bilgilerle
ortlistiigli tespit edilmistir. Yine yapilan morfolojik ve biyokimyasal testlerin tiirlerin
ayriminda kullanigh oldugu tespit edilmistir. Grup 1 olarak degerlendirilen ve S. scabiei
olarak tanilanan strainler, Lambert ve Loria (1989a) tarafindan bu tiir i¢in belirlenen
karakteristik Ozellikleri tasimaktadirlar. S. scabiei olarak tanimlanan 47 strainin tamami
melanin pigment liretme yetenegine ve gri, spiral spor zincirlerine sahiptirler. Bunun
yani sira tiim strainler 9 ISP sekerini karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Bu
ozellikler S. scabiei’nin tip tiirli olarak tanimlanan strainin en belirgin morfolojik
karakteristiklerindendir. Strainlerin NaCl direngleri %5-6 arasinda degiskenlik
gostermis, %7 NaCl seviyesine direng gosterebilen strain tespit edilmemistir. Ayrica
minimum gelisebildikleri pH seviyesi 5,0’dir. Yine tiim strainlerin 10 IU/ml penisilin,
0.5 pg/ml kristal viyole ve %1°lik fenole karsi duyarli oldugu belirlenmistir. Tip tiirlin
de benzer ozellikleri tasidigi bilinmektedir (Lambert and Loria 1989a). Bu yoniiyle de
ulasilan sonuglar daha once elde edilmis bilgileri destekler mahiyette bulunmustur.
Yalnizca 1 strainde 20 pg/ml streptomisine karsi direng tespit edilmistir. Aslinda bu
frekansta bir sapma goriilmesi muhtemel kargilanmalidir. Actinomycetes’ler hakkinda
yazilmig temel eserlerden biri olan ‘The Actinomycetes’ isimli eserde;
Streptomyces’lerin  antibiyotik iiretebilme yetenekleri gibi, antibiyotiklere karsi
direnclerinin de tiirden ziyade, strain spesifik bir karakteristik olabilecegi ifade
edilmistir (Waksman 1961). Dahasi bu testlerin tamamen gozleme dayali ve dogruluk
derecesi insan elinin hassasiyetiyle degisebilir testler oldugu da unutulmamalidir. Sonug
olarak bu 47 strainin tamamu S. scabiei olarak degerlendirilmis, tan1 sonuglar1 molekiiler

testler ile desteklenmistir.

Grup 2 olarak degerlendirilen ve S. stelliscabiei olarak tanilanan strainlerin morfolojik
ve biyokimyasal test sonuglari da genellikle literatiirle benzer mahiyette bulunmus

ancak bazi strainlerin farkli 6zellikler sergileyebildikleri tespit edilmistir. Gri, spiral
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spor zincirleri, PYI ve TYR besi yerlerinde melanin pigment iiretimi ve ¢oziinebilir
pigment {iretiminden yoksunluk tiim strainlerin paylastig1 temel karakteristikler olarak
goze carpmaktadir. Ancak yapilan bir ¢alismada bu tiire ait, TYR agarda melanin
tiretebilen strainlerin oranm1 %62 olarak degerlendirilmistir (Bouchek-Mechice et al.
2006). Ote yandan 9 ISP sekerinin hepsini kullanabilen Strainler, 10 IU/ml penisiline
kars1 direng sahibi, 20 pg/ml streptomisin, 0,5 pg/ml kristal viyole ve %1 fenole karsi
ise duyarli olarak degerlendirilmistir. Bu oOzelliklerin tamami S. stelliscabiei igin
tanmimlanan tip tiire ait ozelliklerle paralellik gostermektedir (Bouchek-Mechice et al.
2000). Geligebildikleri minimum pH seviyesi 5,5 olan strainlerin, NaCl toleranslari ise
degiskendir. KS170, KS526 ve KS627 nolu strainler %7 NaCl’ye kars1 diregli, diger
grup iyeleri ise %5 NaCl’ye kars1 duyarlidir. S. Stelliscabiei’nin tanilandigi ¢alismada
%5 NaCl direnci rapor edilmemistir (Bouchek-Mechice et al. 2000). Bu agidan
literatiirle bir uyumsuzluk tespit edilmis olmasina ragmen, bu tiire dahil oldugu
belirlenen strainlerin tani sonuglart molekiiler yontemlerle de dogrulanmistir. Ayrica
daha oOnce belirtilen sebeplerle strainler arasinda bu gibi farkliliklar goriilmesi de
muhtemeldir. S. stelliscabiei’nin patateslerde Tiirkiye i¢in yeni kayit oldugu

belirlenmistir.

Grup 3 iyeleri; S. europaeiscabiei olarak tanimlanmis, gri ve spiral spor zincirlerine
sahip olmakla birlikte melanin iiretebilmektedirler. Temel karakteristik 6zellikleri S.
cabiei strainleri ile benzer olup; ¢6ziinebililir pigment {iretiminden yoksundurlar. S.
cabiei’den farkli olarak S. europaeiscabiei strainleri 10 IU/ml penisiline karsi direng
gosterebilmektedirler. Toksik maddelere kars1 direngleri bakimindan 0,5 pg/ml kristal
viyole ve 20 pg/ml streptomisine duyarli olan strainlerin NaCl direngleri degiskenlik
gosterebilmistir.  Bu kisimda testlenen karakteristikler, S. europaeiscabiei’nin
belirlenmis 6zellikleri ile paralellik gdstermistir (Boucheck-Mechice et al. 2000). Ote
yandan KS252 ve KS464 nolu strainlerde daha 6nceki ¢alismalarda rapor edilmeyen %1
fenol direnci gozlemlenmistir. Molekiiler tanisinda, S. scabiei igin kullanilan
Scablm/2m primerlerine 1 bp farkla ayn1 reaksiyonu verdikleri bilinen (Wanner 2007)
strainler bu yolla da tanilanmistir. S. europaeiscabiei’nin de patateslerde Tiirkiye igin

yeni kayit oldugu belirlenmistir.
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Sirastyla 1, 2 ve 3. gruplan olusturan S. scabiel, S. stelliscabiei ve S. europaeiscabiei
strainlerinin bir¢cok morfolojik ve biyokimyasal karakteristigi benzer olmasina ragmen,
S. scabiei strainlerinin, 10 1U penisiline karsi1 duyarli olmasi1 S. stelliscabiei ve S.
europaeiscabiei strainlerinden ayrilmasina olanak saglamistir. Bu veriler mevcut
literatlir bilgisi ile de paralellik gdstermistir (Bouchek-Mechice et al. 2000; Lambert
and Loria 1989a) Yine S. stelliscabiei strainlerinin gelisebildigi minimum pH seviyesi
5,5 olarak belirlenirken, S. scabiei ve S. europaeiscabiei strainleri i¢in bu deger 5,0
olarak kaydedilmistir. S. stelliscabiei’ye ait tip tiiriin tanimlandig1 ¢alismada, tiiriin
gelisim gosterebildigi minimum pH seviyesine iligkin bir data sunulmamistir. Bu
nedenle bu farkliligin S.stelliscabiei strainlerinin, S. scabiei ve S. europaeiscabiei
strainlerinden ayriminda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu Onermenin
desteklenmesi i¢in, daha fazla sayida ve farkli lokasyonlardan elde edilmis strainlere ait
verilere ulagilmas1 gerekmektedir. Diger 18 grup, morfolojik ve biyokimyasal
karakteristiklerine gore kolayca ayirt edilebilmistir( Cizelge 4.2). Bu manada strainlerin
ozellikle smiflandirilmast ve yer yer de tanilarinda, morfolojik ve biyokimyasal

karakteristiklerin belirleyici oldugunu sdéylemek miimkiindiir.

S. bottropensis olarak tanilanan grup 4 tiyeleri, kirmizi renkli substrat miselyumlari ile
diger grup iiyelerinden kolayca ayrilabilmektedirler. Gri renkte ve spiral spor zincirleri
olup, tamami melanin pigment iiretebilmektedir. Coziinebilir pigment {retimi ise bu
grup strainlerinde gézlemlenmemistir. S. bottropensis igin literatiirde var olan kayitlar
incelendiginde, farkli renkte substrat miselyumlar1 ve spor kiitlelerinin rapor edildigi
goriilmektedir (Leiminger et al. 2012). Bunlar iginde melanin tiretebilen ve {iretemeyen,
¢Oziinebilir pigment iiretimi bulunan ve bulunmayan strainler bulunmaktadir.
Literatiirde goriilen bu farkliliklarin sebebi olarak Streptomyces genusunun tanisinda
daha once deginilen handikaplar gosterilebilir. Yine bu gruba dahil edilen tiim strainler
9 ISP sekerinin tamamini kullanabilmektedir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da S.
bottropensis strainlerinin ISP sekerlerinin tamamini kullanabildigi bildirilmistir.
(Yamazaki et al. 1991). Patates bitkisinde Tiirkiye icin yeni kayit oldugu belirlenen S.

bottropensis strainlerine ait tan1 sonuglari da molekiiler testler yoluyla desteklenmistir.
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Diger 17 morfolojik grup; tiir diizeyinde tanilari, molekiiler testler yolu ile
desteklenemeyen strainleri igermektedir. S. violaceus olarak tanilanan Grup 5 tyeleri;
gri renkte ve spiral spor zincirlerine sahip olmakla birlikte, YME agar tizerinde tirettigi
mavi renkteki ¢oziinebilir pigment ile diger gruplardan kolayca ayirt edilebilmektedir.
Strainler PYT besi yerinde melanin iiretemezken, TYR besi yerinde iiretebilmektedir.
Streptomisine (20 pg/ml) duyarh olan strainler, diger tiim toksik kimyasallara karsi
direngli olarak degerlendirilmistir. NaCl toleranslar1 %7 ve gelisebildikleri minimum
pH seviyesi ise 5,0 olarak belirlenmistir. Bu strainler Waksman (1961) tarafindan
olusturulan teshis anahtarina gore tanilanmistir. Yine bu temel karakteristik 6zelliklerin
baska caligmalarda elde edilen sonuglarla da oOrtiistiigii goriilmiistiir. Ayrica bu
strainlerin 9 ISP sekerinin tamamini kullanabildigi de bilinmektedir (Al-Kadeeb et al.
2012). Bu tiir; Skerman’a (1989) ait patojen bakteri listesinde yer almis, ancak daha
sonra Bull ve arkadaslar1 (2010) tarafindan hazirlanan listeye dahil edilmemistir. S.
setonii olarak tanilanan Grup 6 Sarimsi-gri, rectiflexous tipte spor zincirlerine sahip
strainler, melanin ve ¢oziinebilir pigment tiretiminden de yoksundurlar. Minimum 4,0
pH’da gelisebildikleri tespit edilen grup iiyeleri, 10 IU/ml penisilin ve %1 fenole direcli,
20 pg/ml streptomisin ve 0,5 pg/ml kristal viyoleye duyarlidir. Ayrica tiim strainlerin
%7 NaCl’ye kars1 tolerans gosterebildigi de tespit edilmistir. ISP sekerlerinin tamamini
kullanabilen strainlerin, tespit edilen oOzelikleri literatiirdeki verilerle de paralellik
gostermistir (Liu et al. 2005). Yine bu tiir de Bull ve arkadaslar1 (2010) tarafindan

yayinlanan ve kabul goren bitki patojeni bakterileri ihtiva eden listedeki yerini almistir.

