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Patates adi uyuz hastaligma sebep olan Streptomyces scabiei’nin 1890 yilinda
ilk olarak Thaxter tarafindan tanilanmasmdan bu yana Streptomyces tiirlerinin
tanisi igin kullanilan metotlar siirekli olarak gelismistir. 1940’1l yillarda Strep-
tomyces tiirleri tarafindan iiretilen antibiyotiklerin kesfi ile 40 kadar tanimi ya-
pilmig Streptomyeces tiiriiniin sayis1 kisa siirede 3000’ in {izerine ¢ikmustir. An-
cak bu dénemde tanis1 yapilan tiirlerin bir¢ogu sinonimdir. Gliniimiizde patojen
tiirler de dahil olmak iizere Streptomyces tiirlerinin tanisinda kullanilmakta olan
spor zinciri morfolojisi, spor rengi, substrat miselyum ve ¢6ziilebilir pigmentler,
melanin tiretimi ve bazi karbon kaynaklarini kullanma durumlar1 gibi morfolojik
ve fizyolojik metotlar bu proje ile ortaya konulmustur. Bu donemde 200’den
fazla Streptomyces tiirii yeniden tanimlanmis ve tip kiiltiirleri uluslararas: kiiltiir
koleksiyonlarina yerlestirilmistir. Gliniimiizde S. scabiei, S. acidiscabies, S. tur-
gidiscabies, S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei, S. luridiscabiei, S. puniciscabiei
ve S. niveiscabiei gibi patateste patojen Streptomyces tiirlerinin tanisinda klasik
morfolojik ve fizyolojik metotlarm yani sira patojenisite, hiicresel yag asidi
kompozisyonunun tespitine dayanan yag asidi analizi ve PCR gibi molekiiler
metotlar da kullanilabilmektedir.
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Since Streptomyces scabiei causing potato common scab disease was identified
firstly in 1890 by Thaxter methods used for the diagnosis of Streptomyces spe-
cies have evolved continuously. In the 1940s with the discovery of antibiotics
produced by Streptomyces species, the number of Streptomyces species defined
up to 40 has increased by upon 3000. However many of species identified in this
period were synonyms. Morphological and physiological methods such as spore
chain morphology, spore color, substrate mycelium and soluble pigments, mel-
anin production and use of some carbon sources in use of identification of Strep-
tomyces species including pathogenic species are put forward with this project.
During this period, more than 200 Streptomyces species were re-defined and the
type cultures of them were placed in international culture collections. Today,
pathogenicity, fatty acid analysis and molecular methods such as PCR have been
used for the identification of pathogenic Streptomyces species on potato such as
S. scabiei, S. acidiscabies, S. turgidiscabies, S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei,
S. luridiscabiei, S. puniciscabiei and S. niveiscabiei as well as classic morpho-
logical and physiological methods.

Streptomycetaceae familyasmmdandir (Anderson veWek

1. Giris lington 2001). Gram pozitif, hiicre duvarma sahip, ipli-
. ) . ' gimsi bakterilerdir. Bu cins, 0.5-2.0 um c¢apmdaki veje-
Streptomyces tiirleri Bacteria 4leminden Actinobac- tatif hifleriyle bir substrat miselyum iiretmektedir (Holt

teria sube ve smifindan, Actinomycetales takimmdan ve
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ve ark. 1994). Bu miselyum tizerinde havai hifler olug-
makta ve bu hiflerin kirilmasziyla ti¢ veya daha fazla spor
zinciri meydana gelmektedir. Diiz, spiral veya dalgal
sekle sahip olabilen bu zincirler Streptomyces tiirleri igin
onemli bir taksonomik &zelliktir. Streptomyces tiirleri
birgok fungus benzeri hareketsiz bir yasam tarzma sa-
hiptir ve tirettikleri sporlar yayilmalarma yardimc1 ol-
maktadir. Streptomyces tiirleri daha kiigiik spor ve hifle-
riyle de funguslardan kolaylikla ayrilabilmektedir (Lam-
bert ve Loria 1989a,b; Miyajima ve ark. 1998; Loria ve
ark. 2001).

Streptomyces kolonilerinin baglangicta yiizeyi diiz-
diir, havai miselyumun gelismesi sonucu yiiniimsii, gra-
niiler, tozlu veya kadifemsi goriiniim olugmaktadir. Ve-
jetatif ve havai misellerin rengini veren degisik pigment-
lerin yani sira bir¢ok tiir bir veya daha fazla sayida anti-
biyotik iiretmektedir. Birgogu saprofit olarak toprak, de-
niz suyu, bitki yiizeyi gibi ortamlarda bulunan bu cinsin

bir kag tiirii insan ve hayvanlarda, bir kismiise bitkilerde
patojendir (Holt ve ark. 1994).

Bitki patojeni Streptomyces tiirleri {izerinde yapilan
aragtirmalarin cogu, patates hastaliklar1 iizerinde yogun-
lasmigtir (Loria ve ark. 1997). Streptomyces tiirleri
yumru lizerinde patatesin ¢esidine, gevresel etkenlere ve
etmenin virulensine bagh olarak yiizeysel, ag benzeri,
kabarik, ¢ukur, diizensiz ve mantarims1 goriiniimde lez-
yonlar olusturmaktadir (Sekil 1). Bu lezyonlar yumru
kalitesini bozarak patatesin pazar degerini diisiirmekte
ve ayrica diger hastalik etmenleri ve nematodlar i¢in de
giris kapis1 olusturmaktadir. Streptomyces tiirleri diin-
yada patates yetistiriciligi yapilan her yerde yaygmn ola-
rak bulunmaktadir. Patateste adi uyuz olarak bilinen
hastaligi olusturan Streptomyces scabiei corrig. (ex
Thaxter 1891) Lambert ve Loria, bu cins igerisinde tanr
lanan ilk bitki patojenidir. Havug, turp, salgam gibi ka-
zik koklii bitkiler ve yerfistigi da konukgular1 arasinda-
dir. Bunun yaninda birgok monokotiledonlu ve dikotile-
donlu bitkinin fidelerinde hastahga sebep oldugu labo-
ratuvar ¢alismalariyla ortaya konmustur. Bu bitkilerdeki
belirtiler siirgiin ve kok uzunlugunun azalmasi, doku-
larda kloroz ve nekroz seklindedir (Labruyere 1971;
Bang 1979; Janse 1988; Lambert ve Loria 1989a; Kritz-
man ve ark. 1996; Leiner ve ark. 1996; Pavlista 1996;
Goyer ve Beaulieu 1997; Loria ve ark. 1997).

Sekil 1.

Patojen Streptomyces tiirlerinin patates yumrusunda
olusturdugu kabarik (a), yiizeysel (b) ve ¢ukur (c) lez-
yonlar (Karahan 2006).

