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OZET

SEKER PANCARINDA YAPRAK LEKESi ETMENI CERCOSPORA
BETICOLA’NIN SAMSUN ILINDE ALTERNATIF KONUKCULARI VE
[ZOLATLARININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONUNUN
BELIRLENMESI

Cagla YAZICI
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Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali
Yiiksek Lisans, Haziran/2023
Danisman: Prof. Dr. Berna TUNALI

Seker pancarinda en 6nemli hastalik sorunlarinin basinda, Cercospora beticola
Sacc, yaprak lekesi hastaligi gelmektedir. Seker pancarinda Cercospora yaprak lekesi
hastalig1 olarak bilinen bu hastalik en tahripkar hastaliklarindan biri olup, yiliksek
oranda verim ve kalite kayiplarina neden olur. Diinyada seker pancari ekimi yapilan
alanlarin 1/3’i bu hastaliktan etkilenmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada Samsun ili ve bu ile bagh ilge ve kdylerde yetistirilen,
Cercospora beticola’ nin akraba konukgusu olan kiiltiir bitkilerinden (seker pancari,
kirmiz1 pancar, hayvan pancari, pazi, 1spanak vb.) Cercospora yaprak lekesi hastaligi
belirtisi gosteren yapraklardan ornekler alinmustir. Hastalikli yaprak pargalarinin
nemli hiicreye alinmasindan sonra gelisen kolonilerden bir parca alinip PDA
ortamina ekilerek etmenin izolasyonu yapilmistir.

Bu calismanin temel amaci; seker pancarinda Cercospora yaprak lekesi
hastaligina neden olan Cercospora beticola hastalik etmeninin akraba konukgusu
olan kiiltiir bitkilerini belirleyerek hastalik etmeninin yayilmasinda diger
konukgularin roliinii belirlemektir. Etmenin hem seker pancarindan hem de diger
bitkilerden elde edilen izolatlariyla patojenite denemesi yapilarak seker pancari ve
diger konukgularindaki reaksiyonu belirlenecektir. Ayrica izolatlarin molekiiler
teshisleri de yapilarak farkli Cercospora tiirlerinin olup olmadigi belirlenecek ve
farkli bitkilerden elde edilen C. beticola izolatlarinin tiir i¢i polimorfizmi ortaya
konulacaktir.

Anahtar Sozciikler: Seker pancari, Cercospora beticola, Akraba konukgu,
Morfoloji, Polimorfizm



ABSTRACT

DETERMINATION OF ALTERNATIVE HOSTS AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF ISOLATES OF CERCOSPORA BETICOLA, THE
CAUSAL AGENT OF LEAF SPOT IN SUGAR BEET IN SAMSUN PROVINCE

Cagla YAZICI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Plant Protection
Master, June/2023
Supervisor: Prof. Dr. Berna TUNALI

One of the most important disease problems in sugar beet is Cercospora
beticola Sacc, leaf spot disease. This disease, known as Cercospora leaf spot disease
in sugar beet, is one of the most destructive diseases and causes high yield and
quality losses. In the world, 1/3 of the sugar beet cultivated areas are affected by this
disease.

In our study, samples were taken from leaves showing symptoms of
Cercospora leaf spot disease from cultivated plants (red beet, animal beet, chard,
spinach, etc.) which are related hosts of sugar beet grown in Samsun province and its
districts and villages. After placing the diseased leaf pieces in a moist cell, a piece of
the developing colonies was taken and cultivated in PDA medium and the isolation
of the pathogen was carried out.

The main objective of this study was to determine the role of other hosts in the
spread of Cercospora beticola by identifying related hosts of sugar beet.
Pathogenicity trials will be carried out with isolates of the agent obtained from both
sugar beet and other plants to determine its reaction in sugar beet and other hosts.
Molecular identification of the isolates will also be carried out to determine whether
there are different Cercospora species and the intraspecific polymorphism of C.
beticola isolates obtained from different plants will be revealed.

Keywords: Sugar beet, Cercospora beticola, Relative host, Morphology,
polymorphism
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1. GIRIS

Seker pancar1 (Beta vulgaris L.) orijini Orta Avrupa olan, Amaranthaceae
familyasina ait iki yillik, yiiksek verimli ve dnemli bir bitkidir (Altiok, 2012).
Seker, yiizyillardan beri insanlar i¢in 6nemli bir gida maddesi olmustur ve 18.

yiizyilin sonuna kadar sadece seker kamisindan iiretilmistir. Seker pancar1 tarimi ve

seker pancarindan seker tiretimi ise 19. yiizyilda baglamigtir. (Tosun, 2017)

Seker pancari, govdesinden, kok bolgesinden ve yapraklarindan yararlanilan

bir bitkidir. (incekara, 1974) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Seker pancar1 yaprak ve yumrulari

Bu bitkiden elde edilen sakkaroz, diinyadaki 6nemli besin kaynaklari arasinda
yer almaktadir (Altmok, 2012). Igerigindeki seker miktari ile yiiksek enerji kaynag
olmasi ve saf besin kaynagi olmasi sebebi ile de onem tasimaktadir (Oral, 1979).
Seker pancarindan seker elde edilmesi sirasinda olusan melas, 6nemli bir biyoetanol
hammaddesidir. Seker ¢ikarildiktan sonra arta kalan posa ve seker pancarinin hasadi
sirasinda ortaya cikan yaprak artiklar1 da degerli bir hayvan yemidir (Onurbas ve
ark., 2011). Beslenmenin temel maddesi olmasinin yani sira, tarimsal {iretime katkist,
elde edilen yan iiriinler, ve istihdama katkis1 nedeniyle seker pancari, tiim diinyada

onemli bir {irlin olmustur (Akbay, 2003; Erding, 2017).

Seker pancari diinyada oldugu gibi iilkemiz de de endiistri bitkileri arasinda yer
alan en 6nemli bitkilerden biridir. Ulkemizde seker pancari iiretimi, 1926 yilinda

Usak ve Alpullu Seker Fabrikalarinin yapilmasiyla baglamistir.

Tiirkiye’de seker, tamamen seker pancarindan tiretilmektedir ve yillik yaklasik

2.5 milyon ton iiretimi ile Rusya, ABD, Fransa ve Almanya’nin ardindan 5. sirada



yerini almaktadir (Sekil 1.2). Yaklasik 400 bin ¢iftci ailesi, yillara gore 350-500 bin
hektar arasinda degisen ekim alaninda seker pancari yetistirmektedir. (Estiirk, 2018).

42.06M

Ulkelere Gére Diinya Seker Pancari Uretimi
FAO Stats 2019

33.65M

25.23M

16.82M

8.41M

0.0
Sekil 1.2. Diinya’da seker pancar1 yapilan iilkeler

FAO (2022) verilerine gore, diinyada seker pancari tiretim alani 4.634.319
hektar olup, toplam iiretim miktar1 264.006.000 tondur (Tablo 1.1). Tiirkiye nin
diinya pancar sekeri liretimindeki payi ise yaklasik 23.000.000 ton iiretim miktar1 ile
%8,7 dir (Anonymous, 2022).

Tablo 1.1. Diinyada en fazla seker pancari iiretimi yapilan 10 iilke ve ekim alanlar1, {iretim miktarlari
ve diinya tiretimindeki pay1 (FAO, 2022)

Ulkeler Ekilen Alan (ha) Uretim Miktar1 Diinya Uretim Pay1
(milyon ton) (%)
Rusya Fed. 916.647 33,9 12,8
Fransa 420.890 26,2 9,9
Almanya 386.000 28,6 10,8
ABD 462.280 30,5 11,5
Tiirkiye 336.348 23,0 8,7
Polonya 245.920 14,2 54
Misir 263.543 13,0 49
Cin 195.246 11,6 4.4
Ukrayna 220.000 9,15 3,5
Diger 1.187.445 62,7 28,1
Toplam 4.634.319 264,6 100,0

Ulkemizde seker pancari iiretiminin en fazla yapildigi bolge I¢ Anadolu
Boélgesi olup sirastyla Orta Karadeniz, Marmara, Dogu Anadolu ve i¢ Ege cevresi

onu takip etmektedir. Yagisin fazla oldugu bolgelerden hoslanmadigr i¢in Karadeniz



kiyilarinda, asir1 sicak ve kurak olan Giliney Dogu Anadolu’da ve yiiksek gelir

getiren uriinler yetistirildiginden Ege ve Akdeniz Kiyilarinda ekim alani kisithidur.

Sekerin verim ve Kalitelisini etkileyen birgok faktor vardir. Bu faktorlerin en
basinda iklim faktorii gelmektedir. Son zamanlarda iklim degisikliginden dolay1
seker pancarinda goriilen hastalik ve zararlilarin popiilasyonlarin da énemli bir artig
gdzlemlenmistir. Ulkemizde 6zellikle son yillarda seker pancarinda gériilen hastalik
oranlarindaki artig, seker pancarinin verim ve Kalitesini olumsuz yonde etkilemistir.
Tirkiye’de ve diinyada seker pancar1 ekim alanlarinda goriilen ve ekonomik éneme
sahip hastaliklarin baginda Cercospora beticola Sacc.’nin olusturdugu seker pancari
yaprak lekesi hastaligi gelmektedir ( Brewbaker et al., 1950; Farus et al., 1962;
Schlosser, 1971; Smith and Ruppel, 1973; Skylakasis, 1974; Tunal1 vd., 2014).

Cercospora yaprak lekesi, Cercospora beticola Sacc. (Smif: Ascomycotina
Takim: Dothideales Familya: Mycosphaerellaceae) etmeninin neden oldugu hastalik
seker pancariin en dnemli yaprak hastaligidir ve yiiksek verim ve kalite kayiplarina
sebep olur (Khan et al., 2009; Holtschulte, 2000). Hastalik etmeni ilk olarak
Saccardo (1876) tarafindan tanimlanmistir (Weiland and Koch 2004). Yirminci asrin
basinda, yapilan ¢alismalarda seker pancarinda yaprak lekesine sebep olan fungusa
degisik isimler verilmistir ki tanim olarak bunlarin ¢ogu C. beticola’ya uymaktadir

(Chupp, 1953).

Etmen Diinya’da Afrika kitasinda, Dogu Hindistanda, Avrupa kitasinda, Orta
Asya’da, Kuzey Amerika’da, Giliney Amerika’da bulunmakta ise de en yaygin ve en
tahripkar olarak Bulgaristan, Tiirkiye, Italya, Yunanistan ve Yugoslavya’da
goriilmektedir. (Kirk, 1982). Ulkemizde hastahgin Karadeniz ve Marmara
bolgelerinde ¢ok yaygin oldugu, Samsun, Adapazari, Amasya, Bursa, Balikesir,
Tokat ve Kastamonu illerine bagli seker fabrikalarinin bulundugu alanlarda hemen
hemen her yil, Corum ve Burdur illerinde seker fabrikalar1 ekim alanlarinda ise daha
az siklikla gorildigi bildirilmistir (Kaya, 2015). C. beticola o6nceki yillarda
tilkemizde 6zellikle nemli sahil kusaklarinda ¢ok yaygin olarak goriiliirken, son on
yilda Orta Anadolu Bolgesi seker pancari ekim alanlarinda da yaygmligr artmis ve
hastalik siddeti ve zarar1 da bu duruma paralel olarak artis gostermistir (Tunal1 vd.,

2014).



Hastaligin siddeti, iilkeye ve bolgeye gore degisim gostermekle birlikte, seker
pancarinin kok verimini %26, seker oranini %13, aritilmis seker oranini %18 ve
seker verimini %55’e varan oranlarda diisiirmektedir. Ayrica, pancarin iceriginde
bulunmas1 istenmeyen, pancardan seker alimini1 olumsuz yonde etkileyen potasyumu
%6, sodyumu %25 ve alfa amino azotu %40 oranlarinda arttirmaktadir (Kaya 2015).
Bu hastaliga kars1 yeterli miicadele yapilmadigi zaman dayanikli cesitlerde bile
pancar kok veriminde hastalik siddetine bagli olarak %1-26, seker veriminde %6-35

oranda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Ozgiir,2003).