Grup 7 ise S. puniciscabiei olarak tanilanmistir. Grup iiyeleri morumsu-kirmizi renkte,
rectiflexous spor zincirlerine sahiptir. PY1 besi yerinde melanin iiretemezken, TYR besi
yerinde {retebilmektedirler. 20 pg/ml streptomisin hari¢, kullanilan tiim toksik
maddelere karst direncgli olan grup {lyelerinin, c¢oziinebilir pigment iiretemedigi
belirlenmistir. 9 ISP sekerinin tamamini1 kullanabilen strainlere ait 6zellikler literatiir
verileri ile Ortiigmistiir (Park et al. 2003). Yalnizca tiirlin tanimlandigi ¢alismada
strainlerin gelisim gosterebildigi minimum pH seviyesi 3,5; bu ¢alismada ise 4,0 olarak
kaydedilmistir. Kanimizca farkli bolgelerden izole edilmis strainler arasinda, bu tarz

degiskenlikler goriilmesi muhtemeldir.
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S. luridiscabiei olarak tanilanan Grup 8; beyaz renkte, basit rectiflexous spor
zincirlerine sahip, melanin ve ¢dziinebilir pigment {iretiminden yoksun strainler olarak
kaydedilmistir. Streptomisin (20 pug/ml) ve %5 NaCl’ye kars1 duyarli olan strainlerin,
kullanilan diger toksik maddelere direcli oldugu belirlenmistir. Gelisim gosterebildikleri
minimum pH derecesi ise 4,5 olarak tespit edilmistir. Bu verilerin tamam literatiirde

mevcut olan bilgilerle paralellik gostermistir (Park et al. 2003).

Grup 9, S. intermedius olarak tanilanan strainleri ihtiva etmektedir. Koyu gri (mavimsi)
renkte, rectiflexous spor zincirlerine sahip, PYI besiyerinde melanin tiretemezken, TYR
besiyerinde iiretebilen strainler, ¢ozlinebilir pigment liretiminden yoksundur. %7 NaCl,
10 TU/ml penisilin ve %1 fenole karsi direngli olan strainler, diger toksik maddelere
kars1 duyarhidirlar. Ayrica gelisebildikleri minimum pH seviyeleri de 4,0 olarak tayin
edilmistir. Bu strainlerin tanisi, Waksman (1961) tarafindan kaleme alinan ‘The
Actinomycetes’ isimli eserde yer alan teshis anahtarina gore yapilmistir. Skerman’a
(1989) ait ‘Approval List of Bacterial Names’ isimli eserde, ayrica Bull ve arkadaslar
(2010) tarafindan yayimnlanan fitopatojen bakteriler listesinde, bu tiir de fitopatojen

Streptomyces’ler arasindaki yerini almistir.

Morfolojik ve biyokimyasal test sonuclarina gore tanist yapilan 9 tiire ait 6zellikler

Cizelge 5.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 5.1. Morfolojik ve biyokimyasal testler yolu ile tanisi yapilan 9 tiire ait
ozellikler

@
o [y
3 | 8 iz 2 |3 | g
Test edilen paramentreler 2 2 = = & = jg é §
S 8|2 |8 2|8 |& |5 |E
wn (7p] w wn w w (7p] w (7p]
YME’de spor rengi G G G G G G MK | G G
Spor zinciri sekli S | S| S S | S| RF|RF |RF| RF
YME’de koloni rengi KS | KS | KS K B SG ST | KS | SA
PYT ‘da melanin iretimi + + + + - - - -
TYR’de melanin iiretimi + + + + + - + - +
Coziinebilir pigment iiretimi - - - - + - - - -
Nacl %5 34 38 25 60 i i + - +
toleranst® %6 13 138 | 25 | 27 | + + + N +
%7 - 38 - - + + + - +
Streptomisin” 5 - - - - - - - -
Fenol - - 50 | 93 | + + + + +
Penisilin - + + + + + + + n
Kristal viyole - - - - + - ¥ T -
Minimum pH 50 [ 55 ] 50 | 40 [ 50| 40 [ 40 [ 45 [ 40
37 C’de gelisim + + + + + + + + +
L-arabinoz + + + + + + + + +
o) Fruktoz + + + + + + + + +
o Glukoz + + + + + + + + +
§ é (I)-inositol + + + + + + + - -
g8 D-mannitol + & - T - i + +
EE Rafinoz + + + + o o ¥ ¥ ¥
?g Ramnoz A + + + + + + - +
M Sukroz - & - + | + + + + +
D-ksiloz + + + + + + + + +

*+: Pozitif, -: Negatif, *: Pozit sonug veren strainlerin yiizdesi, Spor rengi; G. gri, MK: morumsu-kirmizi,
Spor zinciri; S: spiral, RF: rectiflexous, YME’de Koloni; KS: kahverengimsi sar1, K: kirmizi, B: beyaz,
ST: soluk turuncu, SA: sari, KH: kahverengi, SG: sarimsi-griFenol: %1, Kristal viyole: 0,5 pg/ml,
Streptomisin: 20 pg/ml, Penisilin 10 IU/ml

Diger strainlerin testlenen morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler yardim ile tanilanmasi
miimkiin olmamistir. Ote yandan morfolojik ve biyokimyasal testler yolu ile tanilanan
strainlerin de, tani sonuclarmin molekiiler metotlar yardimi ile desteklenmesi

gerekmektedir.

Bu c¢alismada tanilanan S. scabiei, S. bottropensis, S. stelliscabiei, S. setonii, S.
eupopascabiei, S. violaceus, S. puniciscabiel, S. luridiscabiei ve S. intermedius tiirleri

Dogu Anadolu Bolgesi igin yeni kayit olmakla birlikte, Tiirkiye’de de S. scabiei ve S.
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reticulliscabiei (Karahan 2006) hari¢ fitopatojen Streptomyces varligi rapor
edilmemistir. Daha Once belirtildigi gibi bu ¢alisma ile elde edilen 21 morfolojik grup
bulunmaktadir. Bu gruplar iginde yeni patojen tiirler olmasi kuvvetle muhtemeldir.
Yapilan bir¢ok ¢alismada, patojenite genlerini kodlayan bolgenin (PAI) horizontal gen
transferi ile aktarildigi ve bu nedenle de saprofit tiirlerin patojen 6zelligi kazanabildigi
bildirilmistir (Dees et al. 2012; Leiminger et al. 2012; Wanner 2009; Gonzales et al.
2008).

Calisma kapsaminda fitopatojen Streptomyces’ler igin yag asidi metil ester analizi de
yapilmistir. Bu analizler sonucunda elde edilen bulgular incelendiginde, tiim strainler
cins diizeyinde Streptomyces olarak tanilanmistir. Tir diizeyinde ise 54 strainin S.
scabiei, 33 strainin S. olivaceus, 18 strainin S. violaceusniger, 2 strainin S.
cinnnamoneum, 2 strainin S. californicus, 2 strainin S. exfoliatus, 2 strainin S. rochei ve
1 strainin de S. lavendulae olarak isimlendirildigi belirlenmistir. Fakat strainlerin tiir
diizeyinde tanilarinda benzerlik indekslerinin olduk¢a diisiik oldugu gozlemlenmistir.
Bu indeks minimum %0,18 ve maksimum %46 olarak kaydedilmistir. Bu
degerlendirmelerde, Sherlock version 4.5’te bulunan actin 3.8 kiitiiphanesi
kullanilmistir. Giintimiiz itibari ile ¢gok daha gelismis ve genis sistem kiitiiphanelerinin
bulundugu bilinmektedir. Ote yandan daha dnce yapilmis calismalar incelendiginde de
MIS ile Streptomyces’lere ait yag asitlerinin tayin edildigi ¢alismalar oldugu goriilmiis,
ancak arastirmacilarin, sistemi bu strainlerin isimlendirilmesinde kullanmadig: tespit

edilmistir (Xu et al. 2005; Ritacco et al. 2003; Ndowora et al. 1995).

Genellikle Streptomyces’lerin sahip oldugu yag asitlerini, 6zellikle bulunus oranlar
acisindan sinirlandirmak pek miimkiin olmasa da standardize edilmis kosullarda sahip
olduklar1 15-17 karbonlu iso ve anteiso yag asitleri bu bakterilerin cins diizeyinde
tanisinda hizli ve kullanight bir yontem olarak géze carpmaktadir (Saadler et al. 1987).
Nitekim bu c¢alismada da; tan1 yiizdeleri diisiik olmasina ragmen tiim strainler

Streptomyces olarak tanilanabilmistir.
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Strainlerin ihtiva ettikleri yag asitleri incelendiginde, bunlardan bazilarinin tiim
gruplarda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu yag asitleri; 1. major gruba ait 1. alt
grup igin; 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0 iso, 16:0 ve 17:0 anteiso olurken; 17:0 iso yag
asidinin ise bu gruba dahil strainlerin biiyiik cogunlugunda bulundugu belirlenmistir. 1.
major gruba ait 2. alt grup ve 2. major gruba ait her iki alt grupta ise bu alt1 yag asidinin
tiim strainlerde var oldugu anlasilmistir. Yapilan bir¢ok calismada da bu yag asitlerinin
farkli Streptomyces strainlerinde varligi rapor edilmistir (Sun et al. 2007; Xu et al.
2005; Huang et al. 2004; Lindhom et al. 1997).