S. scabiei’ in yanisira bu cins iginde yer alan S. aci-
discabies (Lambert ve Loria 1989b), S. turgidiscabies
(Miyajima ve ark. 1998), S. europaeiscabiei Bouchek-
Mechiche ve ark. (1998), S. stelliscabiei (Bouchek-Mec-
hiche ve ark. 2000), S. luridiscabiei (Park ve ark.
2003a), S. puniciscabiei (Park ve ark. 2003a) ve S. nive-
iscabiei (Park ve ark. 2003a) gibi diger tiirler de pata-
teste adi uyuz hastahgmna sebep olmaktadir. Bu tiirler
morfolojik ve genetik olarak birbirlerinden farkhdur.
Ancak olusturduklar1 belirtiler ve konukgu diziliglerin-
deki benzerlikler nedeni ile patojenisitelerinin ortak bir
mekanizmaya sahip oldugu diistiniilmektedir. S. scabiei,
S. acidiscabies ve S. turgidiscabies’in thaxtomin olarak
adlandirilan bir fitotoksin {irettigi bilinmektedir (Bukha-
lid ve ark. 1998; King ve ark. 1991; Loria ve ark. 1997).

Streptomyces cinsi igindeki tiirlerin tanilanmasi, kar-
masik tanilama yontemlerinden dolay1 oldukga giictiir.
Tanida morfolojik veya fizyolojik metotlar kullanilabil-
digi gibi, hiicresel yag asidi kompozisyonunun tespitine
dayanan veya niikleik asit hibridizasyonu gibi metotlar
da kullanilabilmektedir. Uluslararasi Streptomyces Pro-
jesi (ISP) kapsaminda yapilan iki ¢alisma ile Streptomy-
ces tiirlerinin tanisnda halen kullanilmakta olan fizyo-
lojik ve biyokimyasal metotlar ortaya konulmustur. Bu
cabsmalardan biri Amerikan Mikrobiyoloji Komitesi
Actinomycetes Alt Calisma Grubu tarafindan yiiriitiil-
miis ve sonuglart 1961 yilinda agiklanmistir. Diger ca-
lisma ise Uluslararas1 Bakteriyolojik Isimlendirme Ko-
mitesinin Actinomycetes taksonomisi tizerinde ¢alisan
alt komitesi tarafindan yiiriitiilmiis ve sonuglar1 1961 ve
1964 yillarinda agiklanmigtir. Bu c¢alismalarin sonu-
cunda tavsiye edilen yontemler kullanilarak, 1964 ila
1965 yillar1arasnda 200’ den fazla tip ve neotipin tanis1
basariyla yapilmistir (Shirling ve Gottlieb 1966). Giinii-
miizde ise Streptomyces tiirlerinin tanisinda patojenisite,
yag asidi analizi, PCR ve DNA-DNA hibridizasyonu
gibi metotlar kullaniimaktadir (Healy ve Lambert 1991;
Paradis ve ark. 1994; Ndowora ve ark. 1996; Takeuchi
ve ark. 1996).

2. izolasyon Yéntemleri

Patates ve diger kazik koklii bitkilerden ya da top-
raktan Streptomyces tiirlerinin izolasyonu fungal veya
bakteriyel etmenlerin bulasmasindan dolay: giictiir. Bu
nedenle tanilama ¢alismalarmna baglarken en 6nemli ba-
samak uygun bir sekilde etmenin izolasyonunun yapil-
masidir.

2.1. Patates Yumrulari ve Kazik Koklii Diger Bitkilerden
Izolasyon

Patates yumrular1 ve diger kazik koklii bitkilerden
izolasyon i¢in en uygun ortam su agardir. Fungal veya
diger bakteriyel etmenlerden dolay1 olusan bulagmalar
engellemek icin NPPC su agar (Agar, 20.0 g; Antibiyo-
tik stok solusyonu, 10.0 ml; 990 ml steril destile su) da
kullanilabilmektedir. Antibiyotik stok soliisyonu hazir-
lanirken, 100 ml steril destile su igine 500 mg Nystatin,
50 mg Polymyxin Bsiilfat, 10 mg Sodyum Penicilin-G,
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500 mg Cycloheximide ilave edilip filtre kullanilarak
sterilizasyon iglemi yapilmaktadir. Antibiyotik stok so-
lisyonunun 10 ml’si otoklav edildikten sonra 45-55
9C’ye sogutulan agarm iizerine ilave edilmektedir (Loria
ve ark. 2001).

Yeni sokiilmils patates yumrularindaki lezyonlar
iizerinde agik gri, beyaz sporulasyon varsa bir damlaste-
ril su i¢inde bu spor ve miseller siispanse edilmekte, su
agar veya NPPC su agar iizerine ekilmektedir. Eger
yumrular lizerinde gozle goriilebilir miselyum yoksa,
yumrularm % 1.5° luk sodyum hipoklorit ile 1 dakika
siireyle yiizeysel dezenfeksiyonu yapilmakta ve steril
sudan gecirimektedir. Daha sonra kahverengi siyah
renkli lezyonlar1 iceren kabuk bolimii kesilmektedir.
Altta bulunan saman saris1 renkli dokunun kiigtik bir bo-
liimii az bir miktar suyla steril havan i¢inde ezilmekte ve
5 ml steril su kullanilarak siispanse edilmektedir. Daha
sonra bu siispansiyondan bir damla almmakta ve su agar
ya da NPPC su agar iizerine ¢izilerek ekim yapiimakta-
dir. 28-30 °C de 7-10 giin siireyle inkube edilmektedir.
Inkubasyon siiresi sonunda su agar iizerinde Streptomy-

ces tiirleri ipligimsi, tozlu koloniler vermektedir (Sekil
2) (Loria ve ark. 2001).

Sekil 2.

Su agar {izerinde Streptomyces tiirlerinin olusturduguip-
ligimsi, tozlu koloniler (Karahan 2006).

[zolasyonda kullanilan diger bir metot da patates
yumrusunun tamami fenol ve steril su karigimi (1:140)
igerisinde 10 dakika tutulmakta ve daha sonra 15 dakika
siireyle iki kez steril musluk suyu igerisinde bekletil-
mektedir. Bunun ardindan lezyonun altindaki dokudan 5
mm?3kadar bir doku ¢ikarilmakta ve igerisinde 10 ml ste-
ril su bulunan bir tiip icerisine yerlestirilmektedir. Tiip
30 dakika siireyle 55°C’ lik su banyosunda tutulmakta-
dir. Is1 uygulamasmdan sonra patates dokusu su agar
veya NPPC su agar {izerine yerlestirilmektedir. 30 °C de
10 giin siireyle inkube edildikten sonra patates dokusu
iizerinde geligen sporlar Yeast Malt Extract (YME) or-
tami lizerine aktariimakta ve 28-30 °C de 15 giin siireyk
inkube edilmektedir. Bu metot havugtan yapilan izolas-
yonlarda da kullanilmaktadir (Faucher ve ark. 1992; Go-
yer ve Beaulieu 1997; Lindholm ve ark. 1997).

Patates yumrularindan yapilan diger bir izolasyon
metodunda ise lezyonlu patates yumrular1 musluk su-
yuyla 5 dakika kadar yikanmaktadir. Daha sonra lezyon-
larmn oldugu boliimden bir gram hastalikh doku aseptik

kosullarda ¢ikarilmakta ve havanda ezilmektedir. Ekst-
rakttan 10> ya kadar seyreltme serisi hazirlanmaktadr.
10°ve 10 seyreltme serilerinden 100’ er ml alnmakta
ve Tyrosine Casein Nitrate Agar ortamma ilave edil-
mektedir. Inokule edilmis ortam petri kaplarma dokiil-
mekte ve 10 giin siireyle 27°C’ de inkube edilmektedir.
Burada gelisen koloniler sporulasyon vermesi i¢in Pata-
tes Dextrose Agar (PDA) ortamma aktarilmaktadir
(Bonde ve Mclintyre 1968; Bouchek-Mechiche ve ark.
2000).

2.2.Topraktan Izolasyon

Bitki patojeni Streptomyces tiirlerinin topraktan izo-
lasyonu giictiir. Topraktaki patojen Streptomyces tiirleri
saprofit tlirlerle olduk¢a benzerdir ve topraktaki Strep-
tomyces’ lerin % 1 inden daha az bir boliimiinii patojen
olanlar olusturmaktadir. S.scabiei’itopraktan izole ede-
bilmek i¢in havada kurutulmus 10 g topragm iizerine
100 ml steril su ilave edilmekte ve 10 dakika siireyle cal
kalanmaktadir. Steril su kullanilarak 10 a kadar sey-
reltme serisi hazirlanmakta ve 107, 10 ve 10 den 100’
er ul NPPC su agar iizerine bagetle ekilmektedir. Daha
sonra 28-30 °C’de 7-10 giin inkube edilmektedir (Kei-
nath ve Loria, 1989; Loria ve ark. 2001).

Topraktan yapilan izolasyonda antibiyotik igeren
besi ortamlarmm kullanimi, istenmeyen bakteri ve fun-
guslarm gelisimini biiyiik dlgiide azaltmaktadr. Ancak
antibiyotiklerin bazi aktinomisetlerin gelisimini engelle-
yebidigi goz onlinde bulundurulmahdir. Kritzman ve
ark. (1996) tarafindan yerfistigi kapsiillerinden Strep-
tomyces tiirlerinin izolasyonu i¢in gelistirilen KSTR
besi yerini Conn ve ark. (1998) Kanada’ da patates ye-
tigtirilen topraklardaki Streptomyces tiirlerinin izolas-
yonu i¢in modifiye etmislerdir. Modifiye edilen bu or-
tam STR-M olarak isimlendirilmistir. iceriginde suda
¢oziilebilir patates nisastasi, 5.0 g; yeast extract (Difco),
4.0 g; bacto peptone (Difco), 0.6 g; protease peptoneno.
3 (Difco), 0.6 g; NaCl, 10 g; K:HPO4, 1.0 g;
MgSOs-7Hz0, 0.5 g; agar (Merck), 17 g ve 1 ml mikro-
elementlerden olusan stok solusyon (FeSOs, 10 mg;
ZnS04, 1 mg; MnCl, 1 mg) bulunmaktadir. Bu besi ye-
rinin pH’s17.2.”dir. Steril edildikten sonra igerisine cyc-
loheximide rifampicin (0.6 ppm) ve nalidixic acid (15
ppm) ilave edilmektedir. Bu besi yerinin kullanimi ile
topraktan izole edilen Streptomyces tiirlerinin sayisinda
bir azalma olmazken istenmeyen fungal ve bakteriyel et-
menlerin sayisinda énemli bir diisiis olmaktadir.

Ayrica topraktan Streptomyces tiirlerinin izolasyo-
nunda % 0.5’ lik tyrosine ilave edilmis glycerol-aspara-
gine agar, YM-NPCR agar ve yeast starch agar gibi or-
tamlarda kullanilabilmektedir (Keinath ve Loria 1989;
Keinath ve Loria 1991; Naidenova ve Vladimirova
2002).

3. Tam Yontemleri
Streptomyces cinsi igindeki tlirlerin tanismda ISP’ de

onerilen morfolojik ve fizyolojik metotlar, yag asidi
analizi ve molekiiler metotlar kullanilmaktadir.



83

A Karahan ve YZ Katircioglu / Selguk Tar Bil Der, 1(2):80-90

3.1. Morfolojik Tam Yéntemleri

Morfolojik tani galismalarinda, Pridham ve Gottlieb
(1948) ile Shirling ve Gottlieb (1966) tarafindan ortaya
konan metotlar kullanilmaktadir.

3.1.1. Spor zincir sekli

Morfolojik tan1 calismalarmnda standart ortamlar ola-
rak adlandwrilan ve Streptomyces tiirlerinin kolaylkla
spor verebildigi, Ortam 2 (yeast extract- malt extract
agar), Ortam 3 (oatmeal agar), Ortam 4 (inorganic salts-
starch agar) ve Ortam 5 (glycerol-asparagine agar) kuk
lanilmaktadir (Shirling ve Gottlieb 1966). Spor zinciri
ve sporofor morfolojisi ¢ok iyi sporulasyon vermis, tam

Tablo 1.

olarak olgunlagmis kiiltiirler {izerinde goézlenmelidir.
Gozlemler 7, 14 ve 21. giinlerde yapilmalidir. Morfolo-
jik tanida, spor tagtyan hiflerin ve spor zincirlerinin mik-
romorfolojik olarak incelemesi yapilmaktadir. Bunun
i¢in 151k mikroskobunda 200-400x de minumum 10mik-
roskop alani kullaniimaktadir. Bu incelemede oncelikle
olgun hifin u¢ kisminda yer alan sporlarmn sayisi tespit
edilmektedir. Bu sporlar tek, ¢ift, 3-10 adet zincir ya da
10 adetten daha fazla sayida zincir seklinde olabilmek-
tedir. Diger bir dnemli taksonomik karakter olan spor
zincirlerinin ¢esitleri Tablo 1” de verilmigtir.

Streptomyces tiirlerinin spor zinciri sekilleri (Pridham ve ark. 1958)

Basit

Verticillate

Diiz [Straight—Rectus (R)]
Dalgali [Flexible-Flexibilis (F)]

Kanca ya da ilmek benzeri [Open loops—Retinaculum-Apertum (RA)]

Spiral-Spira (S)
Tespit Edilmemis (Undetermined-U)

Monoverticillus (MV)
Monoverticillus—Spira (MV - S)
Biverticillus (BIV)
Biverticillus—Spira (BIV-S)

S. scabiei spiral (Sekil 3), S. acidiscabies ve S. tur-
gidiscabies ise dalgali spor zincirlerine sahiptir (Shirling
ve Gottlieb 1966; Lambert ve Loria 1989a,b; .Miyajima
ve ark. 1998; Loria ve ark. 2001).

Sekil 3.

Streptomyces scabiei’nin spiral spor zincirleri (Karahan
2006).

3.1.2. Spor ornementasyonu

Tip kiiltiirlerin tanis1 yapilirken spor ornementas-
yonu elektron mikroskopla incelenerek tespit edilmeli-
dir. Spor yiizeyleri diiz, dikenli, tiiylii ve sigilimsi olarak
tanimlanmaktadir (Shirling ve Gottlieb, 1966). Patateste
patojen S. scabiei, S. acidiscabies ve S. turgidiscabies
diiz sporlara sahiptir (Lambert ve Loria, 1989 a ve b;
Miyajima ve ark. 1998).

3.1.3. Renk tespitleri

Morfolojik tanida yine 6nemli bir kriter olan renk
tespitleri, olgunlagsmis ve spor vermis kiiltiirler {izerin-
deki, havai ylizey gelisiminin rengine, substrat miselyu-
mun ters tarafdan rengine ve melanin haricindeki diger

¢oziilebilir pigmentlerin rengine bakilarak yapimakta-
dir. Renk tespitleri i¢in kullanilan ortamlar daha 6nce-
den belirtilmis olan standart ortamlardir ve gézlemler 7,
14 ve 21. giinlerde kuzeye bakan bir pencerede parlak
giin 151¢inda yapimahdr (Shirling ve Gottlieb 1966).

Shirling ve Gottlieb (1966) tarafindan bildirildigine
gore, havai ylizey gelisiminin rengini tespit etmek i¢in
kirmizi, sari, yesil, mavi, mor, gri ve beyazdan olusan
Tresner ve Backus renk serisi kullanilmaktadir (Tresner
ve Backus 1963). S. scabiei kiil rengi gri sporulasyon
(Lambert ve Loria 1989a), S. acidiscabies beyaz pembe
(Lambert ve Loria 1989b) ve S. turgidiscabies (Miya-
jima ve ark. 1998) ise gri sporulasyon vermektedir.
Substrat miselyumun ters taraftan rengini tespit etmek
icin ise, Shirling ve Gottlieb (1966) tarafindan bildiril-
digine gore, ya Szabo ve Marton (1964) tarafindan ge-
listirilen renk skalas1 (sar1-kahverengi, sari-kahverengi
+ kirmizi (veya turuncu), sari-kahverengi + mavi veya
menekse rengi, sari-kahverengi + yesil), ya da Prauser
(1964) veya Bondartsev (1954) tarafindan olusturulan
skalalar kullanilabilmektedir. Bunlarm yani swra tam
renk harmoni el kitabmdan da faydalanilabilmektedir.

S. scabiei tipik olarak melanoid pigment tiretmekte-
dir (Lambert ve Loria 1989a). Ancak S turgidiscabies
melanoid pigment veya herhangi bir dagilabilir pigment
iretmemektedir (Miyajima ve ark. 1998). Melanin iire-
timi i¢in kullanilan besi ortami Ortam 6 (pepton yeast
extract iron agar-PYI) ve Ortam 7 (modifiye edilmis
Masumoto’s tyrosine agar)’dir. Melanin {iretimi igin
inokulasyondan sonra besi ortamlar1 2. ve 4. giinlerde
kontrol edilmekte ve yesilimsi kahverengi, kahveren-
gimsi siyah veya farkl bir kahverengi pigment olusumu
pozitif olarak kaydedilmektedir (Shirling ve Gottlieb
1966).
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Melanin pigment haricinde diger bir ¢oziilebilir pig-
ment {iretimi herhangi bir ortam tizerinde oluguyorsa bu
renk de kaydedilmelidir. Ayrica ortam pH’ s1 degisti-
ginde olugacak renk degigikliklerini tespit etmek i¢in bir
damla 0.05 N NaOH ve 0.05 N HCI kullaniimaktadir.
Renk degisimi i¢in gézlemler hemen yapilmakta ve uy-
gulamadan 10-15 dakika sonrasma kadar incelemeye
devam edilmektedir. S. acidiscabies modifiye salts
starch agar tlizerinde kirmiz1 sar1 pH’ ya duyarl dagila-
bilir pigment olusturmaktadir (Lambert ve Loria 1989h).

3.2. Fizyolojik Tani Yontemleri

Fizyolojik tanilamada kullanilan en 6nemli 6zellik
Streptomyces tiirlerinin karbon kaynaklarmi kullanma
yetenekleridir. Bunun yaninda pargalama faaliyeti, azot
kullanim1 ve antibiyotik aktivitesi gibi baz1 6zelliklerde

Tablo 2.

fizyolojik tanilamada kulanilan diger 6zellikler arasinda
yer almaktadir.

3.2.1. Karbon kullanimi

Karbon kullanimi i¢in Pridham ve Gottlieb (1948)
tarafindan gelistirilen temel ortam kullanilmaktadir. Or-
tam hazirlanip otoklav edildikten sonra 60 °C’ye sogu-
tulmakta ve % 1’lik oranda karbon kaynag: ilave edil-
dikten sonra petrilere dokiilmektedir. Karbon kaynagi
olarak L-arabinose, sucrose, D-xylose, I-inositol, D-
mannitol, D-fructose, rhamnose, cellulose ve pozitif
kontrol olarak glikoz kullanilmaktadir (Shirling ve Gott-
lieb 1966). inokulasyonlar yapildiktan sonra 10-16 giin
siire ile petriler kontrol edilmektedir. Kontroller pozitif
ve negatif kontrolle karsilastirmali olarak yapilmaktadir.
Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan skala Tablo
2’de verilmistir.

Karbon kaynagi kullanim1 degerlendirme skalas1 (Shirling and Gottlieb 1966).

Kuvvetli pozitif (++) Glikoz igeren pozitif kontrole esit veya daha fazla gelisme

Pozitif (+) Glikoz igeren pozitif kontrolden biraz az, karbon kaynag icermeyenden 6nemli 6lgiide fazla gelisme
Siipheli (%) Glikoz igeren pozitif kontrolden 6nemli dlglide az, karbon kaynag igcermeyenden biraz fazla gelisme
Negatif (-) Karbon kaynag icermeyene esit veya daha az gelisme

Sekil 4.

Streptomyces izolatlarinin raffinose kullanimi; kuvvetli
pozitif (a), pozitif (b), siipheli (¢), negatif (d) (Karahan
2006).