Cercospora yaprak lekesi hastaliginin en yaygin belirtisi, seker pancarmin dig
yapraklarinda goriilmeye baglayan yuvarlaga yakin, ortasi gri-agik kahverengi, dis
cevresi koyu kahverengi-kirmizi belirgin bir dis kenarla kusatilmis, 2-5 mm ¢apinda
kiigiik lekeler seklindedir (Anonymous, 2020). Kisa siire igerisinde bu lekeler
biiyliylip birleserek, yapragi tamamen kaplamakta ve kuruyarak olmesine sebep
olmaktadir (Sekil 1.3). Hastalik siddeti arttiginda bitkiler yapraklarimi tamamen
kaybedebilmekte ve takiben yeni yapraklar olusturmakta, olusan yeni yapraklar da

hastaliga yakalanmakta ve kuruyup 6lmektedir. (Giannopolitis, 1978; Rossi, 1998).

Sekil 1.3. Cercospora yaprak lekesi etmeninin; a-baslangigta olusturdugu lekeler b- ilerleyen donemde
yapraktaki kurumalar ve c-yapragm tamamen kuruyup 6lmesi (Anonymous 2023)

Cercospora yaprak lekesi lezyonlar1 yapraklarin %3’iinden fazlasinda yayilim
gosterdigi taktirde, bu kok agirliginda, seker veriminde ve isleme sirasinda artan

safsizliklarda belirgin bir azalmaya neden olur (Windels et al., 1998).

Yaptigimiz bu tez c¢alismasinin amact Samsun il ve ilgelerine gidilerek
Cercospora belirtisi gosteren seker pancari, kirmizi pancar, hayvan pancari, pazi,

ispanak ve bazi yabanci otlar elde ederek C. beticola’nin yoredeki alternatif

4



konukgulari belirlemektir. Tiim farkli konukgulardan elde edilen izolatlar ile
patojenite calismasi yapilarak seker pancarinda yapabilecekleri hastaligin siddeti
ortaya konulmak istenmistir. Ayrica elde edilen izolatlar arasinda genetik varyasyonu
belirlemek de hedeflenmistir. Bunun i¢inde universal ITS 1, ITS4 gen primerleriyle

PCR analizi yapilarak kismi1 gen dizileme analizi yaptirma yoluna gidilmistir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Hastalik Etmeni ve Biyolojisi

Cercospora beticola’nin taksonomideki yeri asagidaki gibidir.

Alem : Fungi

Bolim . Ascomycota

Sinif : Dothideomycetes
Takim : Capnodiales
Familya  : Mycosphaerellaceae
Cins : Cercospora

Tiir : C. beticola

Cercospora beticola eseyli devresi tam olarak bilinmemesine ragmen
heterotallik bir fungus olup Ascomycetes sinifinda oldugu kabul edilmistir. Zira
Avrupa’da esit siklikla iki farkli eslesme tipi kesfedilmistir (Groenewald et al., 2006;
2008). ABD, Kuzey Dakota’da seker pancari ekim alanlarinda yapilan populasyon
genetigi calismalar1 fungusun potansiyel bir eseyli devresi oldugunu ortaya
koymustur (Bolton et al., 2012). Ancak Orta Dogu iilkelerinde ve ABD’nin degisik
eyaletlerinde yapilan bazi calismalarda ise eseyli devresine ait bir delil elde
edilmedigi belirtilmistir (Bakhshi et al., 2011). Bu fungus 200 um uzunluga kadar
olan, seffaf, uca dogru daralan tipte, ¢ok bolmeli, 2.5-4.0 um genisliginde konidiler
olusturmaktadir. Konidioforlar seyrek bdlmeli, dallanmasiz ve agik kahverengi
renktedir. Hastalik etmeni besi ortamlarinda koyu gri renkte ve tozlumsu yapida
koloniler olusturmaktadir (Ozeren, 2009).



Sekil 2.1. A ve B Cercospora beticola’nin konidiofor ve konidilerinin stereo mikroskoptan gériiniimi,
C, D 151k mikroskobundaki goriintimleri (Weiland and Koch, 2004)

Cercospora beticola fungusunun konidi ve konidioforlar1 hifler arasinda
daginik veya toplu bir sekilde bulunurlar (Pelczar and Ried, 1958; Bessey, 1961;
Alexopoulos, 1964; Raper, 1966). McKay and Pool (1918), enfekteli yaprak dokusu
tizerinde yaptiklart calismalarda, etmenin konidioforlarinin 2-4x50-400 um
boyutlarinda ve 27 septali oldugunu belirtmislerdir. Carels et al., (1990) ise yaptiklar1
bir ¢alismada konidioforlarin boyutlarini inokulasyondan sonraki 20. giin sonunda
5x58-200 pum olarak olgmiislerdir. Goktirk ve Doken (2000) tarafindan etmenin
konidi boyutlar1 iki farkli besi ortaminda incelenmis, PDA besi ortaminda 3-4x45-
160 pm ve SBLEA besi ortaminda 3-4x47-157 pm olarak ol¢iilmistiir. Bir baska
calismada etmenin konidileri PDA ortaminda 4-6x30-105 pum boyutlarinda, 6-10
septal1, kahverengi renkte, dallanma gostermeyen, diiz veya hafif kivrimli olup tek

tek konidioforlar lizerinde olugmaktadir (Kirk 1954).

C. beticola 15-35 °C arasindaki sicaklarda gelisme gosterebilen, Spor
olusturabilmesi icin yiiksek nem isteyen bir fungustur (Ozeren, 2009). Hastaligin
cikisi ve gelismesi, iretim yilinin iklim faktorleri ile baglantili olup, gilindiiz
sicakliginin 27-32 °C araliginda, gece sicakliginin ise 15-17 °C araliginda olmas1 ve
her giin en az 15-18 saat %60’1n iizerinde nemli ortamda bulunmasi1 enfeksiyonun
baglamasi ve yayilhim gostermesi igin yeterli olmaktadir (Pool and McKay, 1916).
Khan et al., (2009) ise, etmenin konidilerinin ¢imlenmesi i¢in 15-23 °C arasindaki
sicakliklarin ideal oldugunu ve bu konidilerin riizgar, su damlasi, akarsu ve bocekler

gibi ¢evresel faktorler ile yayilarak epideminin olusumunda énemli rol oynadiklarini



caligmalarinda belirtmiglerdir. Whitney and Duffus (1991)’a gore, 15 °C'nin altindaki
sicakliklarda herhangi bir enfeksiyon meydana gelirse bunun sebebi yagmur
sigramas1 ve riizgar ile yayilan spor dagilimidir. Ilk calismalar, spor dagiliminda
yagmur sigramasinin ana faktdr olduguna dair kanitlar gosterirken (Carlson, 1967),
Khan et al., (2008) tarafindan yapilan ¢aligmalar, C. beticola inokulumu i¢in ana
dagilim faktoriiniin riizgar oldugunu 6ne stirmiistiir ¢linkii plastik kafeslerdeki veya
ustii  ortilii bitkilere kiyasla aciktaki bitkilerde daha yiiksek hastalik siddeti
gozlenmistir. Konidilerin canliliklarimi  koruyarak kat edebilecekleri mesafe
bildirilmemistir ancak genetik calismalar uzun menzilli dagilimin gergeklestigine
dair kanitlar saglamistir (Groenewald ve ark., 2008; Vaghefi ve ark., 2017; Knight ve
ark., 2018).

Ik enfeksiyonlar esas olarak pseudostromata ve hiicreler arasi hifsel biiyiime
olusturan konidiler tarafindan topraga yakin yash yapraklarda meydana gelir
(Harveson, 2013; Rangel, Anahtar and Ebert, 2020). Tipik olarak enfeksiyondan 7
giin sonra yaprak lekeleri ortaya c¢ikar (Rangel et al., 2020). Bu yaprak lekeleri
hemen hemen dairesel, kahverengi kirmizi sinirlart olan, ortalar: kiil grisi renkte, bu
tonun altinda koyu kahve-siyah stroma igeren 0.5-6 mm c¢apta lekeler seklindedir
(Ozeren, 2009). Hasat zamani yaklastikca bu lekeler, orta yapraklar ve yaprak
saplarinin iizerinde de uzunlamasina olarak gozlenir (Giannopolitis, 1978). Hastalik
ilerledikce lekeler birleserek tiim yapragin kurumasma yol agmaktadir (Ozeren,
2009). Kuruyan yapraklar ¢ok geg¢meden ¢Okmekte ancak ta¢ kismina bagh
kalmaktadir (Whitney and Duffus, 1991).
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Sekil 2.2. Cercospora beticola’nin yagsam dongiisii (Rangel et al., 2020)

Khan et al., (2008), yaptiklari bir sera ¢alismasinda, C. beticola’ nin birincil
enfeksiyon bolgesini belirlemek igin ¢alismislardir. Saglikli seker pancari bitkilerinin
yaprak, kok ve govdelerine C. beticola sporlarini inokule etmislerdir. Cercospora
yaprak lekesi semptomlarini, yalnizca yapraga asilanmis bitkilerde gézlemlediklerini
bildirmislerdir. Buda yapragin C. beticola igin birincil enfeksiyon bolgesi oldugunu

gostermistir.

Hastalikk Yunanistan seker pancari ekim alanlarinda, tiretim yilinin siirekli
yagis, sicaklik ve yiiksek nem oranlarina da bagh olarak Haziran ay1 baglarinda
goriilebilmektedir (Giannopolitis, 1978). Wolf and Verreet (2005), Giiney
Almanya’da yaptiklar1 ¢alismalarinda ise salgin baslangicinin Temmuz basi ile Eyliil

ortas arasinda degistigini ortaya koymustur.

C. beticola ki1 tarlada kurumus bitki artiklarinda pseudostroma olarak gegirir
ve 1-2 yil hayatta kalabilir (Khan and Khan 2010; Rangel et al., 2020; Solel and
Minz, 1920). Pool and McKay (1916), McKay and Pool (1918), yaptiklart
calismalarda C. beticola’nin konidilerinin tarla kosullarinda genellikle kisa bir siire
yasadigini, ancak kurumus bitki artiklarinda tim kis1 gegirebildigini, toprakta ve

tohum iizerinde konidi formunda 2-3 yil canliligini korudugunu belirtmiglerdir.



Hastalik etmeninin yasam dongiisii Sekil 2.2° de goriilmektedir ve arastiricilarca
fungusun eseyli devresinin yasam dongiisiinde ki yeri soru isareti olarak kalmistir

(Rangel et al., 2020).

