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Enfekteli seker pancar1 yapraklarindan izole edilen
Cercospora beticola Sacc.’nin morfolojik 6zellikleri ve besi
ortamindaki gelisiminin belirlenmesi

Temel GOKTURK ! M. Timur DOKEN !

SUMMARY

Morphological characteristic of Cercospora beticola (Sacc.) from
infected sugar beet leaves and determination of its growth medium

This study was carried out at the sugar beet field in Oltu (Erzurum) about 30-50%
of the arca was infected by Cercospora beticola (Sacc.). Isolates were collected from the
infccted sugar beet leaves. The collected i1solates were transferred into the plates, which
contain PDA (Potato Decroze Agar) and SBLA (Sugar Beet Leaves Extract Agar). After
the germination, Cercospora beticola (Sacc.) showed differences between conidia and
conidiophore sizes. Cercospora beticola sporulated in SBLEA placed on cellophore disc on
water agar. Hyphac anastomosis was observed on medium during the extensive growth of
hyphae, which formed by germination of conidia placed on cellophore disc on the water
agar. Later on it was found that on ccrtain points the growing hyphal produced stromata
where conidia and conidiophore were developed.

Key words: Cercospora beticola, sugar bect.

OZET

Bu galisma Erzurum yoresinde, Oltu ilgesi ve civarinda scker pancari
tretimi yapilan alanlarda %30-50 tirtin kaybina neden olan Cercospora beticola
Sacc, hastalik etmeni Gizerine arastirmalan kapsamaktadir. Cercospora beticola ile
cnfckteli scker pancar: bitkisinin yapraklarindan izolatlar clde edilmis, bu izolatlar
enfekteli yaprak dokusu tizerinden alinarak PDA (Patates Dckroz Agar) ve
SBLEA (Scker Pancari Ekstrakt Agari} besi ortamlarina  aktarlmigtir. Besi
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ortaminda kiiltiire alman Cercospora beticola hastalik etmeninin konidi ve
konidiofor boyutlarinda farkliliklar belirlenmistir. SBLEA ortaminda sporlandirilan
Cercospora beticola’nin bir kag konidisi alinarak su agar tizerine yerlestirilen
sclefon  disklere  konulmus, sclefon diskler {izerine  konulan  konidilerin
¢imlendikleri, bazi hiflerin anastomosis olusturduklarn ve zamanla bu hiflerin
belirli noktalarda Gizerinde konidi ve konidiofor olusacak olan stomalarn
olusturduklar: saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Cercospora beticola, Scker pancari

GIRIS

Scker pancart (Beta vulgaris L.) goévdesinden, bas artiklarindan ve
yapraklarindan yararlanilan dnemli bir endiistri bitkisidir (incekara, 1974). icerdigi
scker itibari ile yiiksck enerji ve saf besin kaynagi olarak insanlar i¢in hayati 6nem
tastyan seker pancari, dlinya seker (lretiminin yaklasik vyarismi (%45)
karsilamaktadir (Oral, 1979).

Scker pancart bitkisinden yliksck verim elde edilmesinde  sertifikal
tohumluk kullanimi, uygun sulama, c¢apalama, gilibreleme gibi tarimsal
uygulamalarin yaninda, hastalik, zararli ve yabanciotlarin kontrolii de bliyiik énem
tasimaktadir (Erdem, 1992). Bu kontrolli gerektiren, verim ve kalite lizerinde
olumsuz ctkileri bulunan ctmenlerden birt de Cercospora beticola Sacc.'nin
olusturdugu scker pancar yaprak Ickesi hastaligidir (Brewbaker et of., 1950; Farus
et al., 1962; Schlosser, 1971; Smith vc Ruppel, 1973; Skylakakis, 1974) .

Hastaligin tipik simptomlan, scker pancarinin en dis yapraklarindan
itibaren gortilmeye baslayan ve damarlar arasi alanlarda, bazen dc damarlar
tzerinde crguvani, kirmizi renkte bir simirla ¢evrili, énceleri 2-3 mm ve zamanla 3-
5 mm'ye ulasan dairemsi, agik kahverengiden koyu kahverengiye déniisen
lezyonlardir (Rao and Mukhopadhyay, 1978; Tanrisever, 1961; Kirk, 1982).
Yaprak cnfcksiyonunu takiben pancar bitkisinde yeni yapraklar olusmaya baslar,
bu yapraklarm da enfeksiyona ugramas: ile bitkinin bas kismi koni seklinde bir
gorlinlim kazanir (Gobelez, 1963; Oral, 1979).

