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Nigde ilinde yetistirilen patateslerdeki adi uyuz hastalik etmeni Streptomyces tiirlerinin
belirlenmesi

Determination of Streptomyces species causing common scab disease on potato in Nigde Province
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INigde Omer Halisdemir Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi, Bitkisel Uretim ve Teknolojileri B6limii, Nigde.

MAKALE BiLGISi / ARTICLE INFO OZET/ABSTRACT

Aims: Potato is highly cultivated in Nigde province of Turkey with a total
production area of 238,000 decares. Pests and diseases are the key biotic
factors that causes huge annual yield losses in potato crop. Among the
diseases, potato common scab caused by a soil-borne pathogen
(Streptomyces species) results in enormous yield loss. The aim of this
study is to determine Streptomyces species causing common scab disease
on potato in Nigde province and molecular characterization of
Streptomyces isolates.

Methods and Results: Symptomatic potato tubers infected with common
scabies were collected from potato growing areas of Nigde. Bacterial
isolations were done from those symptomatic tubers and a total of 28
bacterial isolates were selected for further analysis. Morphological
identification and pathogenicity tests were performed using potato discs.
The obtained pathogenic isolates were identified by 16SrRNA primers.
Conclusions: In this study, the incidence of potato common scab in
potato production areas of Nigde province was determined. The isolates
that can cause severe diseases were identified as Streptomyces scabiei by
both morphological and molecular techniques.

Significance and Impact of the Study: This study is the first molecular
identification of causal agents of potato common scab in Nigde province.
Moreover, it is very important to know the main cause i.e., Streptomyces
scabiei of this disease to avoid yield losses of potato crop. Hence,
detailed analysis are still under process for Streptomyces species. In
addition, these findings provide significant information for further studies
of potato common scab disease.
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GIRIS Rusya, ABD ve Ukrayna’dir. Ulkemiz, diinya patates
Uretiminde 17. sirada yer almaktadir (FAO, 2020).
Patates (Solanum  tuberosum L.), patlicangiller Toprak ve iklim oOzellikleri bakimindan patates

(Solanaceae) familyasindan dinyada ve ulkemizde yetistiriciligi icin olduk¢a uygun olan llkemizde patates

onemli kiltiir gesitlerinden biri olup anavatani Giney
Amerika’nin And Daglar olan ve yaklasik olarak 8000
yildir yetistiriciligi yapilan bir bitkidir. Diinyada en
onemli patates (Ureticisi olan Ulkeler Cin, Hindistan,

Uretim miktari incelendiginde; 622.435 ton ile Konya ili
birinci sirada bulunmakta olup 575.627 ton ile Nigde ili
ikinci, 562.927 ton ile Afyonkarahisar Ggiinci, 520.948
ton ile Kayseri dérdiincii, 447.092 ton ile izmir besinci
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ve 295.503 ton ile Nevsehir altinci sirada yer almaktadir
(TUIK, 2021).

Patates vyetistiriciligi yapilan arazilerde hastalik ve
zararlilar olduk¢a ciddi sorunlar olusturmaktadir.
Patates Uretiminde kalite ve drin kaybi agisindan
biyotik etmenlerin (bakteriler, funguslar, virUsler,
viroidler, fitoplazmalar) yani sira, abiyotik faktorler
(don, dolu, rtizgar, kuraklk) de olumsuz etki etmektedir
(Agrios, 2005). Bu kayiplar icerisinde bitki patojenlerinin
neden oldugu hastaliklar 6nemli bir yere sahiptir.
Patateste hastaliga neden olan bakteriyel etmenler gz
onine alindiginda; Karabacak ve Yumusak Curiklik
hastalik etmeni Pectobacterium caratovorum subsp.
atroseptica (Erwinia caratovora subsp. atroseptica),
Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum
(Erwinia caratovora subsp. caratovora) ve Dickeya sp.
(Erwinia chrysantemi), Bakteriyel Solgunluk etmeni
Ralstonia solanacearum, Bakteriyel Halka CulruklGgu
etmeni Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus,
Patates Adi Uyuz etmeni (Streptomyces spp.) ile
fitoplazmalardan Stolbur hastalik etmeni Candidatus
Phytoplasma solani gibi etmenlerden dolayl patataste
olusan hastaliklar 6n siralarda gorilmektedir (Han ve
ark., 2005; Gudmestad ve Secor 2007; Holeva ve ark.,
2014; Oztiurk ve ark., 2016; Oztiirk, 2017; Oztiirk ve
Aksoy, 2017; Oztiirk ve ark., 2018; Saygili ve ark., 2019;
Sadunishvili ve ark., 2020; Oztirk, 2022; Oztirk ve
Soylu, 2022).

Bu hastaliklar arasinda Patates Adi Uyuz hastalig
yetistiricilik yapilan alanlarda 6nemli derecede kalite ve
verim kaybina, ayrica Grinln pazar degerinde azalmaya
neden  olmaktadir. Hastaligin  etmeni basta
Streptomyces scabiei olmak Uzere birgcok farkli
Streptomyces turi (S. acidiscabies, S. aureofaciens, S.
collinus, S. europaeiscabiei, S. intermedius, S.
luridiscabiei, S. niveiscabiei, S. puniciscabiei, S.
reticuliscabiei, S. setonii, S. stelliscabiei ve 8.
turgidiscabies, S. bobili, S. galilaeus, S. griseoplanus, S.
pratensis, S. xiamenensis) patates yumrularinda
hastaliga neden olabilmektedir (Stead ve Wale, 2004;
Cui ve ark., 2021; Henao ve ark., 2021). Hastalik
etmeninin yumru Uzerinde neden oldugu yaralar diger
mikroorganizmalar (fungus, nematod, bakteriler) icin bir
giris kapisi olarak islev gérmektedir (Karahan, 2006).
Hastallk etmeni; Amerika Birlesik Devletleri (ABD),
Japonya, Kore, Kanada, Finlandiya, Danimarka, Fransa,
ingiltere, Hollanda, Giiney Afrika, Norveg, Cin ve Rusya
olmak Uzere patates yetistiriciligi yapilan bircok yerde
bildirilmistir (Karagbéz, 2013; Fyans ve ark., 2016;
Jordaan ve Van der Waals, 2016; Cui ve ark., 2021) .
Ulkemizde ise S. scabiei makroskobik olarak tespit
edilmis (Bremer, 1948). Karahan (2006), Orta Anadolu
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bolgesinde Afyon, Bolu, Nevsehir, Nigde illerinde arazi
¢alismalari yapmis ve yapilan ¢alisma sonucunda elde
edilen izolatlardan 48 izolati patojen olarak tespit
etmistir. Bunlardan 29 tanesi Streptomyces scabies, iki
tanesi S. reticuliscabiei ve bir tanesi S. turgidiscabies
olarak tanilamistir. Karagdz, (2013) Erzurum ilinde
ylrattigh calismada 114 fitopatojen Streptomyces
straini elde etmis ve bunlardan 47 tanesini S. scabiei, 15
tanesini S. bottropensis, sekiz tanesini S. stelliscabiei,
bes tanesini S. setonii, dort tanesini S. eupopascabiei,
dort tanesini S. violaceus, (i¢ tanesini S. puniciscabiei, iki
tanesini S. luridiscabiei ve iki tanesini S. intermedius
olarak tanilanmistir.