Hudec, Mihok, Tothova and Bokor (2022), yaptiklar1 c¢alismalarda C.
beticola’nin farkli ortamlarda gelisimini incelemislerdir. Buna goére fungusun havai
miselyumunun renginin zeytin yesilinden beyaz toz gorinimli griye, burusuk
dokulu gri renge ve siyah renge kadar degistigi goriilmiistir. Forsyth et al., (1963)
ise, ortam Ozelligine ve bilinmeyen diger faktorlere bagli olarak fungusun farkli
sayida sporlanma gosterdigini belirtmiglerdir. Calpouzos and Stalknecht (1965,
1966) yaptiklart denemede sporlanmanin en fazla 15 °C’de, en az 30 “C’de oldugunu,
optimum kosullarda sporlanmanin 6-12 saatte basladigini ve siirekli 30 derecede
tutulan fungusun 64 saat sonra sporlarinin 6lmeye basladigini ve 1518 sporlanma
tizerinde indirekt etkisi oldugunu belirtmislerdir. Ahmetjan and Halz (1973),
sporlanmanin optimum 25 °C’de ve %95 nem igeren ortamda oldugunu
bildirmislerdir. Hudec et al., (2022) ise, en yiiksek sporlanma oraninin 25 °C
sicaklikta TE (domates Oziitii agar1) Yetistirme ortaminda gorildiigiint, bunu
sirastyla SBLEA (seker pancari yapragi oziitii agar1) ve PDA (patates dekstroz agar)
besi ortaminin takip ettigini ve en hizli gelisimin 30 C’de PDA besi ortaminda
goriildiigiinii belirtmislerdir. Goktiirk (1993), PDA ve SBLEA besi ortamlarinda

gelistirilen izolatlar arasinda morfolojik olarak farklilik olmadigini bildirmistir.
2.2. Cercospora beticola’min Diger Konukgulari

C. beticola’nin konukgu araligi iizerine yapilan temel ¢alismalar (McKay and
Pool 1918; Vestal 1933), C. beticola’nin molekiiler karakterizasyonundan oOnce
gerceklestirilmistir (Groenewald et al., 2005, 2006). Geleneksel olarak, Cercospora
tiirlerini tanimlamak i¢in morfolojik o6zellikler ve konukcu araligi kullanilmistir
(Chupp, 1954). Bunun en iyi orneklerinden biri olan C. apii kompleksi igindeki
morfolojik ayrigmalar, ¢oklu gen lokuslarinin DNA dizisi kullanilarak elde edilen
tanimlayict veriler ile hem tiiriin taksonomisi hemde teshisinde belirleyici olmustur
(Cai et al., 2011; Crous et al., 2015; Bakhshi et al., 2015). Bu nedenle Cercospora
tiirlerinin teshisinde DNA dizileri elde edilmeden yapilan teshislerin belirsiz oldugu,
ozellikle C. beticola izolatlarinin teshisinde bu yontemin tercih edilmesinin konuk¢u
dagilimi ile iligkisinin tespitinde Oonemli oldugu bildirilmistir (Knight, Vaghefi,
Kikkert, and Pethybridge, 2019).
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Son yillarda yapilan ¢aligmalar, seker pancari ve sofralik pancarda Cercospora
yaprak lekesine neden olan C. beticola’ nin genis bir potansiyel alternatif konukcu
yelpazesine sahip oldugunu bildirmistir. Bu konukgularin tarlada inokulum kaynagi
olarak rolii belirsizdir ve DNA tabanli patojen tanimlamasinin ortaya ¢ikmasindan bu

zamana kadar smirl1 bir aragtirmaya konu olmustur (Knight et al. 2019)

New York’ta 2016 yilinda yapilan bir siirvey sonucunda, C. beticola igin
potansiyel alternatif konukgular arasinda seker pancari, kirmizi pancari, hayvan
pancar1, pazi (Mckay ve Poll 1918; Vestal 1933), aspir (Lartey et al., 2005), marul
(Hotegni Houessou et al., 2011) ve 1spanak (Vestal, 1933) gibi kiiltiir bitkilerinin yer
aldig1 bildirilmistir (Knight et al., 2019). Tiirkiye’de de pazilarda Cercospora yaprak
lekesi etmeni C. beticola’nin bulundugu rapor edilmistir (Soylu vd., 2003). Weiland
ve Koch, (2004) ise, C. beticola’ nin Beta cinsi tiirleri ve Spinacea sp., Atriplex sp.
ve Amaranthus cinslerinin iyeleri de dahil olmak {izere Chenopodiaceae' de ki bazi

tiirleri enfekte ettigini bildirmislerdir .
2.3. Cercospora beticola’min Yayihs1 ve Konuk¢u-Patojen iliskisi

Genis bir cografi kokene sahip C. beticola izolatlarinin morfolojisindeki
degisiklik bircok aragtirmaci tarafindan ortaya konmustur. Ancak son arastirmalar
ayni noktadan elde edilen C. beticola izolatlarinin bile morfolojik farklilik
gosterebilecegini ortaya koymustur (Moretti et al., 2006). Morfolojik smiflandirma
ile genetik cesitlilikten kaynaklanan simiflandirmanin incelenmesi, iki siniflandirma
arasinda bir uyum olmadigim gostermektedir. Onceki raporlar, C. beticola
izolatlarinin morfolojik degiskenliginin cografi dagilimlar arasinda farklilik
gosterdigini ve ayni noktada bile morfolojinin 6nemli 6lgiide farkli oldugunu ortaya

koymustur (Ruppel, 1972; Moretti et al., 2004).

C. beticola direnci tipik olarak en az dort tanimlanabilir kantitatif ozellik
lokusu (QTL) tarafindan yonetilmektedir (Smith and Gaskill, 1970; Nilson et al.,
1999; Setiawan et al., 2000; Taguchi et al., 2011). Diren¢ QTL'lerinin hassas bir
sekilde haritalanmasi, 1slah programlarinda C. beticola direncini asilamak igin
markor destekli secime (MAS) yardimer oldugu bildirilmistir (Taguchi et al., 2011).
Haritalama ne kadar hassas olursa, fungus direnci ile olumsuz 6zellikler arasindaki

potansiyel baglantiy1 kirma sansi1 o kadar yiiksek oldugu belirtilmekte, altta yatan gen
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tiriinlerinin de tanimlanabilir ve direngle iligkili alelleri belirlemek i¢in molekiiler

belirtegler olarak kullanilabildigi degerlendirilmektedir (Hunger et al., 2003).

Etmenin siklikla genetik degisiklik gostermesinden dolayi, seker pancari
cesitleri Cercospora yaprak lekesi hastaligina karsi, mutlak bir dayaniklilik
gosterememektedir (Ruppel, 1972). Avrupa ve Amerika’nin dogal populasyonlarinda
yapilan calismalar sonucu oldukg¢a fazla genetik varyasyonun oldugu goriilmiistiir
(GroBe-Herrenthey, 2001; Weiland and Halloin, 2001). Ulkemizde yapilan bir
calisma ile de bu sonuglara benzer sonuglar elde edilmistir. Turgay vd., (2010)
yaptig1 bu caligmada, seker pancari iiretiminin yogun oldugu Alpulu, Adapazari,
Amasya, Carsamba, Niksar, Kastamonu ve Susurluk ekim alanlarinda, C. beticola’
nin patotiplerinin belirlenmesi i¢in temin edilen 100 adet Cercospora izolati
lizerinden patojenite calismasi yapmislardir. Patotiplerin belirlenmesi i¢in her biri
farkli dayaniklilik genlerine sahip, bes seker pancart g¢esidi kullanilmistir. Cesit
reaksiyonlari, ¢esitlerin izolatlarla asilanmasindan 15 giin sonra 1-9 skala 6l¢egine
gore hastalik siddetinin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir. Bes test ¢esidinin reaksiyonlari
sonucunda fungusun 15 patotipi tespit edilmistir. Patojenite sonuglari dendrogram ile
karsilastirildiginda elde edilen patotiplerin herhangi bir farkli grup altinda
toplanmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar, molekiiler tekniklerin C. beticola patotipleri
arasinda ayrim yapmakta etkili olmadigin1 ve bir patojen yiiksek genetik cesitlilige
sahipse, patotiplerinin molekiiler tekniklerle kolay bir sekilde ayirt edilemeyecegini

ortaya koymustur.

Oldukga yakin bir gegmisten sonra seker pancari g¢esitlerinde C. beticola
direncinin gelistirilmesi, genetik¢iler ve i1slahgilar tarafindan ortak bir hedef haline
gelmistir. Yabani deniz pancarmin, B. vulgaris subsp. maritima, uzun zamandir C.

beticola direng genlerinin kaynagi oldugu belirlenmistir (Rossi, 1995).

Bilinen bir esey formu olmamasina ragmen esit siklikta iki alternatif ¢iftlesme
tipi genin, Avrupa'nin bazi bolgelerinde (MAT1-1-1 ve MAT1-2-1) kesfedilmesi
nedeniyle C. beticola heterotalik, askomiset olarak kabul edilir. Popiilasyon genetigi
calismalar1 da Kuzey Dakota'daki seker pancari liretim alanlarinda eseyli devresinin
olabilecegini goOstermistir. Buna karsin, ABD'min diger bolgelerinde veya Orta

Dogu'da eseyli liremeye dair higbir kanit bulunmamaktadir (Vaghefi et al.,2019).

12



Cercospora beticola, seker pancarinda (Beta vulgaris) Cercospora yaprak
lekesi hastaligina neden olan hemibiotrofik bir fungustur. Kolonizasyonun ilk
semptomsuz biyotrofik asamasindan sonra, fungusun nekrotrofik bir yasam tarzina
ge¢mesiyle konak yapraklarda nekrotik lezyonlar ortaya ¢ikar. C. beticola nin
yagsam donglisiini tamamlamasi i¢in nekrotik bitki dokusuna ihtiyag duydugu
bildirilmektedir (Weltmeier ve ark., 2011), Fitotoksik ikincil metabolit serkosporinin
birka¢ Cercospora tiirii i¢in fungal viriilans: kolaylastirdigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, serkosporin iiretimi ve ardindan reaktif oksijen tiirlerinin serkosporin
tarafindan baslatilan olusumu 1518a bagli oldugundan, bu toksin tarafindan hiicre
Oliimiiniin uyarilmasi yalnizca 1g1tk doneminde tam olarak saglandig: bildirilmektedir.
Ancak ayni ¢aligmada, C. beticola'nin enfeksiyon sirasinda efektor protein CbNipl
salgiladigimi ve 151tk yoklugunda 48 saat icinde seker pancari yapraklarina
infiltrasyonda nekroza neden olma yetenegine sahip oldugu yapilan calismalarda

kanitlanmistir (Ebert et al.,2020).

Tiirkiye’de 2011 yili Temmuz-Eyliil aylarinda pancar {iretiminin yapildig: 11 il
ve ilgelerinde Cercospora hastaliginin yaygmliginin belirlenmesi amaciyla siirvey
calismasi yapilmistir. Toplam 391 tarlada siirvey yapilmis, 193 tarlada C. beticola
yaprak lekesi etmeninin varlig1 saptanmistir. Hastaligin en fazla gortldiagi il, %82.4
oran ile Yozgat ili olmus, bunu sirasiyla Kirsehir (%75) ve Kastamonu (%72.7) illeri
takip etmistir. Ayrica, elde edilen Cercospora izolatlari igerisinden 66’s1 ile
patojenite caligmalar1 yapilmistir. Yiiriitiilen bu ¢alisma sonucunda, patojenite testi
i¢in kullanilan izolatlarin 15 tanesinin viriilensinin ¢ok yiiksek oldugu belirlenmistir.
Viriilensi yiiksek olan izolatlar igerisinden segilen iki C. beticola izolati ¢esit
reaksiyonu ¢alismalarinda kullanilmigtir. Denemede kullanilan cesitlerden cv.
Turbata ve cv. Serenada her iki Cercospora izolatina kargt dayaniklilik gosterirken,

cv. Kassandra her iki izolata kars1 da hassas reaksiyon gostermistir (Tunali vd., 2018)

Yine 2011 yilinda Tunali vd., (2016) yaptigi bir slirvey calismasinda,
hastaligin daha onceleri yaygin goriilmeyen Orta Anadolu bdlgesinde ki illerde de
yayginlagtifi ve inceleme yapilan 10 ilin incelenen tarlalarinda hastaligin
yayginligiin ortalama % 59.1 oldugunu saptamislardir. Ayni ¢alismada 2013 yilinda
yaptiklari ikinci arazi siirveyinde ise hastaligin daha 6nce goriilmeyen karasal iklimin
hiikiim siirdiigii illerde dahil hemen her alanda giderek daha fazla yayildigi
bildirilmistir.
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2.4. Cercospora beticola ile Yapilan Molekiiler Calismalar

Fas’ta yapilan bir ¢alismada C. beticola’nin molekiiler tanimlamasinin, spesifik
primerler (AGCACAGTATCATGATTGGTATGG; ve
CACTGATCCAGACGGAGTACCTG) ile 42 saflagtirilmis  izolat  igin
gerceklestirildigi bildirilmistir. Ayni ¢alismada Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ve Minisatellite veya Microsatellite
bolge DNA'sinin (DAMD) Direkt Amplifikasyonu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Sonug olarak ayni pancar iiretim bolgesinden gelen izolatlar i¢in bile kullanilan
primere bagl olarak yiiksek bant cesitliligi oldugu ve izolatlarin, yiiksek bir
morfolojik ve molekiiler farklilik gosterdigi belirlenmistir (EI-Houssni, 2021).

Amerika’dan Avrupa’ya seker pancarinin gitmesiyle C. beticola’nin seker
pancar1 ve diger konukculara yayildigi New York’ da etmen bir grup olustururken,
ikinci grubun Kanada, Avrasya, Sili, Hawai, kuzey Dakota ve Michigan ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Bu bolgeler arasindaki gen akisi ¢ikarimlari, bir kiimenin
kaynagimin muhtemelen Avrasya'da oldugunu, diger kiimenin kaynaginin ise
bilinmedigini gostermektedir. Bu durumda C. beticola’nin ¢ok uzak mesafelere

dagilabildigi hipotezi dogrulanmaktadir (Knight et al., 2019).
2.5. Cercospora beticola ile Miicadele

Seker pancarinda Cercospora yaprak lekesi hastalig1 ile miicadelede fungisit
kullanim1 ve dayanikli ¢esit yetistirilmesi en ¢ok ele alinan miicadele yontemleridir.
Ancak bu patojenin bilinen genetik degiskenligi nedeniyle gesitlerin dayanikliligi ¢ok
cabuk kirilmakta, kullanilan fungisitlere karsti da ¢ok c¢abuk dayaniklilik
olusmaktadir (Ozgiir 2003). Bununla birlikte hastalik entegre miicadele ydntemi
uygulanarak kontrol altina alinabilmektedir. Miinavebe ve dayanikli ¢esit
yetistiriciligi ile birlikte kimyasal miicadele de uygulandiginda, {irlin hastaliktan
biiyiik oranda korunabilmektedir (Brent, 1995; Meriggi et al., 2000; Schaufele ve
Wevers, 1996, Smith and Campbell, 1996; Wiedemann and Merdinoglu, 1991). Ote
yandan son yillarda, C. beticola popiilasyona karsi uygulanan fungusitlere karsi
dayanikliligin ortaya ¢ikmasi nedeniyle yapilan c¢aligmalar da artis gostermistir

(loannidis and Karaoglanidis, 2000; Timbek vd., 2011; Trkulja et al., 2015).

Nikou et al., (2009) tarafindan, C. beticola izolatlari, Kuzey Yunanistan'da

triazollerle yogun bir sekilde ilaglanan seker pancari tarlalarindan izole edilmistir.
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Direng faktorleri 18 ila 25 ve 65 ila 115 arasinda degisen iki direngli fenotip
tanimlanmistir. Epoksikonazole direngli izolatlar triazol flutriafole daha az duyarh
bulunmus ancak benzimidazol benomil ve karboksamid boscalid’e duyarh
bulunmustur. Yiiksek direncgli fenotiplerdeki dayanikliligin mutasyonlar1 ile higbir
uygunluk iliskilendirilmemis ve fungisit icermeyen ortamda C. beticola’ da ilk kez
dort nesil sonra C-14 alfa-demetilaz geninin (CYP51) izole edildigi bildirilmistir.
Cogu izolat direng seviyelerini korumustur. Sadece yliksek direngli izolatlarda
gbzlenen notr bir mutasyonun, PCR-RFLP molekiiler direng tanisinin gelistirilmesine

izin verdigi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hastalikh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Bu caligmada 2022-2023 yillar1 arasinda Samsun ilinde seker pancari, pazi,
kirmiz1 pancar ve ispanak iiretiminin yapildigi Bafra, Carsamba, 19 Mayis ve
Atakum ilgeleri ile bu ilgelere bagli kdylerinde arazi siirveyleri gerceklestirilmistir.
Samsun ilinde hastalikli kiiltiir bitkisi ve yabanci ot 6rneklerinin toplandigi bolgeler
Tablo 3.1’de verilmistir. Samsun ilinde siirvey yapilan arazilerden toplanan yabanci
otlardan hastalik elde edilemedigi igin, Amasya ilinin Suluova ve Merzifon
ilgelerinden de yabanci ot Ornekleri toplanmistir (Tablo 3.2). Bitki 6rneklerinin
toplanmas1 esnasinda tarlalarin kdsegenleri boyunca tarla biiyiikliigline gore 10-15
adimda bir bitkiler incelenmis, hastaligin tipik lekeleri bulunan yapraklar tarla basina
her 6rnek icin 3-5’er adet olacak bigimde plastik torbaya konarak etiketlenmistir.
Siirveylerde aynmi bolgede birbirinden uzak noktalar tercih edilmistir. Arazi
caligmalarinda toplanan bitki 6rnekleri +4 °C’de saklanmis ve birkag¢ giin iginde bitki

orneklerinden izolasyon islemleri gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1. Samsun ilinden seker pancari yaprak 6rnegi toplanan ilge ve koyler

Iige Koy

Ikizpinar
Orencik
Kahramandere
Bafra Kosu
Meskenler
Sarikdy
Bakirpinar
Catak
Carsamba Yukarikarabahge
Bolmecayirt
Yenikaracali
Atakum Incesu
Taflan
Alanlh
19 Mayis Yukariengiz
Yesilyurt
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Tablo 3.2. Samsun ve Amasya illerindeki seker pancari arazilerinden toplanan lekeli yabanci otlar

Convolvulus arvensis Tarla sarmasig1
Chenopodium album Kazayagi
Amaranthus retroflexus Tilki kuyrugu
Rumex crispus Kirvircik labada
Sonchus oleraceus Adi esek marulu
Xanthium strumarium Domuz pitiragi
Rubus canescens Yabani bogiirtlen
Persicaria lapathifolia Tirson

3.2. izolatlarin Gelismesini Saglayan Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Bu c¢aligmada izolatlarin gelisimi i¢in patates dekstroz agar (PDA) ve seker
pancart yaprak eckstrakti agar (SBLEA) besi ortami kullanilmistir. PDA besi
ortaminin hazirhiginda 6nerilen 39 gr Patates Dekstroz Agar (Merck), 1000 ml saf su
icinde ¢ozdiiriilmiis ve otoklav sisesinde 121 °C’de 20 dakika boyunca otoklavda
steril edilmistir. SBLEA besi ortami i¢in ise 300 gr seker pancar1 yapragi 1 litre saf
su ile kaynatildiktan sonra silizge¢ yardimiyla siiziilmiis ve icerisine 12 gr agar
eklenmistir. Suyu azalan ortam 1 litreye tamamlanarak 121 °C’de 20 dakika boyunca
otoklavda steril edilmistir. Steril edilmis ortamlarin sicakligi 50 °C’nin altina
distiigiinde icerisine oxytetracycline (0,1 g/1) antibiyotigi eklenerek 9 cm ¢apindaki
steril plastik Petri kaplarina yaklasik 20 ml olacak sekilde steril kabinde dokiilmiis ve
sogumaya birakilmig, soguduktan sonra izolasyon c¢aligmalarina kadar +4 °C

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.3. Hastahkh Bitki Orneklerinden izolasyon Calismalari

Hastalik belirtisi gosteren yaprak ornekleri, lizerinde bulunan derin ve genis
lezyonlu alanla birlikte saglikli kismi da i¢eren 0,5 cm uzunlukta kesilerek % 2’lik
NaOCl igerisinde ti¢ dakika ylizeysel dezenfeksiyona tabi tutulmustur. Bu parcalar 2
seri steril saf sudan gecirilerek NaOCl kalintis1 uzaklastirilmis ve dokulardaki fazla
suyun giderilmesi amaciyla steril kurutma kagitlari arasinda kurumaya birakilmistir.
Kurutma kagidindaki lezyonlu pargalar, igerisinde 2’ser adet nemli kurutma kagidi
bulunan dokuz cm’lik Petri’lere 4-5 parca olacak sekilde steril pens yardimiyla
yerlestirilmistir. Petriler 25 °C sicaklikta, giin 15181 ve yakin ultraviole 1s1k altinda 24-
48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Gelisen konidiler x10’luk biiylitmede 151k
mikroskobu altinda incelenip, tipik Cercospora konidi gelismesi gosterenler
belirlenerek isaretlenmis ve igerisinde PDA ortam1 bulunan 6 cm’lik Petri kaplarina

steril kiirdan yardimiyla alinmistir. Isik mikroskobu altinda goriilen konidiler Sekil
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3.1’ de verilmistir. Izolasyonlarda bulasma riskine karsi Konidiler iki tekerriirlii
olarak Petri’lere aktarilmistir. Buna ragmen bulasan ornekler olmus, bu Grnekler

temiz bir gelisme gosterene kadar izolasyon ¢aligmasi devam ettirilmistir.

Sekil 3.1. Isik mikroskobu altinda goriilen tipik Cercospora konidi ve konidiofor gelisimi

3.4. Izole Edilen Cercospora izolatlarinin Saklanmasi

Hastalikli bitki 6rneklerinden elde edilen Cercospora izolatlari, kisa siireli
saklanmasi i¢in PDA ortaminda +4 °C’de buzdolabinda, uzun siireli saklanmasi igin
-80 °C’de derin dondurucuda tutulmustur. Bunun igin 25 °C sicaklikta, floresan 1s1k
altinda ve PDA ortaminda 6-7 giin gelismesi tamamlanan izolatlardan, 3 mm ¢apinda
steril mantar delici ile agar diskleri olusturulmus ve bu diskler steril cryo-viallere

aktarilarak etiketlenmis ve -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Spor verimini kontrol etmek amaciyla -80 °C’de saklanan izolatlar PDA besi
ortamina ekilmis ve 25 °C floresan 1s1k altinda 7-8 giin gelisen kolonilerden preperat
yapilarak mikroskopta incelendiginde inokulasyon i¢in yeterli spor olmadigi

goriilmustiir. Spor verimini tesfik etmek amaciyla ii¢ farkli yontem kullanilmistir.

Birinci yontemde kolonilere steril bir bistiiri ile cizikler atilarak tekrar
gelismeye birakilmistir. 2-3 giin sonra koloniler 151tk mikroskobu altinda

incelenmistir.

Ikinci bir yontem olarak, izolatlar SBLEA besi ortamma ekilerek 14 °C
sicaklikta ve 1s1ksiz ortamda gelismeye birakilmistir. Gelisme sonunda koloniler 1s1k

mikroskobunda incelenmis ve Thoma lamu ile spor miktar1 sayilarak kaydedilmistir.
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Uciincii bir yontem olarak SBLEA besi ortaminda gelisen kolonilerden steril
bistliri yardimiyla agar parcasi alinarak tekrar SBLEA besi ortamina yaymak
suretiyle aktarilmistir. 14-15 °C sicaklik ve 15 saat floresan giin 15181 altinda inkiibe
edilen petriler incelenmistir. Thoma lam ile spor miktar1 sayilararak kaydedilmistir.
Uc yontem de karsilastirilarak calismalar en iyi spor veren yontemle devam

ettirilmistir.
3.5. Seker Pancari Bitkisinin Yetistirilmesi ve Patojenite Testleri

Bu c¢alismada Ankara Seker Pancar1 Enstitiisii'nden temin edilen, Cercospora
spp.’ye hassas bir seker pancari cesidi olarak bilinen Smart Briga c¢esidi ve
Cercospora spp.’ye dayanikli oldugu bilinen Libellula ¢esidi kullanilmistir. Yiizeysel
dezenfeksiyon asamasinda tohumlar once %2’lik NaOCI igerisinde 3 dk
bekletildikten sonra steril saf su bulunan kaplara alinmistir. Tohumlar 2 seri steril saf
sudan gegirildikten sonra steril kurutma kagitlar1 arasinda kurumaya birakilmistir.
Dezenfeksiyon islemi tamamlanan tohumlar, ¢imlenmesi igin igerisinde ince bir
tabaka halinde steril kum ve steril su bulunan kiivetlere yerlestirilmistir. Uzeri stre¢
film yardimiyla kapatilarak 25 °C sicaklik ve floresan 1s1k altinda 7 giin siireyle
cimlenmeye birakilmigtir. Uygun sicaklik ve floresan 1sik altinda 7 giin sonunda
¢imlenmesini tamamlayan seker pancari tohumlari, igerisinde steril toprak-kum-perlit
(Lv:lv:lv) karigimi bulunan 9 cm ¢apli plastik saksilara pens yardimiyla
sasirtilmistir. Daha Onceden hazirlanmis olan bu saksilardaki toprak karigimi,
sterilizatdrde 165 °C’de 2,5 saat olmak iizere iki kez steril edilmistir. Deneme tesadiif
parselleri deneme desenine gore her bir saksida 3 tohum olacak sekilde, her bir izolat
ve kontrol icin 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. Seker pancar fideleri 5 yaprakl
doneme geldiginde her saksida 2 fide olacak sekilde seyreltme yapilmistir ve

patojenite ¢aligmalarina kadar diizenli olarak sulanmistir.

Sekil 3.2. Iklim odasinda yetistirilen inokulasyona hazir seker pancari bitkileri
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SBLEA besi ortaminda gelisme siiresi tamamlanan C. beticola kiiltiirlerinin
tizerine yaklagik 10’ar ml steril saf su konularak bir firca yardimi ile fungus agar
yiizeyinden kazinarak alinmis ve bir siispansiyon hazirlanmistir. Bu siispansiyon bir
tillbent yardimiyla siiziilerek misel ve agar pargalarinin siispansiyondan arindirilmasi
saglanmistir.  Igerisine  %0,05 oranmda Tween 20 damlatilmistir. Spor
siispansiyonlar1 Thoma lamu ile sayilarak 5x10* yogunlugunda siispansiyonlar elde

edilmistir.

Hazirlanan siispansiyonlar, her bir izolat i¢in 3 tekerriirli olarak bitkilere
tamamen 1slatilacak sekilde piskiirtiilmistiir. Kontrol grubundaki bitkilere ise sadece
steril saf su piiskiirtiilmiistiir. Inokulasyon yapildiktan sonra bitkiler 23 °C” de 14 saat
giinis181/10 saat karanlik sartlarda nem c¢emberine alinmistir. Bunun igin saksilara
1slak polietilen torbalar gegirilerek 48 saat nem ¢emberinde tutulmus, 48 saat
sonunda nem ¢emberinden ¢ikarilarak iklim odasinda ayni sartlarda gelismeye
birakilmistir. Islak polietilen torbalara alinan saksilar sekil 3.3’de verilmistir.
Inokulasyonu takiben gelismesi tamamlanan bitkiler, KWS (Kleinwanzlebener
Saatzucht, 1970)’ nun 0-10 skalas1 kullanilarak yaprak leke simptomlar1 yoniinden

degerlendirilmistir.

/]

Sekil 3.3. Inokulasyon sonras1 polietilen torbalar icerisine alman bitkiler

Yetistirilen seker pancari bitkileri hazirlanan spor siispansiyonlari ile inokule
edildikten sonra, her bir saksi bitki ¢esidini ve inokule edilen izolat numarasini

belirtecek sekilde numaralandirilmistir. Bu numaralandirma asagidaki tabloda
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verilmistir (Tablo 3.3). Elde edilen yabanci ot izolat1 patojenite testinden sonra elde

edildiginden bu izolat ile patojenite testi yapilamamaigtir.

Tablo 3.3. Kullanilan seker pancari gesitleri, kullanilan izolatlarin numaralari, izolatlarin elde edildigi
bolge ve bitkiler

Cesitler Konsantrasyon numaralari izole edilen bolge ve bitki

1 Catak — Seker pancari

2 Alanli 2 — Seker pancar1
3 Orencik — Seker pancari
4 Alanli 3 — Pazi1

5 Yukariengiz — Pazi

6 Yukarikarabahge- Pazi
7 Alanli — Ispanak

8 Irmaksirt1 - Pazi

9 13-45 — Seker pancar1

1. Libellule

2. Smart Briga

10 Meskenler — Seker pancari
11 Kosu 2(1) — Kirmiz1 pancar
12 Alanl 1 — Paz1

13 Kosu 1(3) — Kirmiz1 pancar
14 Bolmecayir1 — Pazi

15 Kosu 3 — Kirmizi pancar
16 Kosu 2(2) — Kirmiz1 pancar
17 Taflan — Pazi

18 Bakirpinar — Seker pancari
19 Ikizpinar — Seker pancari
20 Kahramandere — Seker pancari
21 Kosu 1 — Kirmizi pancar
22 Kosu 2 — Kirmizi pancar
23 Yenikaracali — Pazi

3.6. Cercospora beticola izolatlarindan DNA Ekstrasyonu

Yapilacak DNA ekstrasyon c¢alismalar1 amaciyla segilen 7 farkli izolat, PDA
besi ortaminda 10 giin siire ile gelismeye birakilmistir. Gelismesi tamamlanan
izolatlardan steril mantar delici ile her izolattan ikiser parga olacak sekilde agar disk
pargasi alinip, igerisinde patates dekstroz sivi (PDB) besi ortami bulunan erlenmayer
igerisine birakilmistir. Erlenmayer igerisinde 10 giin siire ile ¢alkalayicida gelistirilen
fungus kiiltiirii bir huni ve icine konulan bir tiilbent iizerine akitilarak sivi kisminin
uzaklasmasi saglanmustir. Ustte kalan fungal kitle ise kurutma kagitlar1 {izerinde
kurumaya birakilmistir. Kurumasi tamamlanan fungus kiiltiirii pens yardimiyla steril
Eppendorf tiiplere aktarilmistir ve bu tiiplerin {izerine steril igne ile delikler agilarak
liyafilizatorde kurumaya birakilmistir. Tamamen kuruyan misel pargalar
liyafilizatorden alinarak yeni Eppendorf tiiplere aktarilmistir ve misel pargalari toz

haline gelene kadar ezilmistir. Toz haline getirilen izolatlarin {izerine 700 pl buffer |
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eklenerek vortekslendikten sonra, 2000 rpm’ de 2 dakika santrifiijlenmistir. Her bir
izolatin iist tarafinda biriken sivi kismindan 90 pl alinarak yeni Eppendorf tiiplere
konulmustur ve iizerlerine 10 pl buffer II eklenmistir. Izolatlar vorteksden
gegirildikten sonra 65 °C’de 1 saat etiivde tutulmustur. Etiivden alinan izolatlar 3500
rpm’ de 10 dakika stireyle tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiijden aldigimiz tiiplerin
iist kisminda kalan silipernatant sividan 40 pl alinarak ayri1 bir Eppendorf tiipe
aktarilmistir ve tizerine 100 pl etanol eklenerek 2000 rpm’ de ve 4 °C’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Ardindan tiipiin list kisminda biriken sivi uzaklastirilarak bir giin

stireyle bekletildikten sonra ultra saf sudan 100 ul eklenerek -20 °C’ye kaldirilmstir.
3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Calismasi

PCR reaksiyonlari, 1XPCR reaksiyon tamponu, dNTP’den 0.2 mM, 2mM
MgCl12, her bir primerden 0.4 uM, 1.2 iinite Tag DNA Polimeraz ve 40 ng izolat
DNA’s1 igerecek sekilde 50 upl’ lik bir reaksiyon karisiminda gergeklestirilmistir.
Genomik DNA’nin ITS lokusunu amplifiye etmek i¢in, White et al., (1990)
tarafindan belirlenen ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) ve ITS4 (5°-
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) primer ¢ifti kullanilmigtir.

PCR iiriinlerine 1x TAE tampon soliisyonunda %1,5’lik agaroz jel igerisinde
elektroforetik ayrim uygulanmistir. 1X TAE tampon soliisyonu ve agaroz karigimi
mikrodalgada homojen hale gelene kadar ¢6zdiiriilmiistiir. Homojen ¢ozelti 40 °C’ye
kadar sogutularak jel tepsisine dokiilmiistiir. Hazirlanan agaroz jeldeki kuyucuklara
PCR iiriinlerinden 10 pl alinarak 2 pl yiikkleme de boyasi eklenerek yiiklenmis ve 60
dk 90 volt elektriksel alanda yiiriitilmiistiir. Markor olarak GeneRuler 100 bp+ DNA
ladder kullanilmistir. Agaroz jel siire sonunda etidyum bromiir ile boyanarak PCR

tirlinlerin varlig bir jel goriintiileme sisteminde kontrol edilmistir.
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Sekil 3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu: Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi (a), PCR iiriinlerinin
agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenmesi (b), Agaroz jelde PCR {irtinlerinin goriiniimii (c),
PCR iiriinlerinin elektroforezde kosturulmasi (d).

3.8. ITS-1 ve ITS-4 bolgesinin kismi gen dizilemesi

Cercospora beticola izolatlar arasindaki genetik farkliliklarin ortaya konulmasi
amaciyla, ITS1 ve ITS4 bolgelerini kapsayan kisminin kismi gen sekansi yapilmistir.
Belirtilen bolgenin ilk olarak ITS1 ve ITS4 primer ciftleri ile (ITS1: 5°-TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G-3’ ve ITS4: 5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°)
PCR c¢ogaltimlart yapilmistir. PCR reaksiyonlar1 50 pl toplam hacimde
hazirlanmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinden 10 pl, %1.5 agaroz jel elektroforezis ile
goriintiilenmis, goriintiilemelerde yaklasik 400-500 bp’lik bant gosteren izolatlar
ITS1 ve ITS4 primer ¢iftleri i¢in hazirlanan reaksiyon stoklari ile gen sekanslama
hizmetinin almacagr firmaya gonderilmistir. Elde edilen sekanslar, Dnastar
(Lasergene, Wisconsin, USA) kullanilarak Clustal metodu ile siralanip diizenlenmis
ve GENEBANK veri tabanina gore izolatlarin belirtilen gen bdolgesinin

karsilastirilmast ve dogrulanmasi yapilmigtir. Tiim filogenetik analizler, PAUP 4.0
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b10 kullanilarak gerceklestirilmis, Unweighted parsimony analizleri, bireysel olarak
agac bisection-reonnection (TBR) dallanma degis tokuslu (branch swapping), 100
ilave tesadiifi sekansla heuristik se¢enck kullanilarak gergeklestirilmistir. Kalde

sabitesi 1000 bootstrap tekrarlamali olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Seker pancarinda verim ve kalite lizerinde 6nemli ve olumsuz etkilerinin
oldugu goriilen Cercospora yaprak lekesi etmeninin Samsun ili, ilge ve kdylerinde
seker pancar1 ve akraba konukcularinda yaygin olarak bulundugu goézlemlenmistir

(Sekil 4.1).

©)

Sekil 4.1. Seker pancar1 (A), pazi (B) ve kirmizi pancar (C) tarlasinda Cercospora beticola’nin
olusturdugu belirtiler ve hastaligin genel durumu
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Yaptigimiz bu ¢aligmada, 2022-2023 yili Nisan-Eyliil aylar1 arasinda Samsun
iline bagh ilge ve koyleri ile Amasya ilinin Merzifon ve Suluova ilgesinde yapilan
slirvey caligmalarinda, C. beticola hastalik etmeninin akraba konukgusu olan kiiltiir
bitkilerinin (seker pancari, kirmizi pancar, hayvan pancari, pazi, 1spanak vb.)
bulundugu arazilerden hastalikli bitki ve yabanci ot ( Amaranthus spp., Convolvulus
arvensis, Chenopodium album, Xanthium strumarium, Sonchus oleraceus, Rumex
spp., vb.) 6rnekleri toplanmistir (Sekil 4.2). Hastalik etmeni, Samsun ilinin siirvey
yapilan arazilerinde oldukc¢a yaygin olarak goriilmiistiir. Hastalik etmeni gezilen
tarlalardaki akraba yabanci otlardan sadece Chenopodium album (Sirken)’ dan elde

edilmistir. Benzer belirti gosteren diger yabanci ot orneklerinde ise g¢ogunlukla

Alternaria spp. ve Colletotrichum spp. gelisimi gorilmiistiir.

P 3

vl

) ©

Sekil 4.2. Cercospora beticola hastalik etmeninin neden oldugu belirtiler: a. Seker pancari, b. Pazi, c.
Ispanak, d. Kirmizi pancar, e. Lekelerin yakindan goriintiisti
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Yapilan siirveyler sonucunda, Cercospora yaprak lekesi belirtisi gosteren ve
konukgusu oldugu diistiniilen kiiltiir bitkileri ve yabanci otlardan toplanan enfekteli
yapraklardan izolasyon yapilmis ve 23 kiiltiir bitkisi izolati1 ve bir yabanci ot izolati
saf olarak elde edilmistir. Izolasyonlar icin inkiibasyona alinan yaprak parcalari
ikinci glinden itibaren incelenmis ve Cercospora’nin pseudostroma iizerinde bulunan
tipik konidiofor ve konidiler alinip 25 °C'de 10 giin boyunca inkiibe edilmistir. Bu
donemde ikinci giinden itibaren yogun Alternaria spp. konidiofor ve konidileri
yapraklarin lizerinde gelismis ve izolasyon zorlugu yaratmistir. Ayni sekilde yapilan
caligmalarda inkiibasyonun ilk iki giiniinde farkli tirlerde Alternaria
kontaminasyonun ortaya ¢iktigi ve Cercospora yaprak lekesi etmeninin yavas

gelismesinden dolay1 {izerinin Alternaria spp. tarafindan kapatildigi bildirilmistir
(Weiland and Koch 2004).

izolasyon sirasinda hem PDA hem de SBLEA besi ortami kullamlmis ve ikisi
arasinda kiiltiirlerin gelisme sekli acgisindan farklilik gortlmistiir. Her iki besi
ortaminda gelisen kolonilerin grimsi-siyah renkte ve tozlumsu yapida oldugu ancak
PDA ortaminda yuvarlaga yakin, SBLEA ortaminda parcali gelisme gosterdigi
gozlenmistir (Sekil 4.3). Chenopodium album’dan ve farkli kiiltiir bitkilerinden elde
edilen kiiltiirlerin arasinda da gelisme sekli agisindan farklilik goriilmemistir (Sekil
4.4). izolatlar farkli sicaklik ve 151k kosullarma da konularak aralarindaki gelisme

farkliliklar1 belirlenmistir.

Sekil 4.3. PDA ve SBLEA besi ortamlarinda Cercospora beticola gelisimi
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Sekil 4.4. Chenopodium album’ dan elde edilen Cercospora beticola etmeninin PDA ortaminda
gelisimi (a), 151k mikroskobunda goriilen spor yapisi (b).

Iki farkli besi ortaminda ve farkli sicaklikta yapilan ¢alismalar sonucunda
istatistiksel olarak ii¢ yontem arasinda da farkliliklar oldugu belirlenmistir. Buna
gore en iyi sporlanmanin 25 °C sicaklik ve floresan 151k altinda PDA ortaminda
meydana geldigi belirlenmistir. Isiksiz ortamda ve 14 °C sicaklikta gelisen
kolonilerin, 1s1kli ortamda gelisen kolonilere gore daha az sporlanma olusturdugu
gorlilmiistir. Ahmetjan and Halz (1973) da yaptiklart ¢alismalarda buna benzer
sonuglar elde etmis, sporlanmanin optimum 25 °C’de 1sikli ortamda olustugunu
belirtmislerdir. Bu da 1s181in, Cercospora sporlarinin gelisimi {izerinde olumlu
etkisinin oldugunu gostermektedir. Calpouzos and Stalknecht (1965, 1966) ise
yaptiklar1 ¢aligma sonucunda farkli sonuglar elde etmis, sporlanmanin en yiiksek 15
°C’de, en az ise 30 °C’de oldugunu, 15181n ise spor gelisimi {izerinde indirekt etkisi
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir arastirmada, 1sik rejiminin C. beticola
sporiilasyonunda en belirleyici unsur oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir.
SBLEA besiyeri ve 12 saat periyodik 151k ve karanlikta sporlanma %66,67 iken,
PDA besiyeri ve 12 saat 151k kullanildiginda sporlanma %60,42 olarak kaydedilmis
ve PDA’da karanlikta tutuldugunda sporlanma 96,25 iken, SBLEA besiyeride
tamamen karanlikta sporlanma %20,83 olarak kaydedilmistir (Housni et al.,2021).

Goktirk ve Doken (2000)’in ¢alismalari siiresince besi ortamlarindan aldigi
konidi ve konidiofor orneklerinin dlgiilmesi sonucu, PDA ve SBLEA besi
ortamlarinda konidi boyutlarin sirasi ile 2.3-6.5x37-105 pm ve 2.1-6.9x37-107 pum
olarak birbirlerine yaklasik degerde bulmuslardir. Konidioforlarin bitki dokusunda
3.5-4.5x60-172 pum olarak ol¢iildigi, PDA besi ortaminda 3-4x45-160 pm ve
SBLEA besi ortaminda 3-4x47-157 pm oldugu belirlenmistir. Bir baska arastirici
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ekibi ise konidiofor boyutlarini 5x58-200 pm olarak saptamislardir (Carels et al.,
1990). Yaptigimiz ¢alismada konidilerin bolme sayilart 3-12 arasinda bulunurken,
bazi ¢alismalarda 2-10 arasinda bélmesi oldugu bildirilmektedir (Goktiirk ve Doken,
2000; Kirk 1954). Yapilan bir ¢alismada ise dort farkli seker pancarindan alinan
orneklerde en yiiksek bolme sayisinin 17 ila 20 arasinda degistigi belirtilmektedir

(Rossi et al., 2000).

Yaptigimiz incelemelerde fungusun PDA besi ortaminda alttan koyu
kahverengi ve iistten donuk daha acik renkli yuvarlaga yakin bir gelisme gosterdigini
gbzlemlenmistir. Ayrica konidilerin, ince uzun oldugu, konidi eninin alt ve iist
tarafinda birbirlerinden farkli boyutlarda oldugu belirlenmistir. Konidioforlarin ise
uzun, hafif kivrimli dallanmayan c¢ok sayida bolmeli oldugu saptanmistir (Sekil 3.1).
Bir ¢ok arastiric1 da benzer bir sekilde besi ortaminda fungusun donuk kahverengi
renkte, dallanmayan diiz veya hafif kivrimli, ¢ok sayida bolmeli konidioforlar
tizerinde olustugunu bildirmektedir (McKay and Pool, 1918; Kirk, 1954; Carels et
al., 1990: Goktirk ve Doken, 2000).

Izolasyonlarm yapildigi ortamlar karsilastinldiginda ise, Hudec et al.,
(2022)’nin aksine, PDA besi ortaminda SBLEA besi ortamia gore daha yiliksek
oranda spor gelisimi oldugu saptanmistir. Seg¢ilen bazi izolatlardan elde edilen
kolonilerin, farkli ortam ve sicakliklarda goriilen spor yogunluklari Tablo 4.1° de
verilmistir.

Tablo 4.1. Segilen bazi izolatlardan elde edilen kolonilerden, farkli ortam ve sicakliklarda saptanan
spor sayilari

Omeginin alindigi 14 °C, 151ks1z 25 °C, floresan 14 °C, floresan 1s1kl1
lokasyon ve bitki SBLEA 1s1kli PDA SBLEA ortaminda
ortaminda ortaminda (spor/ml)
(spor/ml) (spor/ml)
Kosu 1- Kirmizi pancar 1,2x10° 1,2x10° 5x10*
Kosu 2- Kirmizi pancar 6x10* 4x10° 6x10*
Yenikaracali- Pazi 2x10* 2,2X105 6x10*
Alanli 2- Paz1 8x10* 4,6x10° 1x10°
ikizpinar 4- S. pancari 1,4x10° 1,8x10° 1,2x10°
Meskenler 3- S. pancari 6x10* 1,2x10° 4x10*
Alanli 1- Ispanak 5x10° 6x10* 4x10*

Spor yogunluklar1 belirlenen izolatlar ile yapilan istatistik sonuglarina gore,
kullanilan ¢ farkli yontem ile elde edilen spor yogunluklari arasindaki farkin

Oonemsiz oldugu, ayn1 zamanda izolatlar arasinda da spor yogunluklar1 arasindaki

29



farkin 6nemsiz oldugu goriilmiistir. Fakat elde edilen toplam veriler géz oniinde
bulunduruldugunda en iyi sporlanmanin 25 °C 1sikli PDA ortaminda, en diisiik

sporlanmanin ise 14 'C 151kli SBLEA ortaminda oldugu goriilmektedir (Sekil 4.5).

Spor konsantrasyonu

250000

200000

150000

100000 B Spor konsantrasyonu

50000 .:
O T T

14 isiksiz 25 pda 14 1sikh

Sekil 4.5. Farkli ortamlarin spor konsantrasyonu iizerine etkisi (sirastyla,14 °C 1s1ksiz SBLEA ortami
25 °C 1s1kli1 PDA ortamu, 14 °C 1s1kli SBLEA ortami)

Farkl1 izolatlarin spor yogunluklari incelendiginde ise en yliksek sporlanmanin
Alanl kdytinden toplanan pazi ve 1spanak izolatlarinda olustugu géze ¢arpmaktadir.
Izolatlarin farkli agresif irklarmin bu tarlalarda bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica Kosu koytlinlin farkli arazilerinden elde edilen kirmizi pancar izolatlarinin
arasinda da spor yogunlugu acisinda fark oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda
Ikizpinar ve Meskenler koyiinden elde edilen seker pancari izolatlarinda spor
yogunluklar1 arasinda da fark oldugu gorilmistir (Sekil 4.6). Sporulasyonun
epidemilerin gelismesinde 6nemli rolii oldugu ve diger patojenlerin aksine seker
pancart yaprak hastaliklarinda, C. beticola’ nin spor iiretiminin kesinlikle yiiksek
bagill nem mevcudiyetine bagli oldugu aym zamanda da duyarli bitkilerde, C.
beticola’nin lezyon basina direngli genotiplere kiyasla daha fazla konidi irettigi
bildirilmistir (Oerke et al., 2019).
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Sekil 4.6. Farkli konukgulardan ve farkli lokasyonlardan alinan izolatlardan elde edilen spor
miktarlart

4.1. Patojenite Denemeleri

Besi ortaminda gelismesi tamamlanan izolatlardan Thoma lami ile spor sayimi
yapilarak 5x10% spor/ml yogunlugunda siispansiyonlar hazirlanmistir. Yapilan saksi
denemelerinde bitkilerin 4-5 yaprakli oldugu donemde (Sekil 4.7) hastalik etmeninin
5x10* spor/ml olan siispansiyonu bir mini el piilverizatorii ile bitkilere
puskiirtiilmiistiir. 48 saat nem g¢emberine alnan bitkiler 48 saatin sonunda nem

cemberinden ¢ikarilmis ve iklim odasinda tekrar gelismeye birakilmistir.

Sekil 4.7. Spor siispansiyonlarinin seker pancari bitkisine piskiirtiilmesi
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Sekil 4.8. Cercospora beticola’nin konidi ve konidiofor yapilart

4.1.1. Hastalik Siddetinin Degerlendirilmesi

Ik simptomlar, inokulasyonu takiben 9. giinde goriilmeye baslanmustir.
Yapilan ilk incelemede Libellule g¢esidine inokule edilen izolatlardan 12 tanesinde
belirti goriilmiis olup, bunlarin bes tanesi Catak, Alanl, Meskenler ve Ikizpinar
koylerinden aliman seker pancari bitkisinden, dort tanesi Kosu kdoyiiniin farkli
arazilerinden alinan kirmizi1 pancar bitkisinden, {i¢ tanesi ise Alanli ve Yenikaracali
koylerinden alinan pazi bitkisinden elde edilen izolatlar oldugu gériilmiistiir. Smart
Briga ¢esidine inokule edilen izolatlardan ise 5 tanesinde belirti goriilmiis olup,
bunlarn iki tanesinin Orencik ve Alanli kdylerinden alinan seker pancari bitkisinden,
iki tanesi Alanli kOyiiniin farkli arazilerinden alinan pazi bitkisinden, bir tanesi ise
Kosu koyiinden alinan kirmizi pancar bitkisinden elde edilen izolatlar oldugu
goriilmiistiir. Ispanak bitkisinden elde edilen izolatin ise uygulandigi iki seker
pancari ¢esidinde de 9. giinde belirti gdstermedigi goriilmiistiir. inokulasyonu takiben
20. giinde her bir izolat igin hastalik degerlendirmesi yapilmig ve enfekteli
yapraklardaki simptomlar goz oniinde bulundurularak, sonuglar 0-10 skalasina gore
degerlendirilmistir (Tablo 4.2). Inokulasyonun 20. giiniinde yapilan hastalik
degerlendirmesi sonucunda fungusun, biitiin bitkilerde belirti gosterdigi ancak
lekelerin yogunlugu ve bitkilerde meydana getirdigi tahrip derecesinde farkliliklar
oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.2. izolatlarin patojenitesi degerlendirilirken kullanilan deger skalasi (Saatzucht, 1970)

Skala degeri Deger Arahig:

1-5 nokta/yaprak

6-12 nokta/yaprak

13-25 nokta/yaprak

26-50 nokta/yaprak

51-75 nokta/yaprak

%3 siddetli simptom

%06 siddetli simptom

%12 siddetli simptom

%25 siddetli simptom
%50-%100 siddetli simptom

SBoo~voohr~wNnek

Bitkilerdeki simptom durumuna gore yapilan skala degerlendirmesine gore,
hastaligin bitkilerde olusturdugu genel durum Sekil 4.9°da ve farkli Kkiltiir

bitkilerinden elde edilen izolatlarin uygulandigi seker pancar1 bitkisindeki

simptomlar Sekil 4.10°da verilmistir.

Sekil 4.9. Patojenite testi sonucunda Cercospora yaprak lekesi hastaligi belirtilerinin
degerlendirilmesinde kullanilan 0-10 skalasina gore 1,3,5,7,9 skala degeri alan seker
pancar bitkilerinin gériintimii
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Sekil 4.10. Farkli bolgelerden ve farkli kiiltiir bitkilerinden elde edilen izolatlarin seker pancarinda
olusturdugu belirtiler: a. Ispanaktan, b. Pazidan, c. Kirmiz1 pancardan, d. Seker pancarindan

Yapilan uygulama sonucunda farkli bolge ve farkli kiiltiir bitkilerinden elde
edilen izolatlarin seker pancarinda olusturdugu belirtiler arasinda morfolojik olarak
fark olmadigr goriilmiistir. Fakat ayni izolatin farkli cesitlere uygulanmasi
sonucunda belirtilerin yogunlugu arasinda fark oldugu goriilmiistiir. Ayni zamanda
bazi izolatlar farkli seker pancari gesidine uygulandiginda, Cercospora’ ya dayanikli
olan gesidin hassas reaksiyon gosterirken, hassas olan ¢esidin ise dayanikli reaksiyon
gosterdigi belirlenmistir. Ornegin, Bakirpinar kdyiinden toplanan seker pancarindan
elde edilen izolatin ve Kosu koyiinden toplanan kirmizi pancardan elde edilen
izolatin uygulandigi Libellule ¢esidinde hassas reaksiyon gosterirken, Smart Briga

cesidinde dayanikli reaksiyon gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.11). Kosu koyiiniin
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farkli arazilerinden toplanan kirmizi pancar bitkisinden elde edilen izolatlarin ise

ayni g¢esitte olusturdugu hastalik siddeti ¢ok farkli olmustur (Sekil 4.12).

Sekil 4.11. Ayni izolatin uygulandigi soldaki Smart Briga ¢esidinin ve sagdaki Libellule
¢esidinin gosterdigi hastalik reaksiyonlari
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Sekil 4.12. Farkl1 bolgelerden elde edilen kirmizi pancar izolatlarinin Smart Briga
¢esitinde meydana getirdigi simptomlar

Izolatlar ve kullamilan gesitler arasinda goriilen bu farklar varyans analizi ve
SPSS paket programi ile belirlenmistir. Yapilan analiz sonucuna gore patojenite
testine tabii tutulan izolatlarin seker pancarinda olusturdugu hastalik siddeti
arasindaki farkin hem Libellule ¢esidinde (Tablo 4.3) hem de Smart Briga ¢esidinde
(Tablo 4.4) istatiksel olarak onemli oldugu ortaya ¢ikmistir. Veriler géz Oniine
alindiginda Libellule cesidinde tiim izolatlar patojen olarak bulunmus ve kontrol
bitkilerinden ayr1 gruplarda yer almistir. Bu ¢eside karsi en zayif patojenite gosteren
izolatlarin basinda L6 izolati gelmekte bunu takiben ayri bir grupta yer alan en az
hastalik siddeti olusturan izolatlar L2, L4, L7 ve L15 izolatlar1 olmustur. Bu
izolatlardan L6 pazidan izole edilirken yine 1spanaktan, kirmizi pancardan, seker
pancarindan ve pazidan elde edilen birer izolat diisiik hastalik siddeti olusturmustur.
Diger taraftan L3, L9, L19 ve L23 nolu izolatlar da en yiiksek patojenite reaksiyonu
gostermistir. Bu izolatlarin {icli seker pancarindan biri de pazidan elde edilmistir

(Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Libellule gesidine ait yiizde hastalik siddeti analiz sonuglar1

Izolat Kodu %Hastalik siddeti

L1 67.77 abcdef

L2 39.99 gh

L3 79.99 abc

L4 33.33 gh

L5 45.55 efg

L6 14.44 m

L7 31.10gh

L8 52.22 cdefg

L9 78.88 abc

L10 77.77 abcd

L11 77.44 abcde

L12 47.77 defg

L13 66.66 abcdef

L14 77.77 abcd

L15 39.99 fgh

L16 55.55 bcdefg

L17 68.88 abcdef

L18 65.55 abcdef

L19 87.77 a

L20 57.77 abcdefg

L21 76.66 abcd

L22 59.99 abcdefg

L23 83.33 ab
Kontrol 01

Smart Briga ¢esidindeki patojenite sonuglari ele alindiginda ise kontrol bitkileri
tamamen ayr1 bir grupta yer almigtir. Ancak S7, S15 ve S18 tamamen ayr1 bir grupta
yer almis ve patojenitesi diisiik diizeyde bulunmustur. Buna karsilik S3, S13, S19 ve
S22 en yiiksek hastalik siddeti olusturan izolatlar olurken, diger izolatlar ile ayni

grupta yer almistir.

Konukgu bitkiler ele alindiginda ise en zayif patojenlerden birinin 1spanaktan
digerinin kirmizi pancardan bir digerinin de seker pancarindan elde edildigi
goriilmektedir. Bu cesitte hastalik siddeti en yiiksek olanlarin ise ikisinin kirmizi

pancar ikisinin de seker pancarindan izole edildigi goriilmektedir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Smart Briga ¢esidine ait yiizde hastalik siddeti analiz sonuglari

Izolat Kodu %ggsg?k
S1 81.11 ab
S2 65.55 abcd
S3 88.88 a
S4 81.11ab
S5 77.77 ab
S6 57.77 bed
S7 40.00 de
S8 66.66 abc
S9 77.77 ab

S10 73.33 abc
S11 74.44 abc
S12 74.44 abc
S13 86.66 a
S14 64.44 abcd
S15 26.66 e
S16 64.44 abcd
S17 74.44 abc
S18 48.88 cde
S19 86.66 a
S20 64.44 abcd
S21 64.44 abcd
S22 85.55 a
S23 67.77 abc

Kontrol of

Sonuglar ele alindiginda 1spanaktan elde edilen patojenin zayif patojen olarak
her iki ¢esitte de diisiik hastalik siddeti meydana getirdigi, 3 ve 19 nolu izolatlarin
her iki ¢esitte de kuvvetli patojen olarak yiiksek hastalik siddeti olusturdugu, kirmizi
pancardan izole edilen 15 nolu izolatin da 1spanak izolatiyla birlikte her iki cesitte de

olusturdugu hastalik siddeti diisiik bulunmustur.

Elde edilen izolatlarin farkli cesitlerin iizerine uygulanmasi sonucu olusan
belirtilerin yogunlugu arasindaki fark istatiksel olarak incelenmis ve kullanilan
izolatlardan 5 ve 6 nolu izolatlar igin ¢esit farkliligi ¢ok 6nemli iken, 4 ve 12 nolu
izolatlar icin 6nemli, 1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 ve

23 nolu izolatlar i¢in ise onemsiz oldugu belirlenmistir (Tablo 4.5).

38



Tablo 4.5. Libellule ve Smart Briga ¢esitlerine ait T-Testi sonuglari

izolat Hastahk Siddeti (%)

Ccv. cv. Smart
No Libellule Briga T-Test
1 67.8 81.1 t(4)=-2.353, p=0.078 -
2 39.9 65.5 t(4)=-1.491, p=0.210 -
3 79.9 88.8 t(4)=-0.702, p=0.522 -
4 33.3 81.1 t(4)=-3.170, p=0.034 *
5 45.5 77.7 t(4)=-4.230, p=0.013 **
6 144 57.7 t(4)=-4.361, p=0.012 **
7 31.1 40 t(4)=0.590, p=0.587 -
8 52.2 66.6 t(4)=-1.167, p=0.308 -
9 78.8 77.7 t(4)=0.104, p=0.922 -
10 77 73.3 t(4)=0.434, p=0.687 -
11 74.4 74.4 t(4)=0.000, p=1.000
12 47.7 74.4 t(4)=-5.006, p=0.007 *
13 66.6 86.6 t(4)=-2.167, p=0.096 -
14 77 64.4 t(4)=0.819, p=0.459 -
15 39.9 26.6 t(4)=0.654, p=0.549 -
16 55.5 64.4 t(4)=-0.508, p=0.638 -
17 68.8 74.4 t(4)=-1.043, p=0.356 -
18 65.5 48.8 t(4)=1.515, p=0.204 -
19 87.7 86.6 t(4)=0.093, p=0.930 -
20 57.7 64.4 t(4)=-0.875, p=0.431 -
21 76.6 64.4 t(4)=2.523, p=0.065 -
22 59.9 85.5 t(4)=-1.801, p=0.146 -
23 83.3 67.7 t(4)=1.341, p=0.251 -

Her iki grubun standart sapmasi

Kontrol 0 0 0 oldugundan t hesaplanamaz.

* p<0.05 6nemli, ** p<0.01 ¢ok 6nemli, - p>0.05 dnemsiz

4.2. DNA Ekstrasyonu ve PCR Calismalarina Ait Bulgular

Cercospora izolatlarindan iki tanesi seker pancarindan, iki tanesi kirmizi
pancardan, iki tanesi pazidan ve bir tanesi i1spanaktan elde edilen 6rnekler olmak
lizere toplamda 7 adet 6rnek i¢in DNA ekstrasyon ¢aligmalar1 bitirilmis ve 6rneklerin
ITS1-4 primerleriyle PCR ¢alismalar1 yapilmis, elde edilen iiriin sekans analizine
gonderilmek tizere hazirlanmigtir. Cercospora izolatlarina ait DNA miktarlar1 nano
spektrofotometre ile Olgiilmiis ve 13.1 ile 84.1 ng/ul arasinda degiskenlik
gostermistir. DNA orneklerinin biiyiikliiklerini belirlemek i¢in GeneRuler 100 bp+
DNA ladder kullanilmistir. Agaroz jel siire sonunda etidyum bromiir ile boyanarak

iiriinlerin varlig1 jel goriintiileme sistemi ile belirlenmistir (Sekil 4.13). Izolatlarin
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genomik DNA’ s1 ITS1-4 primer ¢ifti kullanilarak elde edilen ITS genine ait 6
ornekte ortalama 400 bp biiyiikliigiinde, bir 6rnekte ise 500 bp biyiikliigiinde veriler

elde edilmistir.