C.beticola Eumycota boliimiinitin Deutromycotina alt béliimiinde yer alan
Hypomycetes smifina mensup Moniales takimimin Moniliaceae familyasinda yer
almaktadir (Talbot, 1971). Bu fungusun konidi ve konidioforlart hifler arasinda
daginik veya toplu halde bulunarak koloni olustururlar (Pelczar and Ricd, 1958;
Besscy, 1961; Alexopoulos, 1964; Raper, 1966). Enfcktcli yaprak dokusunda
yapilan ¢alismalarda Mckay ve Pool (1918) ctmenin konidilerinin 2-4x50-400 um
boyutlarinda ve 27 septali oldugunu belirtmislerdir. Kirk (1954)'¢ gére konidiler 4-
6x30-105 pm boyutlarinda, 6-10 scptali, donuk kahverengi renkte, dallanmayan,
diiz veya hafif kivrimli olup konidioforlar {izerinde olugmaktadir. Carels ve ark.
(1990), konidioforlarin boyutlarini inokiilasyonu takiben 20. giin sonunda 5x58-
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200 um olarak dlgmiiglerdir. Whitney ve Lewellen (1976), PDA ve SBLEA besi
ortamlarinda vc yaprak dokusunda gclisen fungusun konidi ve konidiofor
boyutlarinin farkli olabilecegini, yaprak dokusunda sporlandirilan etmenin konidi
ve konidiofor boyutlarinin, PDA ve SBLEA besi ortaminda sporlandirilanlara gére
daha biiyiik boyutlarda oldugunu belirtmislerdir.

Bazi yillar Erzurum ili Oltu il¢esi ve civarinda oldukga yaygin bir sckilde
ortaya ¢ikti31 gdzlenen seker pancari yaprak lekesi etmeni Cercospora beticola'nin
enfekteli scker pancan yapraklarindan izole edilerck morfolojik 6zellikleri ve besi
ortamindaki gelisiminin belirlenmesi bu ¢aligmanin amacini olusturmaktadir.

MATERYAL ve METOT

Hastalikh bitki érneklerinin toplanmasi

Hastalikli bitki drnekleri Erzurum ili, Oltu ve ¢evresinde scker pancari
ckimi yapilan yedi farkli alandan 1992 ckim ay: basinda toplanmistir. Uzerindc
pancar yaprak lekesi hastaliginin tipik lekeleri bulunan yapraklar her tarladan
tesadiif olarak alinip ctiketlenmis ve polictilen torbalar igerisinde laboratuvara
getirilmistir.  Bu  Ornekler izolasyon c¢alismalarina kadar +5°C'ye  ayarh
buzdolabinda saklanmistir.

Besi ortamlarmin hazirlanmasi

PDA, %1’lik (Balis ve Payne, 1971), SBLEA, 250gr taze scker pancar
yapragZinin 15 dakika 800ml steril suda kaynatilip sivi kismuinmn alinp 1 litreye
tamamlandiktan sonra 16gr agar ilave cdilip hazirlannmistir (Calpouzos and
Stalknecht, 1966).

C. beticola’nin izolasyonu

Yedi farklt alandan toplanan, Gzerinde lezyon bulunan cnfckteli scker
pancar1 yapraklarindan kesilen, Ickeli ve saglikli kisimlar igeren 2 cm?’lik yaprak
parcalart ayri ayri, i¢erisinde nemlendirilmis steril kurutma kagidr bulunan petri
kaplarina yerlestirilmistir. Petriler C.beticola'nin sporlanmasi i¢in gerekli ortam
olan 22.5°C ve fliloresan 151k altinda 10-24 saat inkiibe edilmistir (Calpouzos and
Stalknecht, 1965). Buradan steril ignc il alinan konidiler SA'na (%2'lik Su Agar)
aktarilarak 151k altinda ve 22.5°C'de tutulmustur. Olusan kolonilerin kenar
kistimlarindan alinan 5 mm ¢apindaki misclyum diskleri PDA ve SBLEA besi
ortamlarina transfer edilerck C.beticola'nin saf yedi izolat1 elde edilmistir.

