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Bati Karadeniz Bolgesinde ortii altinda yetistirilen
fasiilyelerde koseli yaprak lekesi etmeni Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Ferraris (=Isariopsis griseola Sacc.)’nin
izolasyonu

Sirel OZAN! Salih MADEN?

SUMMARY

Isolation of Pseudocercospora griseola (Sacc.) Ferraris (=lsariopsis griseola
Sacc.), causing angular leaf spot on common bean grown in greenhouses in the
Western Blacksea Region

Bean has been an important choice for consumers because of its high protein rate and for
Western Blacksea farmers because of its easy marketability. Pseudocercospora griseola,
causing angular leaf spot on beans, which was firstly detected in Caycuma district of
Zonguldak province, Turkey, causes serious damage on local varieties (Ozan 2009).

The most important reason limiting studies on this fungus is its slow growth or not growing
on artificial media. P. griseola is a slow-growing and difficult-isolated mitosporic fungus.
Conventional mycological isolation methods were tried but it was not possible to grow the
fungus. In this study, the most suitable isolation methods for this fungus were investigated
by trying new methods and modified isolation methods used for some other fungi
belonging to the same genus.

Keywords: Pseudocercospora griseola, detection, isolation method
OZET

Fasiilye yiiksek protein oranina sahip olmasi nedeniyle tiiketicilerin, pazar sorununun
olmamasindan dolayr Bati Karadeniz Bolgesi iireticilerinin 6nemli tercihi olmustur.
Ulkemizde ilk defa Zonguldak ili Caycuma ilgesinde tespit edilen ve fasiilyede koseli
yaprak lekesine neden olan Pseudocercospora griseola bu bolgedeki yerel fasiilye
gesitlerinde ciddi zararlara neden olmustur (Ozan 2009).

Bu fungusla yapilan ¢alismalar1 kisitlayic1 6nemli nedenlerden birisi yapay besi yerlerinde
cok yavas gelismesi veya gelismemesidir. P. griseola izolasyonu sirasinda giigliilk yaganan
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ve ¢ok yavas gelisen mitosporik bir fungustur. Bu nedenle mikolojik ac¢idan bilinen klasik
izolasyon metotlar1 denenmis ve etmen gelistirilememistir. Bu ¢aligmada fungusun ait
oldugu cinsteki diger tiirlerin izolasyon yontemleri, bu yontemlerin modifiye edilmis
sekilleri ve daha Once denenmeyen bazi yontemler denenerek etmen icin en uygun
izolasyon yontemleri arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pseudocercospora griseola, tespit, izolasyon metodu
GIRiS

Sebzecilik iilkemizin bircok bdlgesinde yapilmakla birlikte, Ortii alt1 sebzeciligi
ticari olarak oOzellikle Akdeniz, Ege ve Marmara Bdlgelerinde yogun olarak
yapilmaktadir. Nitekim toplam Ortii alt1 alanlariin % 86’s1 Akdeniz Bolgesinde
yer almakta, tilkemizin diger bolgelerinde de aile isletmeciligi seklinde ortii alt1 ve
sera yetistiriciligi yapilmaktadir. Karadeniz Bolgesi de bu bdolgelerden biri olup,
bazi kesimlerinde seralarda sebzecilik yapilmakta ve ticari olarak gesitli sebzeler
yetistirilmektedir. Bu bolgede ortii altinda yetistirilen sebze gesitlerinin neredeyse
tamaminda hibrit sebze tohumlar1 kullanmilirken, fasiilyede yerel c¢esitler
ekilmektedir.

Bu bolgede fasiilyelerde zararli olan Pseudocercospora griseola (Sacc.) Ferraris
yapraklarda kahverenginden griye kadar degisen, diizensiz, koseli-yuvarlak 0.5-1
cm capinda lekelere neden olur. Kapsiillerde ise koyu kahverengi sinirla ¢evrili
kirmizims1 kahverengi, oval-yuvarlak lekeler gozlenir. Konidiler 23-55 X 3,5-7 pm
uzunlukta, 1-5 bolmeli, kivrik, obclavate-silindiriktir. Konidioforlar 100-200 pum
boyunda, demetler halinde, cap olarak 20-50 pum uzunlugunda synnemata
seklindedir. Hastalik etmeni besiyerinde 2442 °C de karanlikta 10-14 giin inkiibe
edildikten sonra koyu zeytin yesili bir koloni gelisimi gostermektedir (CMI 1986).

Bu hastalik tropik ve subtropik iklime sahip bdlgeler basta olmak iizere tiim
diinyada ¢ok yaygin olarak goriilen (Correa-Victoria 1988, Saettler 1991,
Liebenberg ve Pretorius 1997, Wortmann et al. 1998) ve iiriinde % 40-80 arasinda
zarar olusturan Onemli fasiilye hastaliklarindan birisidir (Schwartz et al. 1981,
Guzman et al. 1995).

Bitkinin yaprak, bakla, gévde ve tohumlarinda ciddi zararlara neden olmakta,
miicadele yapilmadiginda bitkiyi tamamen kurutup Oldiirmektedir. Bitkilerde
vaktinden dnce yaprak dokiilmesine ve tohum kabugunda beneklenmelere de neden
olabilmektedir. Etmen bitki artiklarinda ve enfekteli tohumlarda uzun zaman canh
kalabilmekte (12-17 ay) ve bu sekilde inokulum yogunlugunu arttirmaktadir
(Frison et al. 1991, Saettler ve Correa, 1988). Hastalik etmeninin en Onemli
konuke¢usu fasiilye olmakla birlikte diger baklagilleri de enfekte edebilmektedir
(CABI/EPPO 1997).

Hastalik once yapraklarda kiigiik koseli lekelerle baslamakta sonra hizla tiim
yapraklart tamamen kurutmakta, kapsiillerde derin kahverengi yaralara neden
olmaktadir. Hastaliga kars1 iilkemizde kimyasal miicadele tavsiyesi olmadigindan,
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bolge {reticileri i¢in iiriinde Onemli verim ve ekonomik kayiplar ortaya
cikmaktadir. Bunun yani sira bolgede yapilan caligmalarda; iireticilerin her y1l yine
kendi tohumlarini kullanmalar1 nedeniyle hastalikli tohumlarin inokulum oranini
yildan yila arttirdig1 ve diger yakin bolgelere de hastaligin yayildigi gézlenmistir.

Hastalik Avrupa tilkelerinin hemen hemen hepsinde var olup 6zellikle Macaristan
ve Yugoslavya’da ekonomik kayiplara yol agmistir (Smith et. al. 1997).

Orta ve Dogu Afrika’da koseli yaprak lekesi hastaligimin fasiilyenin en 6nemli
hastaliklarindan biri oldugu ve ozellikle Etyopya’da iiriinde % 50-60 oraninda
kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Golato and Meossi 1972). Brezilya’da P.
griseola ve Ascochyta sp.’nin birlikte goriildiigii durumlarda {irinde zararin % 51-
70’ lere c¢iktigt (Mora et. al. 1985), bazi bolgelerde hastaligin uygun hava
kosullarinda salginlara ve siddetli iiriin kayiplarina neden oldugu bildirilmistir
(Sartorato 1988).

Kuzey Amerika’da fasiilye iiretim alanlarinda uygun hava sartlarinda hastalik
epidemilere neden olmus, 1954 yilinda Wisconsin’de ticari fasiilye {iretimi yapilan
alanlarda % 50’nin tlizerinde kayiplara yol agmistir. Hastaligin ayn1 bolgede 1973
yilinda da ciddi zararlara yol agtig1 ve neredeyse hig iiriin alinamamasina neden
oldugu bildirilmistir (Hagedorn and Wade 1974).

Hastaligin iilkemizdeki varligi ile ilgili herhangi bir kayit bulunmamaktadir.
Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisiit Mudirliigii tarafindan
yiiriitiilen "Ortiialtinda Entegre Miicadele Egitim ve Arastirma Projesi" kapsaminda
koseli yaprak lekesi hastaligi Bat1 Karadeniz Bolgesinde fasiilye seralarinda tespit
edilmis ve fasiilyelerde ciddi zararlara neden oldugu gozlenmistir. Bu enstitiide
hastalik etmeni ile ilgili 2 aragtirma projesi yiiriitiilmeye baglanmustir.

Koseli yaprak lekesi etmeni, hastalikli yapraklarda bol miktarda synnema {izerinde
spor olusturmasina ragmen lekeli kisimlardan yapilan klasik izolasyon
yontemleriyle hastalik etmeni besi yerinde gelistirilememistir. Yapilan literatiir
taramalarinda etmenin kiiltiirde nasil gelistigi ile ilgili herhangi bir bilgiye
ulagilamadigr i¢in 2009 yilinda yiiriitilen ¢aligmalarda etmen farkli yontemlerle
besi yerinde gelistirilmeye calisilmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismanin ana materyalini yerel fasiilye cesitleri ve P. griseola izolatlari
olusturmustur. Hastalik etmeninin gelistirilmesinde kullanilan farkli besiyerleri
calismanin diger materyallerini olugturmustur.

Hastalikh bitkilerin toplanmasi

Calismalar Zonguldak, Bartin ve Karabiik illerinde ortlialt1 sebze yetistiriciligi
yapilan seralarda yuriitilmiistiir. Seralarda vejetasyon donemi boyunca hastalikli
bitkiler toplanmistir.
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Pseudocercospora griseola’nin izolasyonu ¢alismalari

Birinci Yontem: Hastalikli yaprak orneklerinden steril bir bistiiri yardimryla hasta
ve saglam dokuyu icerecek sekilde 3-6 mm’lik parcgalar kesilmis, kesilen pargalar
% 1’lik NaOCl i¢inde 1-2 dakika bekletilip yiizeysel dezenfeksiyona tabi
tutulduktan sonra PDA, WA, MEA, V8-juice agar, BLDA (Bean leaf-dextrose
agar) ve FA (Fasiilye agar) gibi farkli besiyerlerinde 24+1°C sicaklikta karanlkta
inkiibasyona almmustir.

iIkinci Yontem: P. griesola’nmin izolasyonu igin fasiilye yaprak ekstrakt: agar
(BLDA pH:6) yapilmistir. Bu agar1 hazirlamak icin 250 g taze fasiilye yapragi 15
dk kaynatildiktan sonra tiilbentten siiziilmiis, 15 g agar eklenip 1 litreye
tamamlanmustir. Izolasyon igin yaprak &rnekleri 6nce stereomikroskop altinda
incelenerek temiz goriiniimlii lekeler secilmis ve steril bir bistiiri yardimiyla lekeler
iizerindeki sporulasyonun yogun oldugu kisimlardan yaklasitk 2x2 mm
biiyiikliiglinde parcalar alinarak i¢inde 40 pg streptomycin ve yarim damla Tween
20 igeren 50 ml steril su bulunan tiiplere almmstir. Karistirici kullanilarak 30
dakika arayla 2 defa 15 dakika homojenize edildikten sonra karigimdan 100 pl
almarak su agar ve MEA agar iizerine ¢izilmistir. Cizim yapilan agar ortamlari
24+1°C sicaklikta karanlikta 1 giin inkiibasyona alinmustir. Inkiibasyon sonrasinda
¢im borusu olusan sporlar alttan 1s1kl1 bir stereomikroskop altinda segilerek BLDA
ve V8-juice agar ilizerine aktarilarak inkiibasyona birakilmistir (Prof. Dr. Salih
Maden ile s6zlii goriisme)*

Uciincii Yontem: Izolasyon icin toplanan hastalikli yapraklar akan musluk suyu
altinda 1 saat yikanmis ve kurumaya birakilmistir. Cift kath kurutma kagidi
petrilerin igine yerlestirilerek nemlendirilmis ve {izerlerine art1 seklinde 2 tane steril
lam konulmustur. Yikanan yapraklar nemli kagitlara degmeyecek sekilde lamlarin
iizerine petrilere yerlestirilmis 24 saat oda sicakliginda bekletilip sporulasyon
tesvik edilmigtir. Daha sonra alttan 1s1kli bir stereomikroskop altinda tizerinde
kiigiik bir agar parcast olan steril bir igne yardimiyla sporlar yaprak dokusuna
dokunmamaya 6zen gosterilerek segilip PDA’ ya aktarilmig ve 24 °C’ de 1 gece
karanlikta bekletilmistir. Gelisimini tamamlayan ¢im borulu tek sporlar
stereomikroskop altinda segilerek MEA agar ortamina alinip 24°C° de 1 gece
karanlikta bekletilmistir. Son agsamada tek sporlar V8-juice agara (200 ml V-8
suyu, 3 g CaCOs, 18 g agar, 800 ml destile su) alinip 24°C’ de 14 giin karanlkta
inkiibasyona birakilmistir.

Dérdiincii Yontem: P. griseola ile enfekteli yapraklarda sporulasyon gozlenen
lezyonlar {izerinden sporlar stereomikroskop altinda alinip V8-juice agara ekilmis
24°C’° de 14 giin karanlikta inkiibasyona birakilmigtir.

Besinci Yontem: 250 g kuru fasiilye haslanarak blender ile ezilmis ve tiilbentten
stiziilerek icerisine 30 g agar ve destile su eklenerek 1 litreye tamamlanmustir.
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Izolasyon igin hastalikli fasiilye yapraklari steril bir bistiiri yardimiyla hasta ve
saglam dokuyu icerecek sekilde 3-6 mm’lik pargalar kesilmis, kesilen parcalar %
1’lik NaOCl iginde 1-2 dakika bekletilip ylizeysel dezenfeksiyona tabi tutulduktan
sonra FA (Fasiilye agar) besiyerinde 24+1°C sicaklikta karanlikta inkiibasyona
alinmustir.

Altinc1 Yontem: Hastalikli yaprak orneklerinden steril bir bistiiri yardimiyla hasta
ve saglam dokuyu icerecek sekilde 3-6 mm’lik pargalar kesilmis, kesilen pargalar
% 1’lik NaOCl i¢inde 1, 2, 3 ve 4 dakika gibi farkh siirelerde bekletilip yiizeysel
dezenfeksiyona tabi tutulduktan sonra Blotter yontemiyle kiiltiire alinmig ve
24+1°C sicaklikta karanlkta inkiibasyona birakilmistir.

Yedinci Yontem: Hastalik belirtisi gosteren yapraklar % 70’lik alkol iginde 2
dakika bekletilerek steril edilmis daha sonra steril bir bistiiri yardimiyla kiigiik
parcalara ayrilmis ve Blotter, PDA, WA, V-8 juice agar ve MEA agar ortamlarina
agtlanmigtir. Agilama yapilan petriler 24+1°C sicaklikta karanlikta inkiibasyona
brrakilmustir.

SONUCLAR VE TARTISMA

P. griseola’nin yavasg gelismesi nedeniyle etmenin homojen ve yiiksek
konsantrasyona sahip inokulumunu elde etmek, patojenisite ve viriilenslik
calismalar1 agisindan en Onemli sorundur. Yapay ortamlarda miselyal gelisme
sporulasyondan once oldugundan konidi gelismesi de yavas olmakta ve P.
griseola’nin tek sporlu kiiltiiriinii elde etmek giiclesmektedir. (Stenglein et al.
2006). Bu nedenle bu fungusu saf elde etmek ve konidil olusumunu arttirmak icin
farkli arastiricilar tarafindan farkli ortamlar, isiklar, sicakliklar, pH ve giin
uzunluklar1 denenmistir. P. griseola’nin sporulasyonu igin en etkili sicakligin 24°C
oldugu ve devamli karanlik veya diizenli 12 saat 1g1k gerektigi Santos-Filho et al.
(1976) ve Schwartz et al. (1982) tarafindan yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir.

Bu ¢alismada da denenen tiim ortamlar 14 giin sonra kontrol edilip spor gelisimi
olup olmadigina bakilmigtir. 1. yontemde denenen klasik izolasyon metotlarindan
sonu¢ alinamamis ortamda sadece saprobik funguslar gelismistir.

Fasiilye yapragindan degisik oranlarda ekstraksiyon yapilarak gelistirme ortamlari
denenmis Arjantin ve Brezilya’da yetisen 2 siyah tohumlu ¢esidin yapraklariyla
yapilan ortamda etmen gelismistir (Sartorato 2002). Fasiilye ekstraksiyonu
ortaminin denendigi 2. yontemde BLDA ortaminda farkli saprobik funguslar
gelismis olup etmen gelismemistir. Cardona-Alvarez and Walker (1956) da
gelistirme ortamlarina vitaminler, aminoasitler ve fasiilye yaprak ekstrakti
ekleyerek etmeni gelistirmistir. Stenglein et al. (2006) ise P. griseola’nin konidi
¢imlenmesini ve sporulasyonu arttirmak i¢in Amaranthus cruentus tohumlarindan
yeni bir ortam gelistirmis ve basarili sonuglar almustir.
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Ancak denenen 2. yontemle etmen V8-juice agarda gelismistir. Tek spor olarak
gelisen kolonilerden alinan pargalar %15 gliserin igeren cryo tiiplerde -80°C’de
saklanmustir.

Pyndji (1997)’nin metodu modifiye edilerek kullanilan 3. yontemle yapilan
izolasyonda etmen saf olarak gelisme gostermis olup tek spor olarak gelisen
kolonilerin kenarlarindan alinan misel pargalar1 oda sicakliginda, buzdolabinda ve
%15 gliserin igeren cryo tiiplerde -80 °C’de saklanmustir.

4. yontemde P. griseola ile enfekteli yapraklarda sporulasyon gozlenen lezyonlar
iizerinden sporlar stereomikroskop altinda alinip V8-juice agara ekilmis ancak 14
giin sonra yapilan kontrolde agar iizerinde hicbir sporulasyon gozlenmemistir.

5. yontem olarak denenen FA besiyerinde de ¢ok sayida saprobik tiir gelisme
gostermistir.

Klasik izolasyon metotlarindan blotter metodu ile yapilan ve farkli sterilizasyon
stireleri denenen 6. yontemde de herhangi bir sporulasyona rastlanmamistir. Inglis
et al. (1988) da fungusun izolasyonunu farkli ortamlarda denemis, farkli ¢aplarda
miseliyal gelismelerin oldugunu ancak sporulasyonun olmadigini rapor etmistir.

7. yontemde kullanilan, alkol ile dezenfeksiyon metodunda da etmenin sporlarina
rastlanmamis ¢ok sayida saprobik fungus gelisme gostermistir.

Sonug olarak ¢ok yavag gelismesi ve saprobik funguslarin engellemesi nedeniyle
normal izolasyon metotlartyla gelistirilemeyen etmen, V8-juice agarda 2. ve 3.
yontemle saf olarak gelistirilip depo kiiltiir seklinde saklanmistir. 2. yontem bu
calismada ilk defa denenmis olup, etmenin tek spor olarak saf elde edildigi yeni bir
yontemdir. 3. yontem ise Pyndji’nin yonteminin modifiye edilerek uygulandigi ve
bol miktarda tek spor elde edilen diger bir yontem olmustur.

Bu calisma sonuglarinin iilkemiz i¢in yeni olan fasiilyede koseli yaprak lekesi
hastaligi (Pseudocercospora griseola) ile ¢alisacak arastiricilara yardimer olacagini
disiinmekteyiz.
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