Patates adi uyuz hastaligina neden olan Streptomyces
turleri;  Bacteria  alemi, Actinobacteria  subesi,
Actinobacteria sinifi, Actinomycetales takimi,
Streptomycetaceae familyasi, Streptomyces cinsi icinde
yer almaktadirlar. Gram pozitif bakteriler olan
Streptomyces  tirleri  iplig§imsi  bakteriler  olup,
olusturduklari 0.5-2.0 um g¢apindaki vejetatif hifleriyle
substrat miselyum lretebilmektedir. Bu miselyum
Uzerinde havai hifler olusmakta ve bu hiflerin
kirllmasiyla da ¢ veya daha fazla spordan olusan
zincirler meydana gelmektedir. Diz, spiral veya dalgali
bir yapiya sahip olabilen bu zincirler Streptomyces
tdrleri icin  6nemli bir taksonomik karakterdir.
Streptomyces spp. toprakta, suda, insan ve hayvanlarda,
bitkilerde olmak Gzere bircok yerde
bulunabilmektedirler ~ve dogal olarak olusan
antibiyotiklerin Ucte-ikisini Uretebilmektedirler
(Mohanraj ve Sekar, 2013). Streptomyces tirlerinin
Urettigi antibiyotiklerin (aktinomisinler, streptotrisinler,
streptomisinler, neomisin, tetrasiklinler, novabiosinler,
polienler, aminoglikozitler) antimikrobiyal etkinlikleri
acisindan  birgok  alanda  olduk¢a  6nemlidir.
Streptomyces’in  bazi  tirlerinin  aktif  sekonder
metabolitler olusturduklarinin tespitinden sonra bitki
hastaliklari ile biyolojik micadele ajani olarak da
calismalarda kullanilmaya baslanmistir (Loria ve ark.,
1997).

Hasattan sonra tarladan temizlenmeyen bitki artiklari
ve enfekteli tohumluk ile bulasabilen adi uyuz hastalig
ile mlicadelede dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi, temiz
tohumluk kullanilmasi, toprak pH’sinin distrilmesi,
ekim nobeti, kimyasal kullanimi ve biyolojik miicadele
gibi micadele yontemleri kullanilmaktadir (Karagoz,
2013). Streptomyces tirlerinin tanisi (zerine yapilan
cahsmalar 1940’ h vyillardan sonra artarak devam
etmistir. Bunun sebebi ise Urettikleri antibiyotiklerin
belirlenmis olmasidir. Bu gelisme ile birlikte ¢ok fazla
sayida Streptomyces tiri kayit edilmistir (Anderson ve
Wellington, 2001). Bazi isimlendirmeler ¢ok fazla sayida
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izolata verildiginden sistemde karisiklik olmaya
baslamasindan sonra ISP (International Streptomyces
Project) sistemi kurulmus ve tani ¢alismalari igin
standartlar getirilmistir. Elde edilen izolatlar spor zincir
sekli, spor rengi, pigment {retimi, belirli karbon
kaynagini kullanabilme  gibi kriterlere  gore
tanilanabilmektedir (Karahan, 2006). Gilinimizde
molekiler c¢alismalarin  hiz  kazanmasi ile tani
calismalarinda kullanilan bu kriterleri destekleyecek
bircok molekiler yontemler kullanilabilmektedir
(Flores-Gonzdlez ve ark., 2008; Lerat ve ark., 2009;
Wanner, 2009; Leiminger ve ark., 2013; Lapaz ve ark.,
2017; Cui ve ark., 2021).

Streptomyces cinsindeki bitki patojenitesi, adi uyuz
hastaliginin karakteristik simptomlarini uyaran toksin
thaxtomin  Uretimine dayanir. Thaxtomin, bitki
dokularinin genislemesinde bitki hicresi hipertrofisini
uyarir. Nec1 ve tomA genleri adi uyuz hastaligina neden
olan cok cesitli Streptomyces irklarinda bulunurlar. Necl
geni, bitki dokusunda nekroza neden olan bir proteini
kodlamaktadir. TomA geni ise, bitki patojenik
funguslarinda bulunan saponinazlara ait bir enzim olan
tomatinaza homolog bir virllenslik  faktérind
kodlamaktadir. TxtA, txtB, txtC ve txtR gibi thaxtomin
aretimi ile iliskili genler, PAI'nin 'toksikojenik bdlge'
olarak adlandirilan birinci béliminde bulunurken, ikinci
segmentte bulunan virilenslikla ilgili tomA ve necl
genleri, 'kolonizasyon boélgesi' olarak adlandiriimistir
(Lerat ve ark., 2009).