Sekil 4.13. PCR’ da ITS1-4 primeri ile amplifike edilen iiriinlerin elektroforezde goriintiilenmesi.
1: Alanli-Paz1, 2: ikizpimar-S. pancari, 3: Kosu 2-K. pancar, 4: Yenikaracali-Pazi, 5: Kosu
1-K. pancar, 6: Meskenler-S. pancari, 7: Alanlhi-Ispanak, M: Markér, N:Kontrol

Hazirlanan yedi adet izolat sekans analizine gonderilmistir. Sekans
analizlerinden elde edilen sonuglar ele alindiginda iki adet seker pancarindan, iki
adet paz1 ve iki adet kirmizi pancardan elde edilen izolatin Cercospora beticola
oldugu belirlenmistir. Ancak 1spanaktan izole edilen izolat sekans analizinde C.
beticola olarak belirlenmemistir. Yapilan ¢alismada 1spanaktan izole edilen izolat
mikroskobik olarak gozlendiginde sporlarin C. beticola sporlariyla ¢ok benzer
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Ispanak bitkilerinden izole edilen fungusun mikroskoptan konidi goriintiisii
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Diger taraftan sekans analizine gonderilen Ornek incelendiginde Ornegin
Colletotrichum sp. ile karisik oldugu ve her iki fungusun bir arada oldugu
diistinilmiistiir. Nitekim sekans sonuglar1 incelendiginde tiir teshisinin C. spinaciae
olarak ortaya ¢iktigi anlasilmaktadir (Tablo 4.6). Yapilan mikroskopik incelemede
fungus kiiltiirtinde tipik Colletotrichum sporlar1 da gozlenmistir (Sekil 4.15).
Ispanakta patojen olarak C. beticola ile birlikte C. spinaciae’ nin de oldugu
diisiniilmektedir. Yapilan literatiir incelemesinde 1spanakta C. spinaciae’nin ayni
zamanda seker pancarinda da hastalik yaptigi belirlenmistir. Konidioforlarin hiyalin
ila soluk kahverengi, basit ila 2-bolmeli, genellikle dallanmig, 10-25 pm
uzunlugunda, konidiyojen hiicreler enteroblastik, klavat ila silindirik, 5,5-15 x 2,5-5
um, agiklik 1-1,5 pm g¢apinda, konidiler hiyalin, diizgiin duvarli, bolmesiz, kivrimli,
her iki tarafi yuvarlak tepeye dogru kademeli olarak sivrilen ve yuvarlak veya kesik
tabanl olup (15,5-)19-24(-25) x (2,5-)3-3,5 um, ortalama 21,6 = 3 x 3,2 + 0,3 um
oldugu bildirilmektedir (Damm et al., 2009).

Sekil 4.15. Ispanak bitkisinden izole edilen fungus kiiltiiriinde goriilen Colletotrichum spp.
sporlari
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Tablo 4.6. Pazi, kirmizi pancar, seker pancari ve 1spanaktan elde edilen izolatlarin ITS % sekans
analizi sonuglart

Tzolat Hedef Primers Niikleotid NCBI*
Xo GenLokusu*™*  Cifii  Uzunlugu Teshis Edilen Accession  Max.  Max
(bp)  Fungus No. Query  Iden.

12-Pazi, Alanli 2 ITS1-5.88-ITS2 ITS14 487 Cercosporabeticola  MK210334  100%  99.18%
19-§. pancary, lizpmar ITSI-3.8S-ITS2 ITS14 517 Cercosporabeticola  MH424448 99%  9981%
22-K pancar, Kogu2  ITSI-3.85-ITS2 ITS14 518 Cercosporabeticola  MH424448  100% 99.81%
23-Paz, Yenikaracah  ITSI-5.88-ITS2 ITS1/4 483 Cercosporabeticola  MWS581280 100%  100%
21-K pancar, Kou1  ITS1-3.85-ITS2 ITS14 522 Cercosporabeticola  MH424448 100% 99.81%
10-§. panc,, Meskenler ITSI-5.88-ITS2 ITSI4 518 Cercosporabeticola  NR121315 100% 99.81%
7- Ispanak, Alanl 1 ITS1-5.85-ITS2 ITS14 554 Colletotrichum ATB01973 99%  5982%
ipmaciae

* National Center for Biotechnology Information; ** Internal Tmscribed Spacer Region

Seker pancarmin 1lik ve nemli yetistirme bolgelerinde Cercospora yaprak
lekesinden cok etkilendigi ve bu boélgelerde seker pancari iiretim alanlariin
%30’undan daha fazlasini kapsadigi bildirilmektedir. Boyle alanlardaki iireticiler
tiriinlerini korumak i¢in hastaliga orta ve yliksek genetik dayaniklilik gdsteren
cesitlere yer vermek ve fungisit uygulamaktadir. Boyle dnlemler alinmadig: takdirde
seker pancari tarlalarindaki bitkiler C. beticola epidemileri sonucu iiriin kaybinin

yiiksek olacagi hatta {iriiniin tamamen kaybedilebilecegi bildirilmektedir (Holtschulte
2000).

Seker pancarinda Cercospora yaprak lekesi hastaligi ile miicadelede fungisit
kullanim1 ve dayanikli ¢esit yetistirilmesi en ¢ok ele alinan savasim yontemleridir.
Ancak bu patojenin c¢ok yaygin olarak goriilen genetik degiskenligi nedeniyle
cesitlerin dayanikliliginin ¢ok cabuk kirilmakta oldugu, kullanilan ilaglara kars1 da
cok cabuk dayamiklilik olustugu bildirilmektedir (Ozgiir 2003).
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5. SONUC VE ONERILER

Seker pancarinda Cercospora yaprak lekesi, iilkemizin ¢ogu pancar ekim
alanlarinda goriilen onemli bir hastaliktir. Bu hastaliktan dolay1r kaybin %36

civarlarinda oldugu tahmin edilmektedir.

Toplanan 6rneklerden yapilan izolasyon calismalarinda hastalik etmeninin
sadece seker pancarinda degil, konukcusu oldugu kirmizi pancar, pazi, 1spanak ve
bazi yabanci otlarda da gelisme gosterdigi belirlenmistir. Bunlar igerisinde C.
beticola hastalik etmeni belirlenen yabanci ot tiirti Chenopodium album olmustur.
Ayrica Rumex crispus, Amaranthus retroflexus ve Convolvulus arvensis’de de
morfolojik olarak belirtiler benzemesine karsin fungus izole edilememistir. Bu
bitkilerde yine yaprak lekesine neden olan Alternaria spp., Ascochyta spp. ve
Colletotrichum spp. gibi funguslar izole edilmistir. Hastalikli bitki artiklar1 olarak
topraga karisan kiiltiir bitkilerindeki enfekteli yapraklar ile enfekteli tohum ve iiretim
alanindaki yabanci otlar (6zellikle kirmizi pancar ve pazi gibi Beta tiirleri, yabani
Beta spp., Spinacia oleracea (Ispanak), Amaranthus retroflexus (Horoz ibigi),
Atriplex sp. (Kara pazi), Chenopodium album (Sirken), Rumex crispus (Kivircik
labada), Lactuca seriola (Yabani marul), Taraxacum officinale (Kara hindiba),
Malva parviflora (Ebegiimeci), Convolvulus arvensis (Tarla sarmasigi), Plantago sp.
(Sinir otu), Polygonum convolvulus (Sarmasik ¢oban degnegi) ve Proboscidea
louisianica (seytan pengesi) ‘nin 6nemli inokulum kaynaklar1 oldugu arastiricilarca
belirlenmistir (Vestal, 1933; Jacobsen et al. 2000; Vereijssen et al., 2003; Kaya,
2015; Knight et al., 2019). Etmenin konidilerinin bulasik yapraklardan saglikli
yapraklara tasinmasinda siddetli yagmurlardan kaynaklanan su sigramasinin etkisinin

de biiyiik 6nem tasidig: bildirilmistir (Vereijssen et al., 2003).

Farkl kiiltiir bitkilerinden izole edilen Cercospora hastalik etmenine dayanikli
ve hassas oldugu bilinen iki farkli seker pancari ¢esidi lizerinde patojenite ¢alismalari
yapilmis ve sonlanmistir. Bu patojenite c¢alismasi sonucunda etmenin genetik
cesitliliginin oldukca fazla olmasi sebebi ile, hem ayni izolatin farkli cesitlerde
olusturdugu belirtiler arasinda, hem de ayni gesitte farkli izolatlarin olusturduklar
belirtiler arasinda farkliliklarin oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple izolatlarin genetik
yapilarindaki farkliligin belirlenebilmesi i¢in molekiiler karakterizasyon g¢alismalari

yapilmistir ve hazirlanan 7 6rnek sekans analizine gonderilmistir. Ispanaktan elde
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edilen fungusun saf olmadigi ve sekans sonucu C. spinaciae ile %99 eslestigi
anlasildigindan bundan sonra fungus saflastirilarak seker pancari ve ispanakta
patojenitesinin yapilmasinin uygun olacagl diisiiniilmektedir. Ayrica bu tez
doneminde vyetistirilemeyen C. album’dan alinan morfolojik olarak C. beticola
oldugu teshis edilen ve yine 1spanaktan alinan patojenite denemesinde kullanilan ve
morfolojik olarak C. beticola olarak tanimlanan izolatin sekans analiz sonucu
molekiiler olarak da teshisinin yapilmasi arastirma sonuglarin daha gegerli ve faydal

olmasi agisindan énemli olacaktir diislincesindeyiz.

Ayni1 zamanda bazi izolatlarin hastaliga dayanikli Libellule ¢esidinde hassas
reaksiyon gosterirken, Smart Briga ¢esidinin ise ayni izolata karsi daha dayanikli
reaksiyon gosterdigi belirlenmistir. Nitekim Cercospora yaprak lekesi hastaligina
kars1 en etkili miicadele yontemlerinden biri dayanikli ¢esit kullanilmasi iken, bu
hastaliga kars1 tam bir dayanikliligin olmadigi, bunun sebebinin ise patojenin ¢ok sik
genetik gesitlilige ugramasindan kaynaklandigi belirtilmektedir (Ruppel, 1972, Rossi
and Battilani, 1987). Bununla birlikte, zaman igerisinde dayanikli gesitlerin de hassas
reaksiyon gosterebilecegi belirtilmektedir (Ruppel, 1972; Ozgiir, 2003). Ayrica bu
hastaligin sadece kiiltiir bitkilerinde degil yetistirme alanlarinda bulunan yabanci
otlarda da goriilmesi sebebiyle, hastalikla miicadelede yabanci ot savasi da onem

tasimaktadir.

Gerek klasik yontemlerle, gerekse molekiiler yontemlerle Cercospora yaprak
lekesi hastaligi etmeninin patotiplerinin ortaya konmasi kolay olmamaktadir. Bu
fungusun c¢ok fazla genetik cesitlilik gosterdigi bir¢cok arastirmaci tarafindan da
ortaya konmustur. Dayanikli gesitleri kullanmak da bu nedenle her zaman etkili

olmamaktadir.

Bu calisma ile fungusun akraba kiiltlir bitkilerinde hastalik olusturdugu,
yabanci otlardan Chenophodium album’un da C. beticola yaprak lekesine neden
oldugu, izolatlar arasinda hastalik yapma yetenekleri yoniinden farkliliklar
bulundugu ortaya konulmustur. Farkli bolgelerden hastalik belirtisi gosteren farkl
yabanci otlar elde edilebilirse iilkemizde ki mevcut olan farkli konukgular da ortaya
konulabilir. Akraba bitkilerinden 6rnegin Beta patula, Beta macrocarpa, Beta
vulgaris sub sp. maritima, Patellifolia procumbens gibi bitkilerden elde edilen
fungusun muhtemelen farkli genetik Ozellik tasiyan izolatlar1 elde edilebilir

kanisindayiz.
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