Bazi yag asitleri ise strainler arasinda degiskenlik gdstermis; ayrica bunlardan bazilari
test edilen strainlerin biiylik ¢ogunlugunda goriiliirken, bazilarinin ise nadir olarak
birkag strainde varligi belirlenmistir. 13:0, 14:0 iso, 14:0, 15:0, 16:1 cis 9, 16:0 9 metil
ve 17:1 anteiso ¢ yag asitleri gruplar ve strainler arasinda degisen oranlarda bulunmakla
beraber strainlerin biiylik ¢ogunlugunda tespit edilmistir. Yine bu yag asitlerinin de
daha oOnce yapilan c¢alismalarda farkli Streptomyces strainlerinde var oldugu
bildirilmistir (Sun et al. 2007; Xu et al. 2005; Huang et al. 2004; Lindhom et al. 1997;
Ndowora et al. 1995). Strainlerde nadir olarak bulunan yag asitlerine bakildiginda; 10:0,
12:0, 13:0 iso, 17:1 cis 9, 17:0 30H, 17:0 cyclo; 18:0 iso, 18:1 cis 9 ve 19:0 iso yag
asitleri géze ¢arpmaktadir. Bunlar arasinda 10:0 ve 19:0 iso yag asitlerine dair herhangi
bir veriye daha 6nce yapilan ¢aligmalarda rastlanmamistir. Ancak bu yag asitleri, birkag
strainde ve ¢ok diisiik oranlarda tespit edilmistir. Bundan 6tiirii belirlenen 10:0 ve 19:0

1s0 yag asitlerinin bir sistem hatasinin yansimasi olabilecegi de diisiiniilmektedir.

Streptomyces grubu bakterilerin yag asitleri {izerine yapilan ¢alismalardan bazilarinda
da fitopatojen strainler yer almistir. Lindhom ve arkadaslar1 (1997) tarafindan yapilan
caligmada S. scabiei, S. aacidiscabies ve farkli bir grup Streptomyces spp.’nin yag
asitleri analiz edilmistir. Sonug olarak S. scabiei strainlerinin ihtiva ettigi yag asitleri,
14:0; (%2,0-7,3), 15:0 iso; (%7,2-14,5), 15:0 anteiso; (%10,06-12,40), 15:0; (%3,0-5,7),
16:1 cis 9; (%8,7-13,2), 16:0 iso; (%12,4-27,8), 17:0 iso; (%1,6-4,6), 17:0 anteiso
(%3,9-7,3), 17:0; (%0,3-1,2) olarak tespit edilmistir. Bu g¢alismada bir tanesi ATCC

susu olmak iizere dort S. scabiei straini kullanilmistir. Goriilebilecegi gibi bu 4 strain
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arasinda bile yag asitlerinin bulunma oranlari agisindan 6nemli farkliliklar tespit
edilmistir. Yine S. acidiscabies ATCC 49003 ve SC122 olarak tanimlanan strainlerin S.
scabiei strainlerinden farkli yag asitleri bulundurdugu, ayni yag asitlerinin ise bulunma

oranlarinda 6nemli farkliliklar oldugu bildirilmistir.

Yapilan bir diger caligmada da, iki S. scabiei, iki S. acidiscabies, bir S. albidoflavus ve
bir diger patojen Streptomyces sp, bunun yani sira bazi supresif Streptomyces strainleri
icin yag asidi metil ester analizi yapilmistir. Patojen strainlerinde bulunan yag asitleri,
14:0 iso; (%6,70-11,00), 15:0 iso; (%6,30-9,70), 15:0 anteiso; (%10,20-25,70), 15:0;
(%4,30-7,00), 16:0 iso; (%21,30-31,40), 16:1 cis 9; (%2,50-8,50), 16:0; (%2,20-8,50),
17:0 iso; (%0,70-2,00), 17:0 anteiso; (%2,70-5,70) oranlarnda tespit edilmistir. Nadir
olan, 12:0 ve 13:0 anteiso yag asitlerinin Streptomyces sp. olarak tanimlanan patojen
strainde, %0,4 oraninda bulundugu belirlenmistir. Supresif strainler dikkate alindiginda,
14:0; (%1,40-7,60), 15:0 iso; (%7,80-15,90), 15:0 anteiso; (%21,50-32,80), 16:0 iso;
(%13,30-25,30), 16:0; (%2,30-8,50), 17:0 iso; (%1,30-5,30) ve 17:0 anteiso (%05,40-
12,80) yag asitleri tespit edilmistir (Ndowora et al. 1995).

Daha o6nce yapilan ¢alismalarda ulasilan sonuglar, bu ¢alismada elde edilen verilerle
ortiismiis, Streptomyces strainlerinde var olan temel yag asitlerinin, oranlar1 degigsmekle
beraber 15:0 iso, 15:0 antesiso, 16:0, 16:0 iso, 17:0 iso ve 17:0 antesio oldugu tespit
edilmistir. Ancak farkli yag asitlerinin varligma da rastlanmistir. Ote yandan bu yag
asitleri ve bulunma oranlar dikkate alinarak yapilan simiflandirmada olusan gruplarin,
morfolojik ve molekiiler testler sonucu tesis edilen gruplarla benzer veya farkli strainleri

icerebilecegi de goriilmiistiir.

Ndowora et al. (1995) patojen strainlerle supresif strainlerin ihtiva ettikleri yag asitleri
ve bulunma oranlart agisindan farkli oldugunu; buradan hareketle patojen ve supresif
strainlerin ayriminda MIS datalarindan faydalanabilecegini 6ne siirerken, bir baska
calismada ise, yag asidi analizlerinin yani sira genetik profillemeye de yer verilmis,
sonugta yag asidi analizi ile olusturulan gruplarin, genetik profilleme yolu ile

olusturulan gruplardan farkli oldugu, strainler arasinda da ayirt edici herhangi bir
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karakteristige rastlanmadigi rapor edilmis, bunun biiyiime sartlarinin yag asidi profilleri
tizerindeki etkisinden kaynaklanabilecegi one siiriilmiistiir (Paradis et al. 1994). Yine
bir baska calismada, ribotipleme yolu ile olusturulan gruplar ve yag asidi metil esterleri
baz alinarak olusturulan gruplarin benzer veya farkli strainleri barindirabilecegi rapor

edilmistir (Ritacco et al. 2003).