Bu calisma ile patates Uretiminin oldukca yogun bir
sekilde vyapildigi Nigde ilinde patates vyetistiriciligi
yapilan bolgelerde patateste adi uyuz hastaligina neden
olan Streptomyces tirleri morfolojik ve molekiiler
olarak tanilanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Arazi calismalari

Arazi calismalari 2021 yilinda Nigde ilinde patates
Uretiminin yogun olarak yapildigi Altunhisar, Konakli,
Yesilgolcik, Alay, Agcasar, Edikli, Orhanl, Yildiztepe,
Karath, Aslama kasabalari ve Elmali koyl omak (izere
toplam 11 farkli bélgede yurutilmistir. Patates hasat
doneminde gidilen toplam 24 tarlada (2000 da)
incelemeler vyapilarak; Uzerinde c¢ukur, kabarik ve
ylzeysel ag seklinde olusan tipik uyuz lezyonlari
gbsteren patates yumrulari toplanmistir (Henao ve ark.,
2021).
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Streptomyces tiirlerinin
karakterizasyonu

Araziden toplanan lezyonlu yumrular %1’lik sodyum
hipoklorit (NaOCl) icerisinde 3 dakika bekletilmistir.
Ardindan 3 defa steril distile sudan gecirilerek yiizeysel
dezenfeksiyonlari tamamlanmistir. Kahverengi-siyah
lezyon gosteren kisim steril bir bisturi yardimiyla
kesilerek temizlenmis ve sonra alttaki saman sarisi
renkli kisimdan 500 mg doku alinip 1 ml steril distile su
ile steril havan icerisinde homojenize edilmis ve bu
sispansiyondan 100 pl alarak icerisinde cycloheximide
ilave edilmis olan su agar (1 L dH.O, %1.5 agar)
besiyerine cam baget yardimi ile ekim yapilmistir.
Petriler 30°C’'deki inklibatérde iki hafta gelistirilmistir.
Su agar besiyerinde gelisen tozlu ipligimsi koloni
morfolojisine sahip izolatlar segilerek Yeast-Malt Extract
(YME) (4.0 g yeast ekstrakt, 10 g malt ekstrakt, 4.0 g
dextrose 1 L dH,0) agar besiyerine ekilmis ve
saflastirilmistir. YME agar besiyerinde saf bir sekilde
gelistirilen kiltirler 6ze yardimi ile 30 ml Tryptic soy
broth (TSB) (40 g TSBA, 1 L dH,0) besiyeri iceren
erlenlere aktarilarak, orbital calkalayicida 30°C'de, 120
rpom’de yedi giin gelistirilmis ve %30’luk gliserol igerinde
-80 °C'de muhafaza edilmistir. Calismada pozitif kontrol
olarak kullanilan Streptomyces scabiei (Acc. No:
KR422360.2) izolati, Dog. Dr. Kenan KARAGOZ’ den (Agri
ibrahim Cegen Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiler Biyoloji ve Genetik B6limu) temin edilmistir.

izolasyonu ve morfolojik

Streptomyces tiirlerinin morfolojik karakterizasyonu
Morfolojik karakterizasyon icin, Streptomyces tirlerinin
kolaylikla  spor verdikleri YME agar besiyeri
kullanilmistir. YME agarda gelisen bakteri izolatlari spor
rengi, spor zincir sekli ve pigment uretimlerine gore
degerlendirilmistir. izolatlarin iyi bir sekilde spor
vermesi beklenmis ve mikroskopta 40x’de direkt olarak
incelenmistir (Pridham ve Gottlieb, 1948; Shirling ve
Gottlieb, 1966). izolatlarin  pigment olusturup
olusturmadigini tespit etmek igin Pepton Yeast Extract
Iron Agar (PYI) (6.0 g pepton iron agar, 1.0 g yeast
ekstrakt 1 L dH0) kullanilmistir. Bakteri izolatlar
besiyerine ekim yapildiktan sonraki 2. ve 4. gilinlerde
renk degisikligi kontrol edilerek ve yesilimsi kahve,
kahverengimsi siyah, siyah veya kahverengi tonlarinda
gorilen pigment olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lambert ve Loria, 1989).

Patates diskleri ile patojenisite testleri

Saglikli patates yumrular yikanarak %1’lik sodyum
hipoklorit (NaClO) igerisinde 3 dakika bekletildikten
sonra 3 defa steril distile su ile ylkanmistir. Daha sonra
%70’lik etil alkole daldiriimis ve alkoliin ugmasi
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beklenmistir. Steril bir bistlri yardimi ile patatesin
kabuk kismi soyulmus ve 1 cm kalinliginda 3 cm ¢apinda
diskler kesilmistir. Kesilen diskler steril saf sudan
gecirilerek hemen kurutulup icerisinde nemli kurutma
kagidi bulunan petrilere yerlestirilmistir. Ardindan YME
besiyerinde iki hafta gelistirilmis olan siipheli
izolatlardan diskler alinarak hazirlanan patates
disklerinin Gzerine kapatilmistir. Petriler parafilm ile
kapatilmis ve 28°C’deki inkibatorde 3-6 giin
birakilmistir (Henao ve ark., 2021).

Streptomyces tiirlerinin molekiiler karakterizasyonu
DNA izolasyonu ticari kit olan “Quick-DNA™
Fungal/Bacterial Microprep Kit —ZymoResearch-D6007”
yardimi ile izole edilmistir. ilk olarak, YME agar
besiyerinde gelistirilmis kiltlrler 6ze yardimi ile 30 ml
Tryptic soy broth (TSB) (40 g TSBA, 1 L dH,0) besiyeri
iceren erlenlere aktarilarak, orbital calkalayicida
30°C’'de, 120 rpm’de 2 glin gelistirilmistir. Ardindan
kiltirler 11 000 g hizda 10 dakika santrifiij edilerek,
dipte kalan pellet alinip ve steril havanlarda sivi azot ve
havan eli yardimi ile ezilmistir. Ardindan 20 mg/ml
lizozim takviye edilerek TE buffer iceren tiplere
aktarilmistir. Ticari kitin asamalari uygulanarak izole
edilen DNA’nin miktari, BioSpec spektrofotometre
yardimi 50 ng/ul ayarlanmistir. Elde edilen DNA’lar 16s
rRNA genel primerleri 16S1F (5'CATTCACGGA
GAGTTTGATCC 3’) 16S1R (5° AGAAAGGAGGTGATCCA
GCC 5’) (Wanner, 2006; Dees ve ark., 2013; Karagoz,
2013) ile PCR analizleri yapilmistir. PCR; toplam hacim
25 ul olacak sekilde 5 ul 5x PCR buffer, 1 ul 25 mM
MgCl,, 0,5 pl 10 mM dNTPs, 0.5 ul primer seti (10 uM),
0.2 pl Tag polimeraz (500 Unite/pl), iceren reaksiyon
karisimi hazirlamistir. PCR reaksiyonlari 40 dongi 94
°C’de 4 dak., 94 °C’'de 30sn, 50-60°C'de 45 sn, 72 °C'de 1
dak., 72 °C'de 10 dak. olarak gergeklestirmistir. PCR
Urlnleri %1.5’lik agaroz jelde 120 V akimda 45 dakika
yuratilmastir (Leiminger ve ark., 2013). Sybr Gold ile
boyama isleminden sonra jel gériintiileme cihazinda UV
1stk altinda goriintilenmistir.

DNA dizileme ve filogenetik analizler

Elde edilen PCR drinlerinin dizi analizi, ABlI 3730
Automated Genetic Analyzer cihazi kullanilarak hizmet
alimi seklinde yapilmistir (MedSanTek, istanbul). Elde
edilen diziler BLAST (NCBI) analizlerine tabii
tutulmustur. Coklu eslestirmeler (Multiple alignment),
genetik varyasyon ve filogenetik analizler MEGAX
yazilimi kullanilarak neighbor-joining metodu ile 1000
bootstrap tekrariile yapilmistir (Tamura ve ark., 2011).
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BULGULAR ve TARTISMA

Arazi ¢alismalari

2021 yilinda Nigde ilinde patates {retiminin yogun
olarak gerceklestirildigi Altunhisar, Konakl, Yesilgolcuk,
Alay, Agcasar, Edikli, Orhanli, Yildiztepe, Karath, Aslama
kasabalari ve Elmali kdyl olmak Gzere toplam 11 farkl
bblge hasat déneminde incelenmistir. Arazi ¢alismalari
kapsaminda gidilen her bir tarladan hasat edilen
yumrulardan Uzerinde cukur, kabarik ve yizeysel ag
seklinde olusan tipik uyuz lezyonlari gosteren ortalama
10 adet yumru (Sekil 1) ornegi toplanmistir. Yapilan
survey calismalarinda cukur ve kabarik uyuz lezyonlari
agirhikl olmak Uzere yiizeysel ag seklinde lezyonlarina
ise daha az oranda rastlaniimistir.

3 y ,“( .."d;vi.a
I D

| S - : . L
Sekil 1. Nigde ili patates arazilerinden toplanan lezyonlu
patates yumrulari
Figure 1. Potato tubers containing disease lesions

collected from potato fields in Nigde province

AN
Nk

Streptomyces tiirlerinin izolasyonu ve morfolojik
karakterizasyonu

Arazi calismalarinda toplanan kabarik, ylizeysel ag,
cukur, diizensiz ve mantarimsi lezyonlar gosteren
lezyonlu yumru o6rneklerinden her bir tarla icin Uger
adet olmak lzere 72 tane yumru segilerek izolasyon
¢alismalarinda kullaniimistir (Sekil 2). Yaklasik iki hafta
su agar besiyerinde gelistiriler 6rneklerden birbirinden
farklh  olabilecegi dusiliniilen tozlu ipligimsi tipik
Actinomycetes grubu koloni morfolojisi gosteren 28
farklh  bakteri izole edilerek YME agar besiyeri
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kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen bakteri izolatlari
YME agar besiyerine ekilerek 28 °C’de iki haftalik
inklibasyon sonunda spor gelisimleri gozlemlenmistir.
Tim izolatlarin YME agar besiyerinde gelistigi
belirlenerek sonraki testler i¢in kullaniimistir.

A

Sekil 2. Patates yumrulari Gzerinde kabarik (a), ylzeysel
ag (b), cukur (c), diizensiz ve mantarimsi (d) lezyonlar
Figure 2. Oberved disease symptoms were raised (a),

superficial (b), deep-pitted (c), irregular and fungal-like

(d) lesions on potato tubers.

=

Elde edilen bakteri izolatlar YME agarda yaklasik olarak
iki hafta gelistirilmis ve spor vermeleri saglanmistir.
Spor veren bakteri izolatlari spor rengi (Sekil 3a), YME
agarda olusturdugu koloni rengine (Sekil 3b), spor zincir
sekli (Sekil 3c) ve PYl agarda (Sekil 3d) melanin
Uretimine gore siniflandiriimistir. Yapilan morfolojik
karakterizasyon sonucunda elde edilen izolatlarin
cogunun Urettikleri

spor renginin gri, YME agarda kahverengimsi sari
koloniler olusturduklari, spiral spor zincirine sahip
olduklari ve PYl agarda melanin (retebildikleri
gozlemlenmistir (Karahan, 2006; Hao ve ark., 2009;
Karagdz, 2013; Lapaz ve ark., 2017).
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! ® ‘1
Sekil 3. Aday Streptomyces izolatlarinin olusturdugu gri
spor(a), YME agarda kahverengimsi sari koloniler (b),
spiral spor zincir (c), melanin pigment olusumu (d)
Figure 3. Formation of gray spores (a), Brownish yellow
colonies on YME agar (b), spiral spore chain (c), melanin
pigment formation (d) by candidate Streptomyces
isolates

Patates diskleri ile patojenisite testleri

Morfolojik olarak tanilanan 28 adet bakteri izolati
patates diskleri kullanilarak patojenisite testleri
yapilmistir (Sekil 4). Patojenisite testi sonucunda 24
adet izolatin patojen oldugu belirlenmistir. Patojen
izolatlar patates diskleri Uzerinde ¢okiik ve ylizeysel
kahverengi lezyonlara ve c¢liriimeye sebep olmustur
(Karahan, 2006; Hao ve ark., 2009; Karagoz, 2013; Lapaz
ve ark., 2017). Kullanilan 72 adet lezyonlu yumru
orneginden 21 tanesinde patojen bakteri izolati elde
edilmistir.

N Sec”

Sekil 4. Aday Streptomyces izolatlarinin patates
disklerinde olusturdugu yiizeysel (a), ¢okiik (b)
kahverengi lezyonlar ve negatif kontrol (c)
Figure 4. Superficial (a), deep pit (b) brown lesion and
negative control(c) caused by candidate Streptomyces

spp. on potato tuber slices
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Streptomyces tiirlerinin molekiiler karakterizasyonu

Morfolojik olarak ayni  o6zellikleri gbsteren ve
patojenisite testi sonucunda patojen oldugu belirlenen
24 bakteri izolatindan kit yardimi ile DNA izolasyonu
yapilmistir (Sekil 5). Elde edilen DNA’ lar 16SrRNA genel
primerleri  (16S1F, 16S1R) ile PCR analizleri

WO 4 } Sampe D N6

‘e Sampletype DN L)
1260 v, A 13222 e
4+ 7 Daseew 38

wd | \ Mo Sampie Spectum dsplay

Save Selected Spectum (No 1) Data

20 M W [ WM W MW WM XMW W W W

Conc. ngul 661100

Wareieng (ra

Ext Blank Clear Data Table Save Graph Expoth Excel Measure

Ext Bank

gerceklestirilmistir. Calismanin bu kisminda 21 adet
bakteri izolati 400 bp’lik amplifikasyon drini DNA
bantlari vermis (Sekil 6) ve bu Urlnlerden 2 tanesi
nikleotid analizleri sonucunda Streptomyces scabiei
olarak tanilanmistir.

Sampletype &0NA )

X0n 168

M Sample Spectum dsplay

Save Selected Spectum No §) Data

20 0 M X XM MMM MW M N W W N W

Conc.nghd 1606500

Wevelen® (e

Clear Data Table Save Graph Expodio Excel Measure

Sekil 5. Aday Streptomyces tirlerinin DNA’larinin nanadrop spektrofotometrede saflik 6l¢cimi
Figure 5. Purity measurement of DNA of Streptomyces species in nanodrop spectrophotometer

Sekil 6. Streptomyces izolatlarinin 16SrRNA genel primerleri ile gogaltilan PCR {rlinleri
Figure 6. Gel electrophoresis results of PCR analysis of candidate Streptomyces species by 165rRNA primers.
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Daha oOnce vyapilan c¢alismalarda; Wanner (2006)
Streptomyces turlerinin molekiler karakterizasyonu igin
16SrRNA genel ve tiire spesifik primerlerini kullanarak
PCR analizi ile cins diizeyinde tanilamistir. Tanilanan
izolatlarin patojenisite ile ilgili oldugu bilinen Necl,
TxtA, TxtAB ve TomA genleri (zerinde calismalar
yapmistir. izolatlari S. scabiei, S. europaeiscabiei, S.
stelliscabiei, S. acidiscabies ve S. bottropensis olarak
tanilamis ve ¢ogu izolatta Necl, Txt, TomA genlerinin
varligini pozitif olarak degerlendirmistir. Dees ve ark.
(2013) calismalarinda Norve¢” de hastalik belirtisi
gbsteren patates yumrularindan 957 bakteri izolati elde
etmislerdir. Bu izolatlari TxtAB genine gore
degerlendirmisler ve 223 tanesini patojen olarak tespit
etmislerdir. Ardindan evrim slrecinin baslarindan
giiniimize kadar korunmus bolgelere sahip olan
Streptomyces cinsi icerisinde yatay gen transferlerinin
saptanmasi icin oldukca dnemli bir yere sahip olan 16S
rRNA genel primerlerini kullanarak Streptomyces spp.
olarak tanilamislardir. Kesin tir tanisi icin Scabl/Il ve
Turgl/Il spesifik primerlerinin kullanarak PCR yapmuslar
ve 152 izolat Scabl/Il primerleri igin pozitif, 71 izolat ise
Turgl/ll  primerlerinde pozitif sonuglar vermistir.
Karagoéz (2013) Erzurum ilinde patates vyetistiriciligi
yapilan alanlarda surveyler yapmistir. Yumrulardan elde
ettigi izolatlari patojenisite testi, spor zinciri sekli ve
rengi, toksik maddelere duyarlilik, melanin ve
¢OzUnebilir pigment Uretimi ve molekiler metotlarla
tanilamistir. Mikrobiyal tani sistemi (MIS) kullanilarak
izolatlarin yag asidi metil ester profilleri belirlemis ve
patojenite bolgelerindeki hedef genlerin (TxtAB, Necl,
TomA) varhgini arastirmistir. Toplam 114 patojen
Streptomyces izolatinin 47’sini Streptomyces scabiei,
15’ini S. bottropensis, 8'ini S. stelliscabiei, 5'ini S.
setonii, 4’Unl S. eupopascabiei, 4'inli S. violaceus,
3'Un0 S. puniciscabiei, 2'sini S. luridiscabiei ve 2’sini de
S. intermedius olarak tanilamistir. Yapilan analizler ile
izolatlarin patojenite bdlgelerinde TxtAB ve Necl ve
TomA genlerini sirasiyla %90, %94 ve %95 oraninda var
oldugunu bildirmistir. Leiminger ve ark. (2013)
Almanyada patates vyetistiriciligi yapilan alanlarda
surveyler yapmislar ve 293 isolat elde etmislerdir. Elde
edilen izolatlari morfolojik olarak ve patojenisite testleri
ile tanilamislardir. Molekiler tanilamada ise 16S rRNA
tire spesifik primerler ve Thaxtomin A genine spesifik
primer kullanarak yapmislardir. Calismanin sonucunda
izolatlari  S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei, S.
acidiscabiei, S. turgidiscabiei ve S. bottropensis olarak
tanilamislar ve Almanyada en vyaygin olan tiri S.
europaeiscabiei oldugunu bildirmislerdir. Fyans ve ark.
(2016) Kanada da patates yetistiriciligi yapilan alanlarda
surveyler yapmislar ve 17 adet bakteri izolati elde
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etmislerdir. izolatlari morfolojik ve biyokimyasal testler
ile tanilamiglar ve turp fidelerine inokule etmislerdir.
Molekiler tanilama igin patojenisite ile ilgili olan Necl
ve TomA gen bolgelerine spesifik primerler kullanarak
izolatlardan 8 tanesini S. europaeiscabiei olarak
tanilamislardir. Henao ve ark. (2021) Kolombiya’ da
yaptiklari surveylerde adi uyuz hastaliginin spesifik
simptomlari olan yiizeysel ag, derin ve ylizeysel cukur
gibi simptomlar goézlenen patates yumrularini
toplamislar ve 33 adet izolat elde etmislerdir. Elde
edilen izolatlar ile patates diskleri ve turp fidelerini
kullanarak patojenisite testleri yapmislardir. Patojen
oldugunu belirledikleri izolatlarin molekiler tanisi igin
16SrRNA genel primerleri ve patojenisite ile ilgili Necl,
txtAB, txtA genlerine spesifik primeleri kullanarak PCR
analizi yapmislardir. Calismanin sonucunda; 33 izolattan
17 tanesi patojen olarak tespit etmislerdir. Patojen
izolatlarin S. pratensis ve S. xiamenensis olarak
tanilanirken bir kismi heniiz tanilanamamistir.

Filogenetik analizler

Elde edilen sekanslar kullanilarak NCBI BLAST analizleri
yapilmis (Sekil 7) ve izole edilen bakterilerin GenBank’
da S. scabiei tirleri ile yiksek oranda (%96-98) benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 8).
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Sekil 7. Streptomyces tiirlerinin BLAST analiz sonuclari
Figure 7. BLAST analysis results of Streptomyces species

Nigde ilinden elde edilen iki adet Streptomyces scabiei
izolatl ve NCBI GenBank’ tan alinan referans izolatlari
arasindaki  niikleotid  farkliigi  belirlenmek icin
neighborrjoining metoduna dayal filogenetik agag
olusturulmustur. Analiz sonucunda, Nigde ilinden elde
edilen Streptomyces scabiei izolatlarinin daha 6nceden
farkl arastirmacilar tarafindan Turkiye’den izole edilen
S. scabiei izolatlari (KR422360.2, KT157566.1) ile
oldukca benzer oldugu bulunmus olup yiksek bootstrap
(sec-bagla) degeri ile ayni dalda kiimelenmistir. Ayrica
dinyanin degisik Ulkelerinden (ABD, Giiney Kore,

27

4

W

Kanada, Tayland, Kore, Fas ve Cin) izole edilip tanilanan
S. scabiei tirlerinin genel olarak ayni ana grup altinda
kiimelendigi gobzlenmistir. Bu sonuclar bize analiz
ettigimiz 16SrRNA bolgesinin tlkeler bazinda niikleotid
varyasyon oraninin disitk oldugunu gostermektedir.
Analize alinan farkli Streptomyces tirleri ise NCBI'in
referans sekanslari (RefSeq) arasindan segilmis olup
diger dallarda yer almasi tiirler arasindaki farkliliklari
gostermektedir. Elde edilen yiksek bootstrap degerleri,
analizin dogrulugunu onaylamaktadir.

77 | Streptomyces scabiei Nigde5 Turkey
_I Streptomyces scabiei Nigde6 Turkey
KR422360.2 Streptomyces scabiei Turkey
KT157566.1 Streptomyces scabiei Turkey

18| NR 025865.2 Streptomyces scabiei USA

— AY207607.1 Streptomyces scabiei South Korea
NR 116531.1 Streptomyces scabiei strain ATCC 49173
FJ007429.1 Streptomyces scabiei Canada
HM018077.1 Streptomyces scabiei USA

NR 116531.1 Streptomyces scabiei Canada
‘|-tW683488 1 Streptomyces scabiei Thailand

JQ342921.1 Streptomyces scabiei Korea
b1 — MW164946.1 Streptomyces scabiei South Korea

— LS991060.1 Streptomyces scabiei Morocco

NR 114694.1 Streptomyces europaeiscabiei strain CFBP4497
NR 025294.1 Streptomyces stelliscabiei strain CFBP4521
NR 116534.1 Streptomyces acidiscabies strain ATCC 49003

NR 040828.2 Streptomyces turgidiscabies strain ATCC 700248

94

—
0.0050

EF017714.1 Streptomyces aureofaciens China

Sekil 8. Neighbour-joining metodu kullanilarak farkli Streptomyces scabiei izolatlarinin ve diger Streptomyces

turlerinin karsilastiriimasi ile olusturulan filogenetik agag. Dallarin yaninda yer alan rakamlar Bootstrap degerlerini

gostermektedir

Figure 8. Phylogenetic tree generated from the comparison of different Streptomyces scabiei isolates and

Streptomyces species by the neighbour-joining method. The numbers near nodes represent the percentages
determined by bootstrap analysis with 1000 replicates
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Sonug olarak, tlkemizde patates Uretiminde 6nemli bir
yeri olan Nigde ilimizde hastaliklar 6nemli derecede
verim ve kalite kaybina neden olmaktadir. Bu
hastaliklardan en 6nemlilerinden bir tanesi Patates Adi
Uyuz hastaligidir. Yapilan bu calismada Nigde ilinde
patates hasat doneminde arazi ¢alismalari yapilarak adi
uyuz lezyonlu yumru o6rnekleri toplanmistir. Toplanan
yumrulardan  izolasyonlar  vyapilarak  morfolojik,
patojenisite ve molekiller testler ile tanilanmistir.
Yapilan bu ¢alisma sonucunda patates (retim
alanlarinda adi uyuz hastaligina sebep olan
Streptomyces tlirlii Streptomyces scabiei olarak tespit
edilmistir. Molekiler ¢alismalar sonucunda analiz edilen
16SrRNA bolgesinin niikleotid varyasyon oraninin distk

oldugu tespit edilmistir. Hastalikla micadelede
hastaliga neden olan tirin belirlenmesi oldukga
onemlidir. Bu ¢alismanin  sonuglarinin  hastalikla

miicadelede daha etkili yontemlerin kullaniimasina hem
de yapilacak olan sonraki calismalara katki saglayacagi
dislnilmektedir.

OzET

Amag: Patates yetistiriciliginde ekim alani en genis olan
ilimiz, 238 bin dekar ile Nigde’'dir. Patates yetistirilen
alanlarda drian kayiplarina neden olan etmenlerin en
basinda hastallk ve zararlilar gelmektedir. Bu
hastaliklardan en o6nemlilerinden bir tanesi toprak
kokenli bir patojen olan Streptomyces tirlerinin neden
oldugu Patates Adi Uyuz hastaligidir. Bu calismada,
patates Uretiminin oldukg¢a yogun bir sekilde yapildig
Nigde ilinde patates vyetistiriciligi yapilan bolgelerde
patateste adi uyuz hastaligina neden olan Streptomyces
turlerinin izolasyonu, molekiler olarak tanilanmasi ve
izolatlar arasi niikleotid varyasyonunun belirlenmesi
amaclanmistir.

Yontem ve Bulgular: Nigde ilinde patates
yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi bdolgelerde
yapilan surveylerde adi uyuz hastalik simptomu
gosteren sipheli yumru o6rnekleri  toplanmistir.
Toplanan yumrulardan bakteri izolasyonlari yapilmis ve
toplam 28 adet izolat elde edilmistir. Elde edilen
izolatlar morfolojik olarak tanilanmistir. Ardindan
patates diskleri ile patojenisite testi yapiimistir. Patojen
oldugu belirlenen izolatlarin cins diizeyinde tanisi igin
16SrRNA genel primerleri kullanilarak molekiler olarak
tanilanmistir.

Genel Yorum: Yapilan bu ¢alismada Nigde ilinde patates
Uretim alanlarinda Patates Adi Uyuz hastaliginin varlig
yapilan arazi calismalari ile tespit edilmistir. Elde edilen
izolatlarin morfolojik ve molekiler tanilamasi yapilmis
ve siddetli bir sekilde hastaliga neden olan izolatlar,
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Streptomyces scabiei olarak tanilanmistir.

Calismanin Onemi ve Etkisi: Yapilan bu ¢alisma patates
adi uyuz hastaliginin Nigde ili patates arazilerinde
varliginin molekiler yéntemlerle belirlenmesi agisindan
bir ilk niteligi tasimaktadir. Hastalikla micadelede
hastaliga neden olan Streptomyces tiirlerinin bilinmesi
olduk¢ca 6nem arz etmektedir. Yapilan bu calisma ile
Nigde ili patates arazilerinde patates adi uyuz hastalig
tespit edilmis olup tlr diizeyinde g¢alismalar hala devam
etmektedir. Ayrica bu calismanin yapilacak olan sonraki
calismalara temel olacagi distintlmektedir.

Anahtar Kelimeler: Patates, Streptomyces spp., adi
uyuz, PCR, 16SrRNA, dendrogram.

TESEKKUR

Bu calisma Nigde Omer Halisdemir Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
finansal olarak desteklenmis olup (Proje Numarasi: TGT
2020/19-BAGEP), kismen Nida UNLU’niin doktora tez
¢ahismalarindan Uretilmistir. Calismada kullanilan pozitif
kontrol Streptomyces scabiei izolati temini igin Dog. Dr.
Kenan KARAGOZ (Agri ibrahim Cegen Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiltesi, Molekiller Biyoloji ve Genetik
Bolimi)'e ¢ok tesekkiir ederiz. Calismanin molekdiler

kismindaki teknik yardimlarindan dolay1 doktora
ogrencisi Quratul-Ain SAJID’ e tesekkiir ederiz

CIKAR CATISMA BEYANI

Yazar(lar) c¢alisma konusunda ¢ikar catismasinin

olmadigini beyan eder.

ARASTIRMACILARIN KATKI ORANI BEYANI
Yazarlar galismaya esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan eder.

KAYNAKLAR

Agrios GN (2005) How plants defend themselves against
pathogens. In: Plant Pathology, (Ed., Agrios GN)
Elsevier Academic Press, London. Pp 207-248.

Anderson AS, Wellington EMH (2001) The taxonomy of
Streptomyces and related genera. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol. 1: 797-814.

Anonim (2021) TUIK Bitkisel Uretim istatistikleri.
https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&locale=tr
(Erisim Tarihi: 16 Subat 2022).

Anonim (2020) Food and Agriculture Organization of
the United Nations, Rome, Italy Web. Retrieved
February 16, 2022, from http://
www.fao.org/faostat/en/#data/QC.



http://dergipark.gov.tr/mkutbd
https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&locale=tr
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2022, 27(3): 402-412

Arastirma Makalesi / Research Article

Bremer H (1948) Turkiye Fitopatolojisi I-1l, Ankara, 219
s.

Cui L, Yang C, Jin M, Wei L, Yang L, Zhou J (2021)
Identification and biological characterization of a
new pathogen that causes potato scab in Gansu
Province, China. Microb. Pathog. 161: 105276.

Dees MW, Sletten A, Hermansen A (2013) Isolation and
characterization of Streptomyces species from
potato common scab lesions in Norway. Plant
Pathol. 62(1): 217-225.

Flores-Gonzalez R, Velasco |, Montes F (2008) Detection
and characterization of Streptomyces causing potato
common scab in Western Europe. Plant Pathol.
57(1): 162-169.

Fyans JK, Bown L, Bignell DR (2016) Isolation and
characterization of plant-pathogenic Streptomyces
species associated with common scab-infected
potato tubers in Newfoundland. Phytopathol.
106(2): 123-131.

Gudmestad NC, Secor GA (2007) Zebra chip: a new
disease of potato. NPE 19: 1-4.

Han JS, Cheng JH, Yoon TM, Song J, Rajkarnikar A, Kim
WG, Yoo ID, Yang YY, Suh JW (2005) Biological

control agent of cammon scab disease by
antagonistic strain Bacillus sp. sunhua. J. Appl.
Microbiol. 99: 213-221.

Hao JJ, Meng QX, Yin JF, Kirk WW (2009)

Characterization of a new Streptomyces strain,
DS3024, that causes potato common scab. Plant Dis.
93(12): 1329-1334.

Henao L, Guevara M, Restrepo S, Husserl J (2021)
Genotypic and phenotypic characterization of
Streptomyces species associated with potato crops
in the central part of Colombia. Plant Pathol. 71(2):
750-761.

Holeva MC, Glynos PE, Karafla CD, Koutsioumari EM,
Simoglou KB, Eleftheriadis E (2014) First report of
Candidatus Phytoplasma solani associated with
potato plants in Greece. Plant Dis. 98(12): 1739-
1739.

Jordaan E, Van der Waals JE (2016) Streptomyces
species associated with common scab lesions of
potatoes in South Africa. Eur. J. Plant Pathol. 144(3):
631-643.

Karagéz K (2013) Erzurum ili Patates Tarlalarindan izole
Edilen Bitki Patojeni Streptomyces Tirlerinin Tanisi
ve Karakterizasyonu. Doktora Tezi, Atatiirk
Universitesi, Fen Bil. Ens., Bitki Koruma ABD, 116 s.

Karahan A (2006) Orta Anadolu Bolgesi'nde
patateslerde zararli Streptomyces tirlerinin tespiti
ve onemli patates cesitlerinin yaygin olan tiire karsi
reaksiyonlarinin belirlenmesi. Doktora Tezi, Ankara

411

Universitesi, Fen Bil. Ens., Bitki Koruma ABD, 91 s.

Lambert DH, Loria R (1989) Streptomyces scabiei sp.
nov., nom. Rev. Int. J. Syst. Microbiol. 39(4): 387-
392.

Lapaz M |, Huguet-Tapia JC, Siri M |, Verdier E, Loria R,
Pianzzol, MJ (2017) Genotypic and phenotypic
characterization of Streptomyces species causing
potato common scab in Uruguay. Plant Dis. 101(8):
1362-1372.

Leiminger J, Frank M, Wenk C, Poschenrieder G,
Kellermann A, Schwarzfischer A (2013) Distribution
and characterization of Streptomyces species
causing potato common scab in Germany. Plant
Pathol. 62(3): 611-623.

Lerat S, Simao-Beaunoir AM, Beaulieu C (2009) Genetic
and physiological determinants of Streptomyces
scabies pathogenicity. Mol. Plant Pathol. 10: 579-85.

Loria R, Bukhalid RA, Fry BA, King RR (1997) Plant
pathogenicity in the genus Streptomyces. Plant Dis.
81: 836-846.

Mohanraj G, Sekar T (2013) Isolation and screening of
Actinomycetes from marine sediments for their
potential to produce antimicrobials. Int. J. Life Sc. Bt.
and Pharm. Res. 2(3): 115-126.

Ozturk M, Aksoy HM, Ozturk S, Potrykus M, Lojkowska E
(2016) First report of potato blackleg and soft rot
caused by Pectobacterium wasabiae in Turkey. New
Dis. Rep. 34(17): 2044-0588.

Oztiirk M (2017) Orta Karadeniz bélgesinde patateste
sorun olan Pectobacterium ve Dickeya spp.
bakteriyel etmenleri lizerine arastirmalar. Doktora
Tezi, Ondokuz Mayis Universitesi, Fen Bil. Ens. Bitki
Koruma ABD, 164 s.

Oztiirk M (2022) Determination of the host range of
Pectobacterium polaris causing bacterial soft rot
disease. MKU Tar. Bil. Derg. 27(2): 234-240.

Oztiirk M, Aksoy HM (2017) First report of Dickeya
solani associated with potato blackleg and soft rot in
Turkey. J. Plant Pathol. 99(1): 287-304.

Oztiirk M, Aksoy HM, Potrykus M, Lojkowska E (2018)
Genotypic  and phenotypic  variability  of
Pectobacterium strains causing blackleg and soft rot
on potato in Turkey. Eur. J. Planth Pathol. 152: 143-
155.

Oztirk M, Soylu S, (2022) Yozgat ve Kirsehir illerinde
tiketime sunulmus patates yumrularinda bakteriyel
yumusak curukliuk etmeni Pectobacterium
izolatlarinin izolasyonu ve tanilanmasi. Tekirdag Zir.
Fak. Derg. 19(2): 332-342.

Pridham TG, Gottlieb D (1948) The utilization of carbon
compounds by some Actinomycetales as an aid for
species determination. J. Bacteriol. 56: 107-114.


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2022, 27(3): 402-412

Arastirma Makalesi / Research Article

Sadunishvili T, Wegierek-Maciejewska A, Arseniuk E,
Gaganidze D, Amashukeli N, Sturua N, Kvesitadze G
(2020) Molecular, morphological and pathogenic
characterization of Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus strains of different geographic origins in
Georgia. Eur. J. Plant Pathol. 158(1): 195-209.

Saygili H, Sahin F, Aysan Y, Soylu S, Mirik M, (2019) Bitki
Bakteri Hastaliklari. Toprak Ofset Matbaacilik,
Tekirdag, 382 s.

Stead D, Wale S (2004) Non-water control measures for
potato common scab. British Potato Council 5-50.
Shirling EB, Gottlieb D (1966) Methods for
characterization of Streptomyces Species. Int. J. Syst.

Bacteriol. 16: 313-340.

412

Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S
(2013) MEGA6: molecular evolutionary genetics
analysis version 6.0. Mol. Biol. Evol. 30(12): 2725-
2729.

Wanner LA (2006) A survey of genetic variation in
Streptomyces isolates causing cammon scab in the
United States. Plant Dis. 96: 1363-1371.

Wanner LA (2009) A patchwork of Streptomyces species
isolated from potato common scab lesions in North
America. Am. J. Potato Res. 86(4): 247-264.


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