Streptomyces tiirlerinin 33 farkh karbon kaynagmi
kullanma kabiliyetinin degerlendirildigi bir ¢aligmada
tiim izolatlarm D-glikoz, D-mannose, starch, dextrin ve
gliserolii kullanabildigi bildirilmistir (Pridham ve Gott-
lieb 1948). Ancak erythritol, phenol, o-cresol, m-cresol,
p-cresol, Na-formate, Na-oxalate ve Na-tartarate’1 kul-
lanamamuslardir. Ayni1 ¢ahsma kapsamimnda S. scabiei’

in L-xylose, L-arabinose, rhamnose, D-fructose, D-ga-
lactose, sucrose, maltose, lactose, raffinose, inulin, D-
mannitol, D-sorbitol, dulcitolii kullanabildigi goriilmiis-
tiir. Patateste patojen olan S. scabiei ve S. turgidiscabies
ISP’ de tavsiye edilen tiim sekerleri, S. acidiscabies ise
raffinose haricindeki diger tiim sekerleri kullanmaktadir
(Lambert ve Loria 1989 a,b; Miyajima ve ark. 1998; Lo-
ria ve ark. 2001). Patateste pas renginde uyuz belirtile-
rine sebep olan Streptomyces tiirlerinin ¢ogunun L-ara-
binose, sucrose, D-xylose, I-inositol, D-mannitol, D-
fructose, rhamnose ve raffinose’u karbon kaynagiolarak
kullandigt tespit edilmistir (Faucher ve ark. 1993). Yine
S.europaeiscabiei’ de sozii edilen 9 adet karbon kayna-
g1 kullanmaktadir (Bouchek-Mechiche ve ark. 2000).

Karbon kaynaklarmm kullanimi i¢in giiniimiizde Bi-
olog, Inc., Hayward, CA tarafindan tretilen Biolog
SFP2™ hazrr kitleri de kullamlmaktadir. Bu kitler bir su
kontrolle birlikte 95 karbon kaynagi icermektedir. Yulaf
ezmesi agar ortami lizerinde gelistirilen her bir strainin
spor siispansiyonu inokule edilmekte ve 72 saat sonra
590 nm’ de okumalar yapilmaktadir (Davelos ve ark.
2004).

3.2.2. Parc¢alama faaliyeti

Pargalama faaliyeti icin modifiye Bennett agar kul-
lanilmaktadir. Bu ortam igerisine adenine ve tyrosine lit-
reye 5 g, hypoxanthine ve xanthine 4 g ve casein 10 g
ilave edilerek parcalama faaliyeti tespit edilmektedir. S.
scabiei, S. acidiscabies ve S. turgidiscabies xanthini
parcgalayamamaktadir. S. turgidiscabies’in tiim strainleri
adenine, casein, hypoxanthine ve tyrosini pargalayabil-
mektedir (Lambert ve Loria 1989 a,b; Miyajima ve ark.
1998). Ayni1 ortam igerisine jelatin litreye 4 g ve nisasta
10 g ilave edilmekte ve 7 giin sonra jelatin i¢in HgCl> ve
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nisasta i¢in iyot solusyonu ilave edilerek pargalama faa-
liyeti kontrol edilmektedir. Jelatin ve nigasta S. acidis-
cabies ve S. turgidiscabies tarafindan par¢alanmaktadir
(Lambert ve Loria 1989b; Miyajima ve ark. 1998). Poli
galaktronik asit pargalanmasi1 modifiye Hankin pektin
ve Hildebrand ortami lizerinde gozlenmektedir. S. sca-
biei ve S. acidiscabies poligalakturonik asiti parcalaya-
bilmektedir (Lambert ve Loria 1989 a,b).

3.2.3. Azot kullanimi

Lambert ve Loria (1989a) tarafindan bildirildigine
gore, azot kullanimi igin Williams ve ark. (1983), litrede
1 g azot kaynagi, 10 g glikoz, 5 g MgS04.7H20, 5 g
NaCl, 10 mg FeS04.7H;0, 1 g KeHPO4 ve 12 g agarige-
ren temel ortami kullanmiglardir. Bu ortamm pH’ s17.4°
tiir. S. turgidiscabies tek azot kaynagi olarak DL-2-amk
nobutyric asit, L-asparagine, L-hydroxyproline ve L-
methionine, potasyum nitrat, L-phenylalanine, L-serine,
L-threonine ve L-valini kullanabilmektedir. Ancak L-
cysteine ve L-histidini kullanamamaktadir (Miyajima ve
ark. 1998). Yine S. scabiei tarafindan L-hydroxyproline
ve L-methionine kullanilmaktadir (Lambert ve Loria
1989a).

3.2.4. Antibiyotik aktivitesi

Antibiyotik aktivitesi i¢in modifiye Bennett ortami
kullaniimakta ve antibiyotikler otoklavdan sonra agar
ortamina ilave edilmektedir. Gozlemler 1, 2, 3 ve 7. giin-
lerde yapilmaktadir. Besi yerinde gelisme varsa bu po-
zitif olarak degerlendirilmektedir (Lambert ve Loria
1989 a,b; Miyajima ve ark. 1998).

S. scabiei penicillin (10 1U/ml), oleandomycin (25
ve 100 pg/ml) ve streptomycin (20 pg/ml)’inde gelise-
memektedir (Lambert ve Loria, 1989a). S. acidiscabies
ise oleandomycin (100 pg/ml) haricinde diger antibiyo-
tiklerde gelisme gostermektedir (Lambert ve Loria
1989b). S. turgidiscabies’ in tiim strainlerinin, chlo-
ramphenicol (30 pg/ml), gentamicin (20 pg/ml), ka-
namycin (30 pg/ml), lincomysin (100 pg/ml), neomycin
(20 pg/ml), oleandomycin (100 pg/ml), polymyxin B
(15 pg/ml), rifampicin (50 pg/ml), streptomycin (20
pg/ml), tobramycin (50 pg/ml) ve vancomycin (50
pg/ml)’ e hassas, ancak penicillin G (3 IU/ml)’ ye kars1
dayanikh oldugunu bildirmektedir (Miyajima ve ark.
1998).

3.3. Patojenisite

Streptomyces tiirlerinin patojenisite mekanizmasi S.
scabiei ile enfekteli bitki doku ekstraktlarinda thaxtomin
isimli fitotoksin bulunana kadar tam olarak anlagilama-
mistir. Thaxtomin, King ve ark. (1992) tarafindan pata-
tes dokularmdan ik defa izole edilmistir ve 2-,5-
dioxopiperazine molekiilleri iceren 4-nitroindol-3-yl
olarak tanidanmistir. Saflastirilan thaxtominlerin enfek-
siyonlu bitki dokularindakine benzer belirtileri konukgu
dokusu iizerinde de olusturdugu tespit edilmistir ve
thaxtomin tretimiyle patojenisite arasmda pozitif bir
iliski tespit edilmistir (Lawrence ve ark. 1990; Gross
1991; King ve ark. 1991; Babcock ve ark. 1993; Doum-

bou ve ark. 1998; Healy ve ark. 2000). Thaxtomin A bi
yosentezi eksik veya yetersiz olan S. scabiei mutantlari-
nin patojenite kabiliyetlerini kaybettikleri goriilmiistiir
(Goyer ve ark. 1998).