Bu calisma kapsaminda strainlerin tanilarina ulasabilmek i¢in PCR yontemi de
kullanilmistir. Cins bazinda patojen olarak degerlendirilen 114 strainin tamami
161F/16S1R primerleri ile gerceklestirilen PCR reaksiyonlarinda Streptomyces cinsine
spesifik olan 1531 bp’lik DNA bantlar1 vermislerdir. Bazi strainlerin bu spesifik DNA
bandinin yani sira, spesifik olmayan PCR firlinleri olusturabildigi de tespit edilmistir.

Bu durum daha 6nce yapilan ¢alismalarda da rapor edilmistir (Wanner 2007).

Strainlerin tlir bazinda tanilarmim yapilabilmesi i¢in de spesifik PCR yontemi
kullanilmistir. Bitki patojeni Streptomyces tiirlerinin PCR ile tanisina yonelik olarak
gelistirilmis ¢ok sayida spesifik primer daha dnce yapilan ¢aligmalarda rapor edilmistir
(Wanner 2006; Wanner 2009). Morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore belirli
gruplara dahil edilen strainlerin, bu primerler yardimi ile kesin tani sonuglarina
ulagilmigtir. Calisma sonucunda S. scabiei, S. stelliscabiei, S.europaeiscabiei ve S.
bottropensis tiirleri PCR ile kesin tanisi elde edilebilen fitopatojen Streptomyces tiirleri
olarak kaydedilmistir. Bu tiirlerden S. scabiei’nin Karahan (2006) tarafindan yapilan
caligmada Orta Anadolu Bolgesi’nde varligi bildirilmis, diger tiirlerin ise varligina dair
herhangi bir kayda rastlanmamistir. Bu bakimdan S. stelliscabiei, S.europaeiscabiei ve
S. bottropensis tiirleri Tiirkiye i¢in yeni kayitlar olarak belirlenmistir. S. scabiei’nin ise
Dogu Anadolu Bolgesi igin yeni kayit oldugu belirlenmistir. S. scabiei strainleri i¢in
kullanilan Scablm/2m ve S. stelliscabiei strainleri i¢in kullanilan Stel3/T2st2
primerlerinin bu iki tiir i¢in ayirt edici oldugu, S. stelliscabiei strainlerinin Scablm/2m
primerlerine reaksiyon vermedigi gozlemlenmistir. Yine S. bottropensis strainleri i¢in
kullanilan Stel3/Aci2 primerlerinin de bu tiiriin ayriminda basari ile kullanilabilecegi
goriilmiistiir. Ancak tanist morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore yapilan veya

tiir diizeyinde tanis1 yapilamayan strainler, bu primerlerle muamele edilmemistir. O
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yiizden primerlerin genis bir yelpazede spesifitelerine yonelik kesin c¢ikarimlara
ulagilamamistir. Molekiiler diizeyde tanisi miimkiin olmayan strainler, morfolojik
benzerlikleri baz alinarak, S. aureofaciens, S. turgidiscabies ve S.acidiscabies i¢in
dizayn edilmis spesifik primerlerle reaksiyona sokulmus, ancak bunun sonucunda
herhangi bir pozitif reaksiyon gozlemlenmemistir. Bu strainlerin kesin tanilarina

ulagabilmek amaci ile ilerleyen donemlerde sekans analizine gidilecektir.

Calismanin son kisminda ise strainlerin patojenite karakteristiklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bunun icin fitopatojen Streptomyces’lerin patojenite bolgelerini hedef
alan spesifik primerler kullanilmistir. Daha once de belirtildigi gibi bu patojenite
bolgesi (PAI) patojen olmayan tiirlere de aktarilabildigi i¢in yeni patojen tiirlerin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir (Lerat et al. 2009). Patojenite bdlgesinde bulunan en
Oonemli genler ise takstomin {iretiminden sorumlu olanlardir. Takstomin adi verilen ve
fitopatojen Streptomyces’ler tarafindan fiiretilen toksin ailesinin bu cins i¢in temel
patojenite determinanti oldugu bir¢ok ¢alismada belirtilmistir (Leiminger et al. 2012;
Wanner 2009; Flores-Gonzales et al. 2008; Wanner 2007). Bu g¢alismada
degerlendirilen 114 patojen strainden 102 tanesinde TxtAB operonunun varlig
belirlenmistir. TxtAB operonunun varligi tespit edilemeyen 12 strainden; KS573,
KS618, KS620 ve KS647 nolu strainler S. bottropensis, KS665 ve KS678 nolu strainler
S. setonii olarak tanilanmig, KS229, KS539, KS541, KS556, KS558 ve KS569 nolu

strainlerin ise tiir diizeyinde tanis1 yapilamamuigtir.

Bu operon varligr ve patojenite ile baglantis1 {izerine yapilmis c¢ok sayida c¢alisma
mevcuttur. Wanner (2006) yaptig1 calismada patojen oldugu tespit edilen 100 strainin
tamaminda TxtAB operonunun varligini belirlemistir. Yine Leiminger ve arkadaslar
(2012) Almanya’da yaptiklar1 ¢aligmada test ettikleri 295 strain arasindan 265 tanesinde
TxtAB operonunun varligini belirlemisler ve yalniz bu operona sahip olan strainlerin
patojen oldugunu ifade etmislerdir. Dees ve arkadaglarinin (2012) Norveg’te yaptigi
calismada ise TxtAB operonuna sahip olmayan strainlerin patates ve turp bitkilerinde
belirti olusturamadigi belirtilmistir. Yine bu calismada farkli tiirlerin sahip oldugu

TxtAB sekanslarinin degisken olabilecegi de ifade edilmistir. Bu nedenle TxtAB



104

operonunun varligi belirlenemeyen 12 strainin, degiskenlik arz etmis olabilecegi de
ihtimal dahilindedir. Yine bir bagka g¢alismada patojen Streptomyces strainlerinin
belirlenmesinde TxtAB operonuna spesifik olarak dizayn edilen Stx1a/Stx1b primerleri
kullanilmis ve patojen strainlerin biiyilkk oranda bu operona sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Ancak nadir olsa da bazi patojen Streptomyces strainlerinin bu operondan
yoksun oldugu ve bunun goz ardi edilemeyecegi de belirtilmistir (Flores-Gonzales et al.
2008). Bu agidan yapilan patojenite testleri de goz oniinde bulunduruldugunda, TxtAB
operonu tespit edilemeyen 12 strainin patojen oldugunu séylemek miimkiindiir. Yine
Wanner (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada da turpta yapilan testlerde lezyon olusturan
ve TxtAB operonundan yoksun bir strainin varligindan bahsedilmistir. Fakat yine de
TxtAB operonunun fitopatojen Streptomyces’ler igin temel patojenite determinanti
oldugu ve patojeniteyle bu operonun varligi arasinda kuvvetli bir iliski bulundugu

muhakkaktir.

Bu ¢alisma kapsaminda arastirilan ve fitopatojen Streptomyces strainlerinin patojenite
bolgeleri lizerinde ¢cogunlukla bulunan hedef genlerden ikisi de Necl ve TomA’dir. Bu
genlerin de patojenite ile ilgili oldugu diisiinlilen nekrotik proteinlerin {iretiminden
sorumlu olduklar1 bilinmektedir. Yapilan PCR bazli analizler sonucunda Necl geninden
yoksun 7, TomA geninden yoksun 6 strain oldugu belirlenmistir. Necl genini ihtiva
etmeyen 7 strainden; KS227 ve KS522 S. intermedius, KS481 S.scabiei, KS636 S.
bottropensis ve KS678 S. setonii olarak tanilanirken, KS465 ve KS539 strainlerinin tiir
bazinda tanist yapilamamistir. TomA geninden yoksun olan 6 strainden; KS518 ve
KS553 S. scabiei, KS170 S. stelliscabiei ve KS678 S. setonii olarak tanilanirken, KS177

ve KS542 nolu strainlerin tiir bazinda tanis1 yapilamamustir.

Necl ve TomA genlerinin patojenite ile iligkisi olmasima ragmen, birincil patojenite
determinantlar1 olmadig1 daha 6nce yapilan galismalarla kanitlanmistir (Dees et al.
2012; Leiminger et al. 2012; Wanner 2009). Arastirmacilar Necl veya TomA genlerinin
biri veya her ikisinden yoksun olmasina ragmen, TXtAB operonuna sahip patojen
strainlerin varligini rapor etmislerdir. Yine Wanner (2009) yaptigi caligmada, patojen

olmayan strainlerin de ¢cogunlukla Necl ve TomA genlerine sahip olduklarint ve bu
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genlerin  tasiyicist  olarak bulunduklarini  tespit etmistir. Buradan hareketle
Streptomyces’lerin patojenite bolgelerinde yer alan Necl ve TomA genlerinin strainlerin
virlilans1 tlizerine etkili olduklar1 ancak patojenitenin temel belirleyicisi olmadiklari

sOylenebilir.

Sonu¢ olarak bu c¢aligma ile; Erzurum ili patates iiretim alanlarindan patojen
Streptomyces strainleri izole edilerek karakterizasyonlar1 yapilmistir. Patojen strainlerin
toplamda izole edilen Actinomycetes’ler i¢indeki oraninin %43 oldugu tespit edilmistir.
Daha 6ncede belirtildigi gibi bu ¢aligma kapsaminda herhangi bir yayginlik c¢alismasi
yapilmamistir. Ancak izole edilen streinlerin neredeyse yarisinin patojen Streptomyces
tiirleri olmasi hastaligin yayginligina dair ipuglar1 vermektedir. Dahasi morfolojik ve
biyokimyasal testler yardimi ile patates lretim alanlarinda patojen Streptomyces

tiirlerine dair 21 farkli grubun varligi belirlenmistir.

Morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler metotlar yardimi ile bu strainlerin tamami cins
diizeyinde Streptomyces olarak tanilanmistir. Bunlar arasindan 47 strain S. scabiei, 15
strain S. bottropensis, 8 strain S. stelliscabiei ve 4 strain de S. europaeiscabiei olarak
tanilanmis ve bu tan1 sonuglart molekiiler yontemlerle desteklenmistir. Bunun yani sira
morfolojik ve biyokimyasal test sonuglarina goére; 5 strain S. setonii, 4 strain S.
violaceus, 3 strain S. puniciscabiei, 2 strain S. luridiscabiei ve 2 strain de S. intermedius
olarak tanilanmis, patojenite bolgeleri karakterize edilmistir. 24 strainin ise tiir
diizeyinde tanisi miimkiin olmamistir. Tanis1 yapilamayan strainlerin toplam patojenler

i¢indeki oranm1 %21 olarak kaydedilmistir.

Kullanilan tan1 yontemleri incelendiginde; gerek klasik ve gerekse molekiiler metotlarin
her birinin farkli acilardan avantaj sagladigi gériilmiistiir. Ozellikle is yiikiiniin
azalmasi, strainlerin genel ayrimlarimin yapilmast bakimindan morfolojik ve
biyokimyasal testlerin 6nemli faydalar1 goriilmiistiir. Bu metotlarin degiskenligi ve
yeknesaklik saglanmasindaki sikintilar bilinmektedir. Kaldi ki, hangi metot kullanilirsa
kullanilsin, bir takim morfolojik ve biyokimsal kistaslarin Streptomyces tiiriine mensup

bakterilerin tanisinda vazge¢ilmez oldugu muhakkaktir.
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MIS sisteminin tiir diizeyinde, tan1 yiizdesi (isimlendirme) anlaminda, Streptomyces’ler
icin ¢ok uygun olmadigi gériilmistiir. Bu durum kullanilan sistem kiitiiphanesinin eski
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Fakat benzerlik indeksleri diisiik olsa da 114 patojen
strainin tamaminin bu sistem yardimiyla cins diizeyinde tanilanabildigi de g6z ardi
edilmemelidir. Kanimizca; sistemin, yag asidi metil ester analizlerinde olduk¢a yarayish

oldugu da ¢ogu aragtirmacinin iizerinde mutabik kalabilecegi bir argiimandir.

Gorece olmakla birlikte; Streptomyces’lerin tanis1 ve karakterizasyonunda en onemli
katki PCR sisteminden alinmistir. Tan1 anlaminda her tiire spesifik primer ¢ifti olmasa
da ozellikle patojenite bolgelerinin karakterizasyonunda PCR oldukg¢a yarayigh
bulunmustur. Yine literatiirde yapilan ¢aligmalar 15181nda, patojenite bdlgesinde var olan
hedef genlerin analizine olanak sagladigindan, bu sistemin, patojen strainlerin ¢abuk ve

dogru bir sekilde belirlenmesine olanak sagladigi bilinmektedir.

Tiim bu veriler 1s18inda gilivenilir tan1 i¢in 6zellikle klasik ve molekiiler metotlarin
birlikte kullanilmas: gerektigi kanisini tasimaktayiz. Klasik tan1 yodntemlerinin
handikaplarindan bahsedilmesine ragmen, her c¢alismada molekiiler taniya gitmenin
miimkiin olamayacagi muhakkaktir. Dahasi her strainin bu manada en yogun kullanilan
yontem olan PCR ile tanis1 yapilamayabilir. Bu anlamda her tiire spesifik primer cifti
mevcut olmayabilir ya da primer ¢ifti birden fazla sayida tiire ayni reaksiyonu verebilir.
Bu yiizden mutlaka klasik tanida kullanilan kistaslardan, molekiiler test sonuglarinin
desteklenmesi veya dogrulanmasinda yaralanilmali, bu yontemler bir biitiin olarak kabul
edilmelidir. Tabii ki sekans analizi gibi daha ileri ve giivenilirligi yiiksek yontemler de

yer yer ¢alismalara dahil edilmelidir.

Ulagilan patojen tiirler Tiirkiye ve Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki varliklari agisindan
degerlendirildiginde S. bottropensis, S. stelliscabiei, S. europaeiscabiei, S. setonii, S.
violaceus, S. puniciscabiei, S. luridiscabiei ve S. intermedius tiirlerinin Tiirkiye igin
pataeslerde yeni kayit oldugu bulunmustur. Bu 8 tiire ek olarak S. scabiei’nin de
aralarinda bulundugu 9 tiiriin Dogu Anadolu Bolgesi icin patateslerde yeni kayit oldugu

tespit edilmistir. Bunlardan S. scabiei, S. bottropensis, S. stelliscabiei ve S.
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europaeiscabiei strainlerine ait tani sonuglari PCR ile desteklenirken, S. setonii, S.
violaceus, S. puniciscabiei, S. luridiscabiei ve S. intermedius olarak tayin edilen tiirlere
ait tamlar morfolojik ve biyokimyasal kistaslara dayanilarak yapilmistir. Ilerleyen
donemlerde bu ¢alisma sonucunda tanis1 yalniz klasik yontemlere gore yapilan

strainlerin de sekans analizi ile kesin tan1 sonuglarina ulagilmasi amaglanmaktadir.

Bu c¢alismanin temel bir aragtirma niteliginde oldugu unutulmamalidir. Kanimizca
Tirkiye’nin 6nemli patates iiretim alanlarinda ve Streptomyces iiyesi patojen
bakterilerin ariz olabildigi diger kiilltiir bitkilerinde de bu minvalde galismalar yapilarak
patojen yelpazesinin belilenmesi ve bunlarin kontroliine yonelik stratejilerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bunun yani sira bu ¢aligmada kullanilan primer ciftlerinin

spesifite ve etkinliklerine yonelik daha detay ¢alismalarin da yapilmasi gerekmektedir.
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