C. beticola'nin morfolojik dzelliklerinin belirlenmesi

C.beticola'min gerek enfekteli yaprak dokusunda, gerekse besi ortamlarinda
olusturdugu konidi ve konidioforlarin  gériniimleri incelenmis ve konidilerin
boyutlar1 (boy, alt ve iist kalinhigi) gerek PDA, SBLEA ortamlarindan ve gerekse
cnfckteli yapraklardan alinan konidiler okiler mikrometre ile ¢lgtilmistiir (Ruppel,
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1972; Whitney and Lewellen, 1976). Ayrica her bir izolata ait 100 spor lizerinden
yapilan 8l¢timlerde konidioforlarin boy ve kalinliklar: da belirlenmistir.

C. beticola'nin besi ortaminda gelisimi

Fungusun besi ortami tizerinde gelisiminin mikroskobik izlenmesi amaci
ile 1 ¢em ¢apinda kesilen selefon diskler iki kurutma kagidi arasinda, i¢ine rutubet
girmeyccck sckilde ctrafi aliminyum kagitla iyice sarilmis olan petri kabinin i¢inde
otoklavda 30 dakika miiddetle sterilize edilmistir. Sterilize edilen selefon diskler,
10 cm ¢apindaki petri kaplari icinde bulunan %2'lik SA Gzcrine altinda hava
kabarcig1 kalmayacak sckilde yerlestirilmistir. Daha sonra SBLEA'da sporlandi-
rilan C.beticola kolonilerinden ignc yardimi ile alinan bir kag konidi bu diskler
lzerine konularak petri kaplan 15°C sicaklikta ve flioresan 1sik  altinda
inkiibasyona alinmistir. On glin siire ile her alt1 saatte bir selefon disklerden bir
kagr alinarak boyanmak Gzere Purvis ve ark. (1966) nin kullandift FAA (90 ml
%70'lik etil alkol+5 ml glysiyal asetik asit+5 ml formalin) i¢ine konulmustur. Daha
sonra bu sclefon diskler Uizerinde gelisen fungus Schiff Periyodik Asit Boyama
Metodu (Preece, 1959) kullanilarak boyanmustir. Seriden gegirilen sclefonlar lam
iizerine damlatilan bir damla cntellen {izerine konulmus ve altinda hava kabarcid:
kalmayacak sckilde lamclle kapatilarak mikroskopta incelenip fotograflar
cekilmistir.

SONUCLAR

C. beticola'nin morfolojik dzellikleri

Yapraklarda cnfckteli doku yiizeyinde olusan stromalar hafit kubbe
goriinlimiinde olup, bu stromalarda diiz veya hafif kivnimli, septali, dallanmayan
konidioforlar gclismckte olup konidilerin olusma yerlert hafif ¢ukurlagmistir.
Renksizden agik kahverengi arasinda degisen konidilerin, diiz veya hafif kivriiml,
2-10 adet septali, ince ve uzun bir gériiniimde, alt ve {ist genislikleri birbirlerinden
tarkl boyutlarda olduklar tespit edilmistir.

Besi ortamlarindan ve yaprak dokusundan alinan konidilerin boyutlar:
Cizelge 1'de wverilmis olup, yapraklardan elde edilenlerin besi ortaminda
olusanlardan daha uzun oldugu gériilmtistiir. Besi ortamlart i¢inde de SBLEA besi
ortaminda olusanlar PDA besi ortaminda dlglilenlere gore daha uzun olarak tespit
cdilmistir. Konidi enleri her Gi¢ ortamda da benzer bulunmustur.

CIZELGE 1. Farkli gelisme ortamlarinda Cercospora beticola’nin konidi boyutlart

Ortam Konidi boyu (um) * | Alten (um) * Ust en (um) *
PDA 37.5-105 (73.9) 5-10 (6.5) 1.5-2.5 (2.25)
SBLEA 37.5-107 (79.8) 5-10(6.9) 1.5-2.5 (2.06)
Yaprak dokusu 42.5-125 (86.3) 7.5-10 (7.1) 1.5-2.5(2.27)

* 100 konidinin ortalamas:
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Yaprak dokusu {tizerindeki lekeli alanlardan, PDA ve SBLEA besi
ortamlarindan alinan konidioforlarin boyutlari PDA ve SBLEA besi ortamlarinda
birbirlerine yakin olup, yaprak dokusu tizerinden alinip 6lgtilenlerin ise bunlardan
daha uzun boya sahip olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 2). Konidiofor enleri isc her
li¢ ortamda da benzer bulunmustur.

CIZELGE 2. Farkli gelisme ortamlarinda Cercospora beticola’nin konidiofor boyutlari

Ortam Konidiofor boyu (pm) * En (um) *
PDA 45-160 (101.3) 3-4(3.59)
SBLEA 47-157 (104.1) 3-4(3.71)

Yaprak dokusu | 60-172 (115.1) 3.5-4.5(3.71)

* 100 konidioforun ortalamasi

Besi ortamlarinda gelisen C2, C4, C7 olarak isimlendirilen C. beticola
kolonilerinde PDA’da bazen koloni merkezinden kenarlara dogru yayilan farkl:
morfolojik gériinimdc saltasyon veya scktoring adi verilen gelismeler saptanmustir.

C. beticola'nin besi ortaminda gelisimi

Su agan tizerine konulan sclcfon disklerde konidiler altiner saatten itibarcn
¢imlecnmeye baslamakta ve oniki saatte yaklasik sporlarin bliylik ¢ogunlugunun
¢imlenmesi tamamlanmaktadir.

Cim tlipli olusumu 6nce bir veya her iki ugtan baslarken (Sckil 1), daha
sonra sporun digcr hiicreleri de ¢imlenmektedir (Sckil 2).

Cim borularinin uzamasi ile meydana gelen ana hifin yan taraflarindan
latcral hifler ¢ikmaktadir ($Sckil 3). Ana ve yan hiflerde gelisme stiresince yaygin
bir sckildc anastomosis olayr gergeklesmektedir.

Anastomosis. hiflerin karsilikly olarak birlesmesi scklinde (Sckil 4) veya
gelisirken aralarinda birbirlerini baglayan képri bir hifle gergeklesmistir (Sckil 5).

Selefon disk iizerinde gelisen hifler, zaman zaman gruplasip karigarak
stromatik bir yap1 olusturur (Sckil 6). Ayrica bunlar yvan vana gclip, genis bir doku
scklinde biitiinleserck yayilmaktadir (Sckil 7).

Bununla birlikte bazi hifler apikal hiicreleri kalinlasip appressorium yapisi
olusturduktan sonra sclcfon disk altina giris yapmaktadirlar (Sckil 8). Giris
noktalarindan itibaren hifler kalinlasip bogumlasarak sclefon altinda ilerleyip
(Sekil 9) stromatik bir gelisme olustururlar (Sekil 10). Ancak gerek selefon disk
lzerinde gerckse altinda olusan stromatik yapilarda konidiofor ve konidi
olusumuna rastlanilmamastir,
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SEKIL 3. Lateral hif olusumu. SEKIL 4. Hiflerin kargihikli birlegerek
olusturduklar: anastomosis.
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SEKIL 7. Yan yana gelerek biitiinlesen
hiflerin gelisimi.

SEKIL 6. Hiflerin karigarak stromatik
yapi olugturmasi.

v
N






TARTISMA ve KANI

Erzurum yéresinde, ozellikle Oltu ilgesi ve civarinda bazi yillar agir
cnfcksiyonlara neden olarak, verim vc kalite {izerinde olumsuz ctkilerinin
bulundugu anlasilan C.beticola tizerinde yapilan ¢alismalarda, izole edilen yedi saf
izolatin kiltiirel 6zellikleri cle alindiginda, bunlarin gerck PDA ve gerckse SBLEA
besi ortamlarinda benzer olarak gri-siyah arasinda degisen renklerde yuvarlaga
yakin koloniler olusturduklar1 gézlenmistir. Bu izolatlarin koloni rengi, gelisimi ve
sckilleri  Lynch (1975), Pundhir ve Mukhopodhyay (1985)'in  calistiklar
izolatlarinki ile benzerlik gostermistir. Lynch (1975), Lynch ve Geoghogen
(1978)'nin PDA besi ortamu lizerinde belirledigi saltasyon olayi, bu ¢alismada da
PDA besi ortaminda kiiltlire alinan C2, C4, C7 izolatlarinda gériilmitistiir. Saltasyon
gosteren kisimlardan alinan inokulumdan olusan bu kolonilerde, alindig1 kismin
morfolojik gériinlimiinii géstermeycn yeni saltasyonlar ortaya ¢ikmustir.

Caligmalar stiresince besi ortamlarindan aldigimiz konidi ve konidiofor
drncklerinin 6lgtilmesi sonucu, PDA ve SBLEA besi ortamlarinda konidi boyutlar:
siras1 ile 2.3-6.5x37-105 pm ve 2.1-6.9x37-107 um olarak birbirlerine yaklasik
degerde bulunmustur. Konidioforlar bitki dokusunda 3.5-4.5x60-172 um olarak
Olgllirken, PDA Dbesi ortaminda 3-4x45-160 um vc SBLEA besi ortaminda
3-4x47-157 um olarak Sl¢lilmiistiir. Carels ve ark. (1990) konidiofor boyutlarini
5x58-200 um olarak saptarmslardir.

Besi ortamlarinda olusan konidiler ¢esitli arastiricilarin (McKay and Pool,
1918; Kirk, 1954; Carels et al., 1990) belirttikleri gibi donuk kahverengi renkte,
dallanmayan diiz veya hafif kivrimli, septali konidioforlar Gzerinde olusmaktadir.
Ancak McKay ve Pool {1918)'tin de kaydcttikleri gibi konidilerdeki septa sayisinin
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27 degil de, Kirk (1954) 'in de saptadi@ gibi 2-10 arasinda de8istigi gézlenmistir.

C.beticola’'nin suni ortamda gelisimini incclemck amact ile besi ortami
lizerine yerlestirilen selefon disklere konulan konidilerin altinci saatten itibaren bir
veya iki hiicreden ¢imlenmeye bagladigl, daha sonra tlim hiicrelerde ¢imlenmenin
olustugu goriilmiistiir. Besi ortamlarinda konidilerin ¢imlenmesi igin gegen bu altr
saatlik slire Calpouzous ve Stalknecht (1965)nin ¢aligmalarinda da saptanmastir.
Cimlenen konidilerden ¢ikan hifler sclefon disk tizerinde gelisme gosterirken,
hifler arasinda yaygm olarak anastomosisin c¢esitli sekillerde gerceklestigi
goriilmustiir. Bunun saltasyonun bir nedeni olan heterokaryosis olusumunda rol
oynadig1 samilmaktadir. Ayrica bu gelisme sliresince bazi hiflerin, uglarinda
appressorium olusturup sclefon altina gegis yaptiklart belirlenmigtir. Bitki dokusu
lzerinde kiitikular  penctrasyon igin  appressorium  olusturan  C.heticola'nin
(Whitncy and Mann, 1981) aymi anlamda sclcfonu delebilmek amacr ile de
appressorium olusturdugu goézlenmistir. Hassas bitki dokusunda gevsck veya sik
yapida stroma olugturdugu saptanan (Whitney and Mann, 1981) C.beticola, selefon
tzerinde gruplasip karisarak stromatik bir yapr olusturdugu gibi, sclefon altinda da
penetrasyon noktalarindan itibaren kalinlasip bogumlasarak stromatik bir gelisme
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gostermistir. Ancak bu yapilarda konidiofor ve konidi olusumunun gériilmemesi,
kullanilan besi yeri olan SA'min sporlanma i¢in uygun olmamasina baglanmistir.
Cunkii  Ruppel (1972) sporlanmanin PDA ve SBLEA besi ortamlarinda
olusabilceegini belirtmistir.
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