Thaxtomin A, S. scabiei, S. acidiscabies ve S. turgi-
discabies tarafindan tretilen fitotoksindir. Bu tiirler
thaxtomin A yaninda diger bazi thaxtominleri de {iret-
mektedir. S. ipomoeae ise thaxtomin C’ yi liretmektedir
(Loria ve ark. 1997). Thaxtomin A’nn iiretimi ve saf-
lastirilmasi i¢in ayrmtih metotlar gelistirimistir. Bu me-
totlar patates yumrularindan izole edilen S. scabiei, S.
acidiscabies ve S. turgidiscabies i¢in uygundur (Bab-
cock ve ark. 1993; Goyer ve ark. 1998).

Son yillarda patojen Streptomyces tiirlerinde patoje-
nisiteyi belirleyici thaxtomin (txtAtxtB, txtC ve nos)’in
yanisira tomatinase (tomA) ve bir nekroz protein genini
(nec1) kodlayan genler bulundugu ortaya konulmustur.
Bu patojenisite genleri patojenisite adas1 (pathogenicity
island, PAI) olarak adlandirilan genis bir kiime seklinde
yerlesmislerdir. PAI patojen Streptomyces tiirlerinden
saprofitik olanlara yatay olarak aktarilabilmektedir ve
bu sekilde yeni patojenik tiirlerin ortaya ¢ikisina sebep
olmaktadir (Kers ve ark. 2005).

3.3.1. Patates yumrusunda patojenisite

Patateste Streptomyces tiirlerinin patojen olup olma-
digin1 belirlemede kullanilan en gegerli metot patates
yumrularmmn kullanildig1 metottur. Bu metot ya patojen-
den ari tohumluk yumrularm dikilmesiyle ya da sap ce-
likleri, yaprak-tomurcuk geliklerinden tiretilen yumrula-
rn kullanimiyla yiiriitiilmektedir (Loria ve Kempter
1986; Faucher ve ark. 1992; Faucher ve ark. 1993; Liu
ve ark. 1996; Goyer ve Beaulieu 1997; Conn ve ark.
1998).

Patates yumrular1 kullanilarak yapilan patojenisite
testinde, Streptomyces tiirleri sporulasyon verebilecek-
leri YME gibi uygun bir agar ortami iizerinde gelistiril-
mekte ve hazirlanan inokulum patojenden ari olarak ye-
tigtirilmis tohumluk yumrularm bulundugu saksilara dé-
kiilerek inokulasyon gerceklestirilmektedir. Bu metotta
inokulasyondan yaklasik 7-10 hafta sonra degerlendir-
meler yapilmakta ve toprak nemi enfeksiyonu tesvik et-
mek i¢in yumru olusumu sirasmda miimkiin oldugunca
diisiik tutulmaktadir (Labruyere 1971; Loria ve Kempter
1986). Sap celikleri ve yaprak-tomurcuk celiklerinden
iiretilen mini yumrularm kullaniimasi ile Streptomyces
tiirlerinin patojenisite testlerinin siiresi olduk¢a kisal-
mustir (Loria ve Kempter 1986; Liu ve ark. 1996). Her
iki metotta da ¢eliklerin almacagi bir ana bitki yetistiril-
mektedir. Sap c¢elikleri metodunda ¢eliklerin alinacagi
bitkinin biiyiime uglar1 kopartilarak koltuk altlarmdan
siirgiin gelisimi tesvik edilmektedir. Bu siirgiinlerin 3
yaprakl olanlar1 alnarak, nemli kum i¢eren saksilara di-
kilmekte ve 14 giin siireyle kok biiyiimesi i¢in birakil-
maktadir. Daha sonra her bir saksiya 3 ¢elik olacak se-
kilde sasirtiimakta ve bu saksilara dnceden hazirlanmis
olan inokulum verilmektedir. inokulasyondan 21 giin
sonra sap ¢elikleri sokiilerek uyuz yoniinden yumrular
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degerlendirilmektedir (Loria ve Kempter 1986). Yap-
rak-tomurcuk celikleri metodun da ise yetistirilen ana
bitkinin stirgilinleri her biri bir yaprak-tomurcuk gozii
icerecek sekilde kesilmekte ve nemli kum igerisinde
yumru olusumu i¢in birakilmaktadir. Yaklagik bir ay
sonra yaprak-tomurcuk géziiniin oldugu yerde tek bir
adet yumru olusmakta ve hazirlanan inokulum bu yum-
ruya verilmektedir. Inokulasyondan 10 giin sonra deger-
lendirmeler yapiimaktadir (Liu ve ark. 1996).

3.3.2. Patates disklerinde patojenisite

Patates disklerinde yapilan patojenisite testinde kul-
lanilacak olan patates yumrularmin kabuklar1 soyul-
makta, steril edilmekte ve yaklasik 0,5 cm kalnhgmnda
dilimlenmektedir. Daha sonra 2 cm ¢apinda diskler bu
dilimlerin ortasndan ¢ikarilmaktadwr. Bu diskler petri
kaplarma yerlestirilmektedir. Yulaf ezmesi agar iize-
rinde 27 °C’ de 7-10 giin siireyle yetistirilen Streptomy-
ces kiiltiirlerinden alman agar diskleri ters olarak patates
diskleri iizerine yerlestirilmekte ve diskler 27 °C” de ka-
ranlikta, nemli gemberde inkube edilmektedir. Inokulas-
yondan 5 giin sonra olusan nekrozlar kontrol edilmekte-
dir (Conn ve ark. 1998; Park ve ark. 2003b).

3.3.3. Turp fide testi

Yulaf ezmesi broth (oat meal broth- OMB) igeri-
sinde Streptomyces tiirleri thaxtomin iiretebilmektedir.
Yiizey dezenfeksiyonu yapiimig ve i¢inde % 1 lik su
agar bulunan cam tiipler i¢erisinde turp fideleri yetisti-
rilmektedir. Daha sonra bu fideler OMB iizerinde 4-6
giin siireyle gelistirilmis Streptomyces kiiltiiriiniin 0.1-
0.5 ml’ siyle inokule edilmektedir. Fideler oda sicakli-
gmda 6-10 giin siireyle 12 saat 1gikta tutulmakta ve bu
siire sonunda degerlendirmeler yapilmaktadir. Patojenik
tiirler, thaxtomin iiretimi nedeniyle fidelerde ciicelesme,
radyal kivrilma ve kahverengi siyah lezyonlara sebep o}
maktadir (Leiner ve ark. 1996; Loria ve ark. 2001) (Sekil
5).

Sekil 5.

Kokleri gelismemis, kalinlasmis ve radyal kivrilmis turp
fideleri ve en sagda saglikh gelisen fide (Karahan 2006).

3.3.4. Patojenisitenin Molekiiler Olarak Belirlenmesi

S. scabiei, S. acidiscabies ve S. turgidiscabies’ in
bir¢ok straininde nec 1 olarak adlandirilan bir gen tespit
edilmistir. Bu gen saprofit Streptomyces tiirleri ve S.
ipomoeae’ da bulunmamaktadr. Nec 1’ in olmadig1 S.

scabiei ‘lerin ¢ok az miktarda olmasindan dolay1 S. sca-
biei, S. acidiscabies ve S. turgidiscabies’ den bu genin
¢ogaltilmasi, patojenisite igin giivenilir bir belirleyici ol-
maktadir. Yine S. scabiei’ nin thaxtomin iiretimi ve pa-
tojenisitesi ile baglantih ORFtnp-necl genetik bolgesi-
nin ¢ogaltilmasiyla elde edilen primerler kullanilabil-
mektedir (Bukhalid ve Loria 1997; Bukhalid ve ark.
1998; Loria ve ark. 2001). Thaxtomin tiretimi ve patoje-
nisite {izerinde etkili olan necl ve ORTtnp genleri Nf-
Nr ve Tf-Tr PCR primerleri kullanilarak ¢ogaltilmakta-
dir (Bukhalid ve Loria, 1997). PCR iiriiniiniin elektrofo-
rezi sonucu necl i¢in 720 bp ve ORTtnp i¢in ise 550 bp’
de bantlar beklenmektedir (Park ve ark. 2003b).

3.4.Yag Asidi Analizi

Mikroorganizmalarm hizh ve giivenilir tanilama
yontemlerinden biri de yag asidi analizleridir (Gitaitis ve
Beaver 1990; Sasser 1990; Bouzar ve ark. 1993). Diger
bakteriler gibi Streptomyces tiirlerinin tanismda da bu
metot kullanilmaktadir. Yag asidi analizinin morfolojik
tan1 yontemleri yerine kullanilabilecek alternatif bir me-
tot oldugu ancak Streptomyces tiirlerine iligkin smirl ka-
yit olmasindan dolay1 hiicresel yag asidi profillerini or-
taya ¢ikaracak daha kapsaml veri tabanlarmm kurul-
mas1 gerektigi bildirilmistir (Faucher ve ark. 1993;
Ndowora ve ark. 1996; Lindholm ve ark. 1997; Lazaro-
vits ve ark. 2001). Mikrobiyal ID (MIDI Inc., DE, USA)
tarafindan gelistirilen Mikrobiyal Tan1 Sistemi (MIS) bu
amagla kullanilmaktadir.

Yag asidi analiz metodu i¢in, Streptomyces izolatlar1
PDA veya OMA besi yerinde gelistirilmektedir. Spor
vermis kiiltiirler 20 ml trypticase soy broth (TSB) icine
aktarilmakta ve 150 rpm’ de 3-4 giin siireyle calkalan-
maktadir. Bu siispansiyonun 1 ml’ si yeniden TSBi¢ine
aktarilmakta ve ayniiglem tekrarlanmaktadir. Bakteriyel
kiiltiir 3-4 giin sonra 12,000 rpm’ de 10 dakika siireyle
santrifiij edilmektedir. Ustte kalan siv1 bosaltiimakta ve
toplanan hiicreler steril 6ze yardimiyla ayri bir tiip i¢ine
toplanmaktadir. Sodyum hidroksit-metil alkol ile bakte-
riyel hiicrelerden hiicresel yag asitlerinin saliverilmesi,
hidroklorik asit-alkol ile yag asidi metil esterlerinin
(FAME) metilasyonu, hekzan-MTBE solventiyle ekst-
raksiyon ve sodyum hidroksitle ekstraktn yikanmasi1ve
bu sekilde geride kalan serbest yag asitlerinin toplan-
mast ile 6rnek hazirligi devam etmektedir. Son olarak
ornek kromatografi tiiplerine toplanmakta ve GC cihazi
ile hiicresel yag asidi profili belirlenmektedir. FAME
ekstraktlar1 gaz kromatografinin otomatik 6rnekleyici-
sine yiiklenmekte ve analiz baslatiimaktadir. Sonuclar
ornek analizlerinin dizin haline getirilmesi, kiime ana-
lizi, model tanim ve veri taban1 arastirmalar1 yoluyla de-
gerlendirilmektedir. 2-D plot ve dendrogram o6zellikleri
kullanilarak Streptomyces izolatlarmm benzerligi ve ak-
rabalik dereceleri belirlenmektedir (Faucher ve ark.
1993; Ndowora ve ark. 1996; Lindholm ve ark. 1997;
Lazarovits ve ark. 2001).
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3.5. Molekiiler Tant Yontemleri

Bakterilerin izolasyonu ve kiiltiire alnmasmi temel
alan tan1 metotlarmin kullaniimasi, uyuz lezyonlari iize-
rinde farkh Streptomyces tiirlerinin bir arada bulunmasi
ve Streptomyces tiirlerinin yavas gelismesinden dolay1
zaman kaybma sebep olmaktadir (Harrison 1962; Lind-
holm ve ark. 1997). Molekiiler metotlarm kullanilmas1
ile zaman kaybi1 ortadan kalkmis, 16S rRNA gen dizisi-
nin degisken bolgelerini temel alan primerlerin kullanil-
masiyla giivenilir bir sekilde tiire 6zgii teshis yapilmas1
saglanmis ve bu metotlarmn kullanilmas: ile Streptomy-
ces tirleri icinde 6nemli 6lgiide bir farkhilik belirlenmis-
tir (Healy ve Lambert 1991; Bouchek-Mechiche ve ark.
2000; Park ve ark. 2003; Lehtonen ve ark. 2004).

Fransa’da adi ve ag benzeri uyuz lezyonlarmdan
izole edilen 23 izolat ve diger iilkelere ait 19 izolatin ge-
nomik akrabaligi DNA-DNA hibridizasyonu ile deger-
lendirilmistir. S. scabies tiirleri iginde genetik olarak
farkh 3 grup belirlenmistir. Bunlar daha 6nceden tanim-
lanmig S. acidiscabies ve S. caviscabies’den farkhdir.
Bu farkl gruplardan ikisi yeni tiirler olarak tanilanmig
ve S. europaeiscabiei ve S. stelliscabiei olarak isimlen-
diriimigtir. Son grup ise S. scabies izolatlarmdan olug-
maktadir. Ag benzeri uyuz lezyonlarmi olugturan pato-
jenik tiirler ise yeni bir tiir olarak tanilanmis ve S. reti-
culiscabiei olarak isimlendirilmistir (Bouchek-Mec-
hiche ve ark. 2000). Bu tiirlerin 16S rRNA geni baz ali-
narak yapilan filogenetik analizlerinde, tiim rrs geninin
¢ift sarmali PCR metodu kullanilarak ¢ogaltiimigtir. 16S
rRNA genini ¢ogaltmak icin, FGPS5-281 ve
FGPS1509-153 iiniversal primerleri kullanilmigtir.
Elektroforez sonucunda 1500 bp’ de PCR iiriinii gbzlen-
mistir. DNA dizi analizi dort internal primer ve ¢ogaltim
primerleri kullanilarak yapilmis ve degerlendirmelerde
CLUSTAL X kullaniimigtir. Bu ¢alisma sonucunda S.
reticuliscabiei’nin diger Streptomyces tiirlerinden farkh
oldugu, S. stelliscabiei’nin S.bottropensis ve S. europa-
eiscabiei’nin ise S. scabiei ile ¢ok benzer oldugu belir-
lenmistir (Bouchek-Mechiche ve ark. 2000).

Lazarovits ve ark. (2001), topraktaki patojenik
Streptomyces tiirlerinin tanilanmasi igin PCR’1 kullan-
miglardir. PCR primerleri S. scabies DNA’ sindan
(necl) sentezlenmistir. DNA topraktan Lazarovits ve
ark. (2001) tarafindan Onerilen sekilde ekstrakte edil-
mektedir. Ayrica topraktan Bio 101 kit metoduyla da
DNA ekstrakte edilebilmektedir. Bunun igin Biol01,
Savant Bio/Can Scientific, Toronto, Ontario tarafindan
iiretilen Bio 101 Fast DNA spin kit kullanilmaktadir.
DNA ekstraktinin kullaniimasiyla hedef DNA ¢ogaltil-
makta ve bu islemden sonra PCR fiirinii % 1.2° lik
agarose jelde kosturulmaktadir. Bu ¢alisma sonucunda
necl geninden sentezlenen primerlerin S. scabiei’ e spe-
sifik oldugu, S. scabiei DNA’ smmn 3 pg kadar az bir
miktarmm topraktan PCR yoluyla tespit edilebildigi ve
topragm her bir gramindan 2 x 10° cfu patojen S. sca-
biei’ nin PCR’ la tespit edilebildigi gorilmistiir.

Scabl, Scabll, Turgl, Turgll, Aurl ve Aurll isimli3
farkli primer cifti tasarlanmig ve bu primer ciftlerinin

tirlere kars1 ozgilliigini belirlemek igin patatesteki
farkh uyuz lezyonlarindan elde edilen 1245 Streptomy-
ces izolati ile ¢alismalar yiriitilmiistiir. Bu ¢alismanin
sonuglar1 S. scabiei ve S. turgidiscabies’in tespiti i¢in
PCR’m giivenilir bir metot oldugunu ortaya koymustur.
Patates yumrular1 ve diger kaynaklardan izole edilen
fazla sayidaki izolatn kullanildig1 bu ¢ahgmada 16S
rRNA’nin degisik bolgelerini hedef alan primerlerin
kullanimi ile tiire 6zgii bir tan1 yapilabildigi ortaya ko-
nulmustur (Lehtonen ve ark. 2004). Ancak S. scabiesve
S. europaeiscabiei’nin 16S rRNA gen dizileri birbirinin
benzeri oldugundan bu primerlerle ayrimlar1 yapilama-
maktadir. Bu nedenle 16S operonun intergenic transcri
bed spacer (ITS) bolgesi ITS-RATS-L primerleri kulla-
nilarak ¢ogaltilmakta ve PCR triinti Hpy99l enzimiyle
kesilerek bu iki tiiriin birbirinden ayrimi yapilmaktadir
(Song ve ark. 2004; Flores-Gonzalez ve ark. 2008; Dees
ve ark. 2013).

4. Sonug¢

Streptomyces tiirlerinin morfolojik 6zellikleri ve kar-
bon kaynaklarmi kullanma o6zelliklerine dayanan tani-
lama metotlar1 giinlimiizde halen gecerliligini koruyan
ve kullaniimakta olan metotlardir. Morfolojik ve fizyo-
lojik metotlara dayanan tani cahgmalarmin mutlaka ¢ok
iyi sporulasyon vermis koloniler iizerinden yapilmasi
gerekmektedir. Streptomyces tiirleriise 15-20 giin hatta
1 ay1 bulan siirelerde ancak spor verebilmektedir. Yine
morfolojik tanida 6nemli bir kriter olan spor zincirleri-
nin seklinin gozlendigi kiiltiirlerin de tam sporulasyon
vermis ancak fazla yaglanmamis kiiltiirler olmasi 6nem-
lidir. Ciinkii yaslanmis kiiltiirlerde spor zinciri morfolo-
jisinde degisiklikler olugsabilmektedir. Biitiin bunlardan
anlasilacagi gibi Streptomyces tiirlerinin morfolojik ve
fizyolojik 6zelliklerine dayanilarak yapilan tani ¢alisma-
lar1 ¢ok hassas bir ¢alismay1 gerektirmektedir ve ayrica
Streptomyces’lerde tani ¢alismalarnda kullanilan kiil-
tiirlerin yaglanmasindan veya diger nedenlerden ortaya
¢ikabilecek hatalar1 minimuma indirebilmek i¢in mut-
laka kurulan denemelerin en az iki defa tekrarlanmasi
gerekmektedir. Tim bu nedenlerden dolay1 bu metotlar
kullanilarak yapilan tanilama ¢alismalar1 6zellikle fazla
sayida izolatin kullanildig1 ekolojik caligmalarda ¢ok za-
man ve emek kaybma yol agmaktadr. Giiniimiizde
Streptomyces tiirlerinin tanilanmasinda hiicresel yag
asidi analiz metodu da kullaniimaktadir. Ancak hiicresel
yag asidi profil veri tabaninin ¢ok smirh sayida olmasn-
dan dolayi, fazla izolatla yapilan ¢alismalarda ortaya ¢i1-
kabilecek yeni tiirlerin tanismm bu metotla giivenilir bir
sekilde yapilamayacagma iliskin endigeler mevcuttur.
Bu nedenlerle Streptomyces cinsi igindeki tiirlerin tani-
sma yonelik cahsmalarda hizh ve pratik olmasi nede-
niyle molekiiler metotlar 6nemli bir yer almistir. Bu me-
totlar kullanilarak son yillarda patateste adi uyuz hasta-
higma sebep olan yeni Streptomyces tiirleri belirlenmis-
tir. Ayrica bu metotlarin kullanimiyla bu tiirler arasmn-
daki genotipik akrabalkk seviyesi belirlenmeye baslan-
mis ve bunun sonucunda da bu cins igerisindeki takso-
nomik karigiklik bir 6lciide giderilmistir.
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