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OZET

ISPANAKTA ANTRAKNOZ HASTALIGI (Colletotrichum spinaciae Ellis ve
Halst)’NIN LEZYON GELISiMi UZERINE iNOKULUM YOGUNLUGU,
YAPRAK ISLAKLIK SURESI, SICAKLIK, BITKI VE YAPRAK YASININ
ETKILERI

Kontrollii kosullarda, inokulum yogunlugu, yaprak 1slaklik siiresi, sicaklik, bitki
ve yaprak yasmin ispanakta antraknoz hastaliginin (Colletotrichum spinaciae Ellis ve
Halst) gelisimi ve enfeksiyonu iizerine etkileri arastirilmistir. Pliskiirtme yontemi ile
10%, 10*, 1x10°, 2x10° konidi/ml spor siispansiyonu inokule edilmis bitkilerin yaprak
yiizeyinde, inokulum konsantrasyonunun 10*ten 10%ya yiikselmesi ile bitki bagina
diisen lezyon sayis1 % 50,7 oraninda artig gostermistir. 10® inokulum yogunlugu lezyon
gelisimi i¢in yeterli olmustur. Bu ¢alismada, yedi farkl sicaklik (15, 18, 22, 25, 28, 30
ve 33°C) ve dokuz farkli yaprak 1slaklik siiresi (3, 5, 10, 20, 24, 30, 44, 48, 53 saat)
kullanilmigtir. Genellikle test edilen tiim sicaklilarda yaprak islaklik siiresi arttikga
lezyon gelisimi artmistir. Fakat daha sonra hastalik orani azalmaya baglamistir. En
yiiksek lezyon gelisimleri 22 ve 25°C sicakliklarda tespit edilmistir. Maksimum hastalik
gelisimi 22°C sicaklikta 24 saat 1slaklik siiresinde kaydedilmistir. 15°C’ de inkiibe
edilen bitkilerdeki her bir lezyondaki spor sayis1 33°C sicaklikta inkiibe edilenlere gore
daha fazladir. Geng 1spanak yapraklarina gore, yasl yapraklarda daha fazla lezyon
gelisimi oldugu kaydedilmistir.

2014, 59 sayfa

Anahtar Kelimeler: Epidemiyoloji, antraknoz hastaligi, 1spanak



ABSTRACT

EFFECTS OF INOCULUM DENSITY, LEAF WETNESS DURATION,
TEMPERATURE, PLANT AND LEAF AGE ON ANTHRACNOSE DISEASE
(Colletotrichum spinaciae Ellis and Halst) OF SPINACH

The effect of inoculum density, leaf wetness duration, temperature, plant and
leaf age on infection and development of anthracnose disease(Colletotrichum spinaciae
Ellis and Halst) of spinach were studied in controlled enviroment conditions. The mean
number of lesions per plant on the spray —inoculated leaf surface with 10% 10* 1x10°,
2x10° spore/ml spore suspension increased at the rate of 50,7% with increasing
inoculum concentration from 10 to 10° conidia per milliliter. Inoculum density with 10°
conidia per ml was suitable for lesion development. In this study, seven different
temperatures (15, 18, 22, 25, 28, 30 and 33°C) and nine different durations of leaf
wetness (3, 5, 10, 20, 24, 30, 44, 48, 53 hours) were used. Generally, in all temperatures
tested, as leaf wetness duration increased, lesion development was higher. But, later
disease incidence started to decrease. The highest lesion developments were found at
temperatures of 22, 25°C. Maximum lesion development was recorded for 24 h wetness
duration at 22°C temperature. The number of spore on each lesion on the plants
incubated at 15°C was more than those incubated at 33°C. According to young spinach

leaves were recorded to be more lesion development in older leaves.

2014, 59 pages

Keywords: Epidemiology, anthracnose disease, spinach
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1. GIRIS

Gilinimiizde kis mevsiminde ¢ok fazla tiiketilen 1spanak (Spinacia oleracea)
Chenopodiaceae familyasina ait olup, anavataninin Giiney Tiirkistan, Kafkasya, Nepal
yani Bati Asya oldugu kabul edilmektedir. Ispanak bitkisinin yiiksek seviyelerde
vitamin, mineral ve anti-oksidant bilesikler icermesinden dolay1 ¢ok besleyici bir sebze
oldugu yaygin bir sekilde bilinmektedir (Correll ve ark. 1994;Kansal ve ark., 1981).
Ispanak bitkisi, tohumun dikenli-dikensiz, yaprak renginin agik yesil-koyu yesil, yaprak
sapinin uzun-kisa, yaprak seklinin yuvarlak-oval-tiggen, yaprak etinin ince-kalin, yaprak
durumunun dik-yatay, gelisme hizinin erkenci-gegci, tohum miktarinin az (40kg/da)-
fazla (170kg/da) olmasina gore siniflandirilmaktadir. Bélgede en fazla iiretilen 1spanak
cesitleri, matador ve sivri yaprak olup, morfolojik 6zellikleri bakimindan, kazik kokli,
govdesi otsu ve ici bos sekilde ve yapraklan yuvarlaga yakin oval ya da ucu sivri
sekillidir. Etli yaprakli gesitler ise genellikle oval sekilli bir gériiniime sahiptir. Kisin
yetistirilen Viroflay ve Miinsterlender gibi c¢esitler ise ac¢ik renkli yapraklara sahiptir.
Diger 6nemli 1spanak ¢esitlerinden Viking, Juliana, Universal ve Matador ise koyu
renkli ve agikta yetistirilen 6zelliklere sahiptir.

Ispanak tiretim donemleri; sonbaharda ekim ve sonbaharda hasat, ilkbaharda ekim ve
ilkbaharda hasat, sonbaharda ekim ve erken ilkbaharda hasat seklinde
gerceklesmektedir. Ispanak ekim islemleri; dogrudan tohum ekimi mibzerle veya
serpme olarak iki sekilde yapilmaktadir. Pazar durumuna bagli olarak hasat; erken
donemde 15-18 cm boyunda 5-6 yaprakli iken veya gerektiginde bitkilerin yaprak
sayisint  arttirmast  ve yapraklarin etlenmesine bagli olarak biraz daha gecg
yapilabilmektedir (Anonim, 2011).

Diinya 1spanak iiretiminde Cin 1. sirada yer almakta olup (Anonim, 2012), iilkemiz

ABD ve Japonya’ dan sonra 4. sirada bulunmaktadir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Diinyadaki 1spanak tiretiminin 2012 y1l1 verilerine gore iilkelere gore dagilimi
(ton/ha,x1000 kQg)

Ulkemizde ise ispanak iiretimi Ege, Bati Karadeniz, Bati Anadolu, Dogu
Marmara ve Akdeniz bdlgelerinde yaygin olarak gergeklestirilmektedir. Bunlar arasinda
Akdeniz bolgesi, yaklasik 30 ton iiretim ile 4. sirada yer almaktadir. Akdeniz
Bolgesi'nde Hatay ili, 654 ha alanda 7300 ton {iretim ile 0nemli bir i1spanak {iretim
alanina sahip bulunmaktadir. Hatay’ da ise 155 ha alanda 1860 ton iretimle (Anonim,
2013) iskenderun ilgesi birinci sirada yer almaktadir (Sekil 1.2). Bunu Erzin ve Antakya

ilgeleri izlemektedir.

mEge m Bati1 Karadeniz m iskenderun ® Erzin

= Bat1 Anadolu B Dogu Marmara
u Akdeniz

= Antakya m Dortyol

Sekil 1.2. Ulkemizde farkli blgelerde (A) ve Hatay ilinde (B) 1spanak iiretim miktarlari
(ton/ha)



Giliniimiizde, Tirkiye’ de ve diinya genelinde ticari olarak gergeklestirilen
1spanak tretiminde verimi ve kaliteyi sinirlayan en onemli faktorlerin basinda
funguslarin neden oldugu hastaliklar gelmektedir. Ispanakta g¢okertene neden olan
Rhizoctonia solani, Pythium spp., Thanatephorus cucumeris ve solgunluk olusturan
Fusarium oxysporum f.sp. spinacia, gibi hastalik olusturan fungal patojenlerin bazilari;
toprak kaynakli 6nemli hastaliklara neden olmaktadirlar (Correll ve ark., 1994). Ayrica
toprak kokenli bir patojen olarak bilinen Verticillium dahliae fungusunun, ABD,
Kanada ve Hollanda gibi tilkelerde ticari olarak 1spanak tiretimi yapilan alanlarda tohum
kokenli solgunluk hastaligina yol agtigi kaydedilmistir (Snyder ve Wilhelm, 1962; Van
der Spek 1972; Sackston ve Sedun, 1982). Diinyanin farkli iilkelerinden ispanak
bitkisinde yesil aksamda hastalik olusturan etmenlerden biri olan Peronospora farinosa
f.sp. spinaciae’ nin, ABD’ de yetistirilen 1spanak bitkilerinde ¢ok 6nemli bir hastalik
oldugu ve tohum yoluyla yayildigi bildirilmistir (Inaba ve ark., 1983; Inaba 1985).
Ispanak beyaz pas hastaligi patojeni olan Albugo occidentalis’ in ise ABD’ nin tiim
bolgelerinde ¢ok 6nemli bir hastalik oldugu ifade edilmistir (Corell ve ark., 1994).
Ispanakta Cladosporium variabile ve Stemphylium botryosum hastalik etmenlerinin,
hem yesil aksam iiretimi hem de tohum {iretiminde oldukc¢a fazla sorun oldugu
belirtilmistir ( Fuentes-Davila ve Gabrielson 1996; Everts ve Armentrout 2001; Koike
ve ark., 2001, 2005; du Toit ve Derie 2001, 2012; Reed ve ark., 2010). Stemphylium
botryosum etmeni ise Teksas’ta 1spanak bitkilerinde ilk kez kaydedilmistir (Reed ve
ark., 2010).

Son yillarda diinyada ve iilkemizde 1spanak {iiretim alanlarinda sorun olmaya
baslayan antraknoz hastaligi, giderek yayginlik gostermektedir (Kurt ve Uysal, 2014).
Ispanak bitkisinde antraknoz hastaligina neden olan Colletotrichum spinaciae Ellis ve

Halst, dnemli 6l¢giide ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Sekil 1.3).



Sekil 1.3. Ispanak bitkisinde Colletotrichum spinaciae’ nin neden oldugu antraknoz
hastaliginin yapraklarda olusturdugu kloroz ve nekrozlar

Antraknoz hastaligi, ilk kez 1989 yilinda Kanada’nin Ontario eyaletinin
Stouftville yakininda yer alan 50 da biiytikligiindeki bir ispanak tarlasinda tespit
edilmistir (Cerkauskas ve ark., 1991). Bu hastalik daha sonra Avustralya’dan
bildirilmistir (Washington ve ark., 2006). Ulkemizde ise antraknoz hastahig: ilk kez
Ekim 2012- Mart 2013 yetistirme sezonunda Hatay ili sinirlar igerisindeki ticari
ispanak ekim alanlarinda tespit edilmistir (Kurt ve Uysal, 2014). Bu hastaligin
tilkemizdeki 1spanak iiretim alanlarinda ekonomik olarak etkili bir hastalik oldugu
saptanmigtir.

Colletotrichum dematium olarak isimlendirilen 1spanak antraknoz etmeni, bu
isimle ilk kez 1989 yilinda New Jersey’ de 1spanak antraknozu etmeni olarak
tanimlanmistir (Ellis ve Halsted, 1890). Fakat, von Arx ispanak antraknozu patojenini
konukcuya ozellesmesinden dolayr Colletotrichum dematium f.sp. spinaciae olarak
yeniden adlandirmistir (von Arx., 1957).

Antraknoz hastaliginin etmeni olan Colletotrichum spinaciae, Ascomycota
subesinin Glomerellales takimima bagli Glomerellaceae familyasinda yer almaktadir
(Ellis ve Halst., 1890). Fungus, olumsuz ¢evre kosullarinda toprakta bitki artiklarinda ve
bitki tohum kabugunda aservulus halinde kis1 gecirir. Uygun nem kosullar1 buldugu
zaman aservulus i¢inden ¢ikan konidiler riizgar, su damlalari, bocek ve isleme aletleri
ile etrafa yayilarak bitkileri enfekte ederler. Konidiler, 1spanak bitkisine ulagtiginda ilk
enfeksiyon baglar. Geng ve yash yapraklarin {ist yiizeyinde kiiciik, dairesel, suda

1slanmis gibi lezyonlar meydana gelir. Bu lezyonlar genisler ve etrafinda sar1 haleler



olusur, daha sonra klorotik ve nekrotik bir hale doniisiir (Sekil 1.4). Boylece 1spanak
bitkisinin hastalikli dokulari kagit gibi ince bir hal alir. Yaprak lezyonlar: biiyiiteg ile
yakindan incelendiginde patojenin eseysiz iireme organi olan aservulus yapilari, belirgin
bir goriinimdedir. Yaprak lezyonlar1  genisledik¢e tiim  yaprak alanini
kaplayabilmektedir (Correll ve ark.,1994; Kurt ve Uysal, 2013).

Sekil 1.4. Antraknoz etmeni C. spinaciae’ nin ispanak yapraklari tizerinde olusturdugu
tipik klorotik ve nekrotik lezyonlart

Hastalikli dokularda ilerleyen donemlerde etmenin eseysiz {ireme yapisi
aservuluslar daha belirgin bir hal alir (Correll ve ark., 1994; Kurt ve Uysal, 2014). Bu
aservuluslar igerisinde koyu renkli seta yapilar1 ve konidiler yer almaktadir. Bu setalar,
steril yapilar olup teshis karakteri olarak kullanilir. Konidiler ise seffaf, piiriizsiiz,
falcata seklinde her iki uca dogru koniklesen bir yapiya sahiptirler (Sekil 1.3) (Damm ve
ark., 2009; Kurt ve Uysal, 2014).

Sekil 1.5. Antraknoz etmeni olan C. spinaciae’nin aservulusu ve setalar1 (A), falgata
seklindeki konidileri (B)



C. spinaciae’ nin Sentetik Nutrient Agar (SNA) besi yerindeki morfolojik
karakterleri incelendiginde; vejetatif hif <1-7 um c¢apinda, diiz duvarli, septali ve
dallanmis sekildedir. Yasl kiiltiirlerde klamidosporlari dallanmis zincirler halinde, koyu
kahverengi renkte olup, tekli hiicreleri 6-13x5-8um boyutlarindadir. Etmenin
aservuluslar ve konidiforlari, hifler tizerinden dogrusal olarak ¢ikmakta ve kahverengi,
septal1 ve dallanmis sekilde goriilmektedir. Konidiler seffaf, piirlizsiiz duvarli, bolmesiz
olup, cogunlugu diizensiz sekillere sahiptir. Fungusun appresoryumlar tekli, eliptik
veya ince loblu, kahverengi, diiz duvarli, septasiz fakat nadiren septall1 bir yap1 arz eder
(Damm ve ark., 2009).

Antraknoz etmeni C. spinaciae’ nin enfeksiyonu sonrasi i1spanak bitkisinde
dogrudan pazar degerinin kaybina yol acan bu hastaligin miicadelesinde, sik bitki
dikiminden ve koti hava sirkiilasyonundan kacinilmasi, diizenli sulama ve
giibrelemenin yapilmasi Onerilmektedir (Correll ve ark., 1994). Bu hastaligin
miicadelesinde kimyasal fungisitlerin zamansiz, yogun ve gereksiz kullaniminin
yaratabilecegi ¢evre, saglik ve ekonomik sorunlar nedeni ile hastaligin erken uyari ve
tahmin sisteminin gelistirilmesi gliniimiizde gerekli hale gelmistir. Bu tip sistemlerde
yagis, nem ve sicaklik gibi cevresel parametreler, hastaligin gelisimi ve enfeksiyonu
icin uygun epidemiyolojik etkenler oldugu icin bu parametrelerin hastalik dongiisii
icerisindeki yeri ve 6nemi Oncelikli olarak ortaya konulmasi gereklidir (Kurt ve Uysal,
2014). Bununla baglantili olarak 1Spanak bitkisinde goriilen C. spinaciae’ nin
epidemiyolojisine yonelik olarak ABD’de yapilan bir c¢alismada, optimum hastalik
siddetinin (%50 civarinda) 18,3-26,7°C arasinda ve 96 saatlik yaprak 1slaklik siiresinde
gerceklestigini bildirmislerdir (Damicone ve ark., 2013).

Benzer fungal patojenlerden birisi olan Colletotrichum coccodes’ in domates
meyvesindeki lezyon gelisimine inokulum yogunlugu, sicaklik ve islaklik siiresinin
etkisi arastirllmig ve sonug¢ olarak lezyon gelisimi en fazla 25 arasindaki 31 °C
sicakliklarda meydana geldigi ifade edilmistir. Bununla birlikte lezyonlarda iiretilen
spor sayisinin 16°C’den 28°C’ye kadar yiikselen sicakliklarda arttigi, fakat 31°C’de
azalmanin bagladigr saptanmistir. Ayrica, 44, 48 ve 53 saatlik yaprak islaklik
siirelerinde hastalik siddetinin %100 oldugu, 10" den 10% ya kadar artan inokulum
yogunluklarinda ise en biiyiik hastalik siddetinin 10° konidi/ml spor konsantrasyonunda

ortaya ¢iktigr bildirilmistir (Dillard,1989). Ayrica gilek meyvesinde hastalik olusturan



Colletotrichum acutatum’ un enfeksiyonu tizerine 1slaklik siiresi ve sicaklik
parametrelerini kullanarak yapilan ¢alisma sonucunda, olgunlasmamis meyvelerde 4
arasindaki 35°C sicakliklarda enfeksiyon gozlenmemis, ancak 25 arasindaki 30°C
sicakliklarda 25 saat 1slaklik siiresinde % 100 enfeksiyon orani belirlenmistir.
Olgunlagsmis meyvelerde ise 4°C’ de enfeksiyon yok iken 35°C’ de hastalik gozlemis,
25 arasindaki 30°C sicakliklarda 13 saat 1slaklik stiresinde %89-97 arasinda bir hastalik
orani belirlenmistir. Bununla birlikte optimum sicaklik 25 arasindaki 30°C oldugunda
ve 13 saat 1slaklik siiresinde hastalik orani % 80 olarak saptanmistir (Wilson ve
ark.,1990). Ispanakta antraknoz hastaliginin epidemiyolojisini belirlemek icin, C.
spinaciae’ un farkli inokulum yogunluklarinin farkli yaslardaki bitkilerdeki lezyon
gelisimini nasil etkiledigi ve keza yaprak islaklik siiresinin ve sicakligin lezyon
gelisimine nasil etkide bulundugu konusunda yeterli bir bilgi bulunmamaktadir. Bu
nedenle bu ¢alismanin amaci, sicaklik, yaprak islaklik siiresi, inokulum yogunlugu ve
yaprak yasinin ispanakta antraknoz hastaligi etmeni C. spinaciae’ nin lezyon gelisimi

tizerine etkilerini saptamaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Antraknoz hastaligi, ilk kez 1989 yilinda Kanada’nin Ontario eyaletinin
Stouffville yakininda 50 da’ lik bir 1spanak tarlasinda tespit edilmistir (Cerkauskas ve
ark.,1991). Ulkemizde ise antraknoz hastalig: ilk kez EKim 2012- Mart 2013 yetistirme
sezonunda Hatay ili sinirlar1 igerisindeki ticari 1spanak ekim alanlarinda kaydedilmistir
(Kurt ve Uysal, 2014). Bu hastaligin ilk kez bildirilmesinden bu yana enfeksiyon
olusumu ve hastalik dongiisiine yonelik olarak kapsamli ve yeterli c¢alisma
yapilmamistir. Bu nedenle yapilan literatiir ¢alismalari, Colletotrichum cinsine bagh
farkli fungal tiirler iizerine sicaklik, yaprak islaklik siiresi, inokulum yogunlugu, bitki

yasi ve inokulum sekli gibi faktorler konusunda gesitli bulgular ortaya koymaktadir.

Sato ve ark. (2005), Japon turpunda Colletotrichum dematium etmeninin neden
oldugu antraknoz hastaligin1 kaydetmislerdir. Arastiricilar, Japon turpunda Antraknoz
hastaliginin belirtileri olarak; bitkinin en alt yapraklarinda yuvarlak, grimsi yesil, koyu
kahverengi 1-2 mm ¢apinda bir¢ok lekeler oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte
yaprak saplarinda elips seklinde goriilen siyah lekelerin genisleyerek diizensiz
kahverengi bir goriinim kazandigi ve daha sonra tiim yaprak yiizeyini kapladigini
bildirmislerdir. Ayrica hastalikli bitkilerin lezyonlar: iizerinde ¢ok sayida siyah eseysiz
iireme organi olan aservuluslar ve bunlar icerisinde bol miktarda konidiler ve setalar
gozlemlemislerdir. Antraknoz etmeni C. dematium’ un Japon turpundaki belirtileri, C.
higginsianum’un belirtilerine benzemesine karsin C. dematium’ un daha yiiksek hastalik

siddetine neden oldugu bildirilmistir.

Smith ve ark. (1999), boriilce bitkisinin koklerinde Colletotrichum dematium
etmeninin enfeksiyon siirecini aragtirmiglardir. Bu amagla, C. dematium Giiney Afrika’
da bortilce koklerinde yeni bir fungal hastaliga neden olan C. dematium’ un penetrasyon
oncesinde ve enfeksiyon siiresindeki biyolojisini 1s1tk mikroskobu ve SEM tarafindan
incelemislerdir. Elde edilen bulgulara gore inokulasyondan 6 saat sonra konidiler
cimlenmeye baslamis ve ¢im tiibiinliin gelismesinden sonra apresoryum olugmaya
baslamistir. Inokulasyondan yaklasik 14 saat sonra konukcu bitki dokusuna dogrudan
penetrasyon baslamistir. Bununla birlikte 20 saat sonra epidermal hiicreye giris baslamis

ve yaklasik 40 saat sonra C. dematium, ikincil hiflerini meydana getirip dallanma



gostererek yogun bir sekilde inter ve intraseliiler gelisme kaydetmistir. Ayrica
inokulasyondan yaklasik 48 saat sonra boriilce kokleri tizerinde kahverengi lezyonlar,

70 saat sonra ise aservulus ve setalar gozle goriiliir hale geldigini kaydetmislerdir.

Tomioka ve ark. (2008), Japonya’ da popiiler ve énemli bir pazar ¢igegi olarak
bilinen ve Liliaceae familyasina ait monokotil bir bitki olan (Yahara ve Nitta, 1991)
Polygonatum falcatum bitkisinde, Colletotrichum dematium etmeninin neden oldugu
antraknoz hastaligini ilk kez kaydetmislerdir. C. dematium’” un Polygonatum falcatum
tizerindeki belirtileri, baslangigta yapraklar lizerinde kahverengi klorotik lekeler ve bu
lezyonlarin giderek genislemesi ile daha sonra nemli kosullar altinda lezyonlar {izerinde
aservuluslar, setalar ve kitle halinde konidilerin gelisimi seklinde not edilmistir. Ayrica
PDA ortaminda yapilan izolasyon sonucunda yesilimsi-gri renkli koloniler olustugu ve
konidilerin seffaf, piirizsiiz falgata seklinde, hidrofilik ve 16-22x3-4um boyutunda
oldugu kaydedilmistir. Ote yandan fungal etmenin patojenisitesi i¢in iki farkl1 yontem
uygulamuslardir. Bu amagcla, 10 giinlik PDA kiiltiiriinden steril saf su ile 3-6x10°
konidi/ml konidi siispansiyonu hazirlamiglardir. Ik yontem olarak, iki tane saglikli
bitkinin yapraklarina igne yardimiyla spor siispansiyonu uygulamislar ve diger
yapraklara ise kontrol igin sadece saf su uygulamuslardir. Ikinci ydntem olarak iki
saglikli bitkinin yapraklarina dogrudan spor siispansiyonu uygularken bitkinin diger
yapraklarina kontrol igin sadece saf su uygulamislardir. Inokulasyondan sonra bitkiler,
25°C’ de 3 giin boyunca nem g¢emberinde tutulmus ve daha sonra 20-28°C’ deki cam
serada gelismeye birakilmiglardir. Sonug olarak inokulasyondan 5 hafta sonra yapilan

degerlendirmelerde, sadece birinci yontemde lezyonlarin ortaya ¢iktigi vurgulanmistir.

Damicone ve ark. (2013), Ispanak bitkisinde Colletotrichum dematium
etmeninin neden oldugu antraknoz hastalig iizerine sicaklik ve yaprak 1slaklik siiresinin
etkilerini arastirmak igin, 9,5x10° konidi/ml spor siispansiyonunu ispanak bitkilerine
inokule edip 2,78°C araliklarla 10 - 32°C arasindaki sicakliklarin her birinde 0, 3, 6, 9,
12, 24, 48, 72 ve 96 saat 1slaklik siirelerine maruz birakmislardir. Sonugta hastalik
siddetinin 18,3 - 26,7°C arasinda maksimum Seviyede oldugu belirlenmistir. Ayrica
sicaklik tepkilerinde mevcut ve 6zel bir optimum sicaklik degeri belirlenememistir.
Bununla birlikte hastalik siddeti {izerine 1slaklik siiresinin etkilerinin kiibik oldugu ve 3
saat 1slaklik siiresinde hastalik siddetinin % 2, 6 saatte % 5, 12 saatte %10, 96 saatte ise

maksimum seviyede yaklasik % 50 civarinda oldugu bildirilmistir.



Hartung ve ark. (1981), Yaban mersini lizerinde Antraknoz hastaligina neden
olan Colletotrichum gloeosporioides etmeninin kiiltiir ortaminda sicakligin misel
gelisimine ve spor ¢imlenmesine etkisi i¢in arastirmalar yapmislardir. Kiiltiir ortaminda
patates dekstroz agar (PDA)’ da gelistirilen fungus 5, 10, 15, 20, 27 ve 30°C
sicakliklarda inkiibe edildikten 7 giin sonra 6l¢iim alinmistir. Fungusun misel gelisimi
incelendiginde optimum gelisim 20°C -27°C arasinda olmustur. Daha sonra spor
¢imlenmesi denemesi i¢in 6 giinlik PDA Kkiiltiiriinden steril saf su ile siispansiyon
hazirlanmis ve karanlikta 5, 10, 15, 20, 30°C sicakliklarda inkiibe etmisler ve daha
sonra 100 konidi tizerinden % ¢imlenme orani belirlenmistir. Bununla birlikte sporlar 8,
16, 24, 32 ve 40 saat siireyle tutularak ¢imlenme tiipii uzunlugu oSlg¢lilmiistiir. Sonug
olarak spor ¢imlenmesinin 40 saat siirede 30°C sicaklikta ¢ok hizli oldugu, fakat ¢im

tiipii uzunlugunun 20°C’ de daha uzun oldugunu bildirmislerdir.

Dillard (1989), domates (Solanum lycopersicum L.) meyvesi iizerinde
Colletotrichum coccodes etmeninin enfeksiyonu ve lezyon gelisimi iizerine sicakligin,
yaprak 1slaklik siiresi ve inokulum yogunlugunun etkisi aragtirmak i¢in, konidiler V-8
suyu agar besi yerinde gelistirilen 10-14 giinliik kiiltiirlerden gelistirilmistir. Denemede
kullanilacak meyveler, %0,5’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinde 2 dakika
siireyle dezenfekte edilmistir. Sicakhigin lezyon gelisimine etkisi i¢in, 1,2x10* konidi/ml
konsantrasyonundaki spor siispansiyonu piiskiirtme yoluyla veya hipodermik igne
yardimi ile meyvenin 3 boélgesine inokiile edilmis ve plastik torbalarda 7, 16, 25 ve
31°C sicakliklarda inkiibe edilmistir. Degerlendirme amaciyla inokiilasyondan 8 giin
sonra meyvelerin lezyon c¢aplar1 odl¢iilmiistir. Inokulum yogunlugunun etkisini
belirlemek igin, 1,2x10%, 10% 10% 10* 10° ve 10° konidi/ml spor siispansiyonu
meyvelere piiskiirtme yoluyla inokule edilmis ve 20-22°C sicakliklarda inkiibe
edildikten sonra 6, 8 vel3 giin sonra hastalik siddeti belirlenmistir. Islaklik siiresinin
etkisi i¢in 1,2><104 spor siispansiyonu piiskiirtiilen meyveler 0, 3, 5, 10, 20, 24, 29, 44 ve
53 saat 1slaklik siiresinde plastik torbalarda tutulmustur. Sicakligin sporulasyon iizerine
etkisi igin, 1,5x10 spor siispansiyonu hipodermik igne yardim inokule edilen meyveler
3,5 saat boyunca 16, 19, 22, 25, 28 ve 31°C sicakliklarda plastik torbalarda inkiibe
edilmistir. Sonug olarak, 25 ve 31°C sicakliklarda lezyon gelisimi en yiiksek seviyede
bulunmustur. Lezyonlarda {retilen spor sayisi, 16°C’den 28°C’ye kadar artan

sicakliklarda artmis, fakat 31°C’de azalma gostermistir. Ayrica, 10, 20, 24, 29, 44, 48
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ve 53 saat siireli 1slakliga maruz kalan domates meyvesi lizerinde hastalik orani,
sirastyla % 35, 75, 92, 100, 100 ve 100 olarak belirlenmistir. Ote yandan hastalik siddeti
10Vden 10%ya kadar artan inokulum yogunluklarinda ise en yiiksek, 10° konidi/ml

konsantrasyonda saptanmuistir.

Wilson ve ark. (1990), olgunlasmamis ve olgun ¢ilek (Fragaria vesca)
meyvesinde Colletotrichum acutatum etmeninin enfeksiyonu {iizerine sicakligin ve
1slaklik siiresinin etkisini arastirmak i¢in, kiiltiir ortaminda PDA’ da gelistirilen
patojenin  2,5x10* konidi/ml konsatrasyonda hazirlanan siispansiyonu, piiskiirtme
yoluyla meyvelere inokiile edilmis ve plastik torbalara alinmistir. Denemeler 4, 6, 10,
15, 20, 25, 30 ve 35°C sicakliklarda ve her bir sicakliktaki 0,5-51 saat arasinda degisen
wslaklik siirelerinde gerceklestirilmistir. Sonugta, olgunlasmamis meyvelerde, 4 ve 35°C
sicakliklarda herhangi bir enfeksiyon g6zlenmemis ancak, 25 arasindaki 30°C
sicakliklarda 25 saat 1slaklik siiresinde % 100 enfeksiyon orani saptanmustir.
Olgunlasmis meyvelerde ise 4°C’de enfeksiyon goriilmez iken 35°C de enfeksiyona
rastlanmistir. Ayrica 25 ve 30°C sicakliklarda 13 saat 1slaklik siiresince %89 -%97
arasinda enfeksiyon saptanmistir. Optimum sicaklik dereceleri olan 25 ve 30°C’ de ve

13 saat 1slaklik siiresince hastalik oran1 %80 olarak belirlenmistir.

Monroe ve ark. (1997), karpuz (Citrullus lanatus) bitkisinde antraknoz etmeni
Colletotrichum orbiculare fungusunun enfeksiyonu fiizerine sicakligin ve 1slaklik
stiresinin etkisi arastirmak i¢in, asitlestirilmis patates dekstroz agar (APDA) ortaminda
gelistirilmis kiiltiirlerden spor siispansiyonu hazirlanmistir. Daha sonra 50,000 = 5,000
konidi/ml konsantrasyona ayarlanmis olan siispansiyon piiskiirtme yontemi ile karpuz
fidelerine uygulanmistir. Patojen fungus, 12, 15, 18, 21, 24, 27 ve 30°C sicakliklarda ve
2, 4,8, 12, 16, 24 saat 1slaklik siiresinde karpuz fidelerine inokule edilmis ve 10 giin
sonra fidelerdeki lezyon oranlar1 kaydedilmistir. Sonug olarak en diisiik sicakliklarda
(12 ve 15°C) ve en yiiksek sicaklikta enfeksiyonun az oldugu, 21 ve 24°C sicakliklarda
ve 24 saat 1slaklik siiresinde enfeksiyonun % 100 oldugu bildirilmistir.

Hong ve Hwang (1998), biber (Capsicum annum) iizerinde Colletotrichum
coccodes etmeninin lezyon gelisimi {izerine inokulum yogunlugu ve 1slaklik siiresinin
etkisi arastirmak icin, kiiltiir ortaminda hazirlanmis siispansiyondan 10° ve 10°

konidi/ml konsantrasyonlarda inokulumlar hazirlanmistir. Bu inokulumlar, biber
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bitkilerine piiskiirtme yoluyla inokule edilerek plastik torbalarda 12, 24, 36, 48 ve 60
saat 1slaklik siirelerinde inkiibe edilmislerdir. Sonug olarak 10° spor/ml yogunlukta
belirti az, 10* konidi/ml yogunlukta orta diizeyde, 10° ve 10° konidi/ml yogunlukta gen¢
yapraklarin o6ldiigii, 48 ve 60 saat islaklik siiresinde yogun hastalik olusumunun

gerceklestigi gdzlenmistir.

Chongo ve Bernier (2000), mercimek antraknozu hastaligina neden olan
Colletotrichum truncatum etmeninin enfeksiyon gelisimi tizerine konukg¢unun,
inokulum yogunlugunun, yaprak islaklik siiresinin, biiylime evresinin ve sicakligin
etkilerini arastirmak igin fungus, Sodium-klorid Yeast Agar Sukroz (SYAS) ortaminda
7 giin boyunca beyaz floresan 151k altinda oda sicakliginda gelistirilmistir. inokulum
konsatrasyonu denemesi icin, 4 haftalik bitkilere 2><104, 4><104, 6><104, 8x10* ve 1x10°
konidi/ml gibi farkli konsantrasyonlarda atomizer ile pliskiirtme yapilarak 24 saat nem
¢emberine tutulmustur. Sonugta, konsantrasyon artigina bagli olarak enfeksiyon orani da
artmustir. Islaklik siiresi denemesinde ise 4 haftalik bitkilere 4x10* konidi/ml
siispansiyon uyguladiktan sonra 6, 12, 24, 36 ve 48 saat 1slaklik siirelerine maruz
birakilmigtir. Sonugta, 6. saatten 48. saate kadar enfeksiyonda siirekli artis goriilmiistiir.
Sicaklik denemesinde ise 4 haftahk bitkilere 4x10* konidi/ml siispansiyon
uygulandiktan sonra sirastyla gece ve giindiiz olarak 16 ve 12; 20 ve 16; 24 ve 20; ve 28
ve 24°C gibi farkl sicakliklara maruz birakilmistir. Sonugta en diisiik enfeksiyon 16°C’
de, en yiiksek enfeksiyon 28°C’ de gergeklesmistir. Gelisme evresi denemesinde 4 10*
konidi/ml siispansiyonu, 2, 4, 6 ve 8 haftalik bitkilere uygulanmistir. Sonugta en az

enfeksiyon 2 haftalik bitkilerde, en fazla enfeksiyon 4 haftalik bitkilerde ger¢eklemistir.

Moral ve ark. (2012), Colletotrichum acutatum ve C. simmondsii’nin neden
oldugu zeytin (Olea europaea) meyvesinde antraknoz hastaligi iizerine sicaklik, 1slaklik
stiresi ve dikim yogunlugunun etkisini arastirmak i¢in patojen, piiskiirtme seklinde
uygulanmistir. Daha sonra 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35°C’lerde fungus inokiile edilmis
ve naylon torbalar icerisinde karanlik ortamda inkiibe edilmistir. inokulasyondan 14 giin
sonra enfeksiyonun, optimum 10 - 25°C sicakliklar arasinda olusmustur. Ayrica 0, 6,
12, 24 ve 48 saatlik siirelerde 1slaklik siiresinin lezyon gelisimine etkisi incelendiginde,
0-24 saat arasindaki islaklik siiresinde hastalik siddeti yaklasik % 22 ve 48 saatlik

1slaklik siiresinde % 58,4 olarak kaydedilmistir. Bununla birlikte arastiricilar, hektarda
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1904 zeytin agaci olmasi durumunda antraknoz epidemilerinin hizli sekilde ilerledigini

bildirmiglerdir

Trapero-Casas ve Kaiser (1992), nohut (Cicer arietinum L.) bitkisinde
Ascochyta rabiei’ nin enfeksiyonu ve gelisimi i¢in optimum sicakligin, kontrollii
kosullarda 2 haftalik fidelerde yapilan ¢aligmaya gore 20°C oldugunu saptamislardir.
Bununla birlikte bu sicaklikta, patojenin hafif ve siddetli enfeksiyon meydana
getirebilmesi igin sirasiyla 6, 7 ve 17 saat 1slaklik periyoduna ihtiya¢ duydugunu ifade
etmislerdir. Baz1 enfeksiyonlarin ise inokulasyondan sonra islaklik siiresi olmadan
gerceklestigini saptamiglardir. Bununla birlikte enfeksiyonun ve hastalik gelisiminin
en az 5°C sicaklikta, en fazla 30°C’de meydana geldigini ortaya koymuslardir.
Hastalik gelisiminin 2 haftalik geng¢ bitkilerde 8 haftalik yash bitkilerde gore daha
fazla oldugunu ve 1ml’de 1x10*ten 1x10"ye dogru artan inokulum yogunluklarinda

ise hastalik siddetinin de arttigin1 saptamislardir.

Sultivan ve ark. (2002), sicaklik ve yaprak 1slaklik siiresinin 1spanakta beyaz pas
hastalig1 iizerine etkilerini ortaya koymak amaciyla kontrollii ¢cevre kosullar altinda
bir ¢alisma yapmislardir. Bu amagla, duyarli oldugu bilinen Kent c¢esidi,
inokulasyonun ardindan 6-28°C arasindaki sicakliklara ve 3-84 saat yaprak islaklik
siiresine maruz birakilmistir. Sera kosullarinda hastalik siddeti, 20-30°C arasinda
oldugu kolayca gozlenmistir. Hastalik tiim sicakliklarda ve 1slaklik diizeyi ile dogru
orantili olarak artis gdstermistir. Hastaligin optimum gelisme sicakliginin 12-18°C
arasinda oldugu ve 12-22°C arasinda hastalik olusumu i¢in sadece 3 saatlik bir 1slaklik
siiresine ihtiya¢ duyuldugu tespit edilmistir. Optimuma yakin sicakliklarda hastaligin

minimum 1slaklik isteginin 6-12 saat oldugu bulunmustur.

Udin ve ark. (2003), sicaklik, yaprak 1slaklik siiresinin ¢avdar’ da Pyricularia
grisea etmeninin neden oldugu gri yaprak lekesi hastaliginin gelisimi iizerine etkilerini
arastirmak icin kontrollii ¢cevre kosullarinda denemeler gergeklestirmislerdir. Bunun
icin 6 haftalik cavdar bitkileri, P. grisea’ nin sulandinlmis 8x10* spor/ml
yogunlugundaki spor siispansiyonu ile inokiile edilmis ve 20, 24, 28 ve 30°C olmak
tizere 4 farkli sicaklik ile 3’ten 36’ya kadar 3 saatlik araliklarla 12 farkli yaprak
1islaklik siiresine tabi tutulmustur. Sonugta, inokulasyondan 3 giin sonra biitiin

sicakliklarda ve yaprak 1slaklik siirelerinde belirtiler gelismeye baslamistir. Yaprak
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lekesi hastaliginin gelisimi igin en uygun sicakligin 28°C oldugu ve biitiin
sicakliklarda artan yaprak 1slaklik siiresine karsilik hastalik sikligi ve siddetinde artis
kaydedilmistir.

Kurt ve Tok (2006), maydonoz’da Septoria yanikligi etmeni Septoria
petroselini’ nin lezyon gelisimi iizerinde inokulum yogunlugu, yaprak yasi, yaprak
1islaklik siiresi ve sicakligin etkilerini arastirmak i¢in kontrollii kosullarda denemeler
yiiriitmislerdir. Maydanoz suyu agar ve patates dekstroz agar (PDA)’da 21°C’ de 7-10
giin boyunca gelistirilen kiiltiirden 0, 10% 104, 1x10° 2x106, 1x10"ve 2x10’spor/ml
seklinde farkli yogunlukta hazirlanan siispansiyon deve tiiyiinden yapilmis firga
yardimiyla bitkilere inokule edilmistir. Inokuleli bitkiler yetistirme odasinda 20
giinlik inkiibasyondan sonra bitki basma lezyon sayilari degerlendirilmistir. 10°
konidi/ml spor siispansiyonu, 15, 17, 20, 23, 27 ve 32°C sicakliklarda 0, 3, 6, 12, 24,
36, 48, 60 ve 72 saat siireyle nem ¢emberinde tutularak sicakligin ve yaprak 1slaklik
stiresinin hastalik gelisine etkisi gdozlenmistir. Lezyon basina en fazla lezyon 2x 10%da
meydana gelmistir. 10"ten 2x10° konidi/ml’ye ¢ikan konsantrasyonlarda geng
yaprakta %50 ye varan azalma goézlenirken, yasli yaprakta %72,4 oraninda artig
olmustur. En fazla lezyon gelisimi, 20 ve 23°C sicakliklarda 72 saatlik 1slaklik

stiresinde gozlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada, 1spanak antraknoz hastaligi etmeni Colletotrichum spinaciae’ nin
izolasyonu i¢in sodyum hipoklorit (NaOCl), kiiltiire almak i¢in patates dekstroz agar
(PDA) ve 1spanak suyu dekstroz agar (SDA) gibi besi ortamlari, izole edilen fungusun
gelistirilmesi igin inkiibator, fungal inokulumun hazirlanmasinda kan sayim aleti
(Thoma lamz1), binokiiler mikroskop, tiilbent gibi laboratuvar malzemeleri kullanilmastir.
Fungal etmenin bitkiye inokulasyonunda kullanilmak iizere el piilverizatorii, inokiile
edilmis 1spanak bitkilerinin inkiibasyonu i¢in seffaf polietilen torbalar, bitki yetistirme
kabini, bitki yetistirmek igin saksilar, torf, tire (% 46) ve 40-22 ticari isimli bitkisel

kokenli organik giibre kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hastalik Etmeninin izolasyonu, Tanisi ve Patojenisitesi

Hatay ilinde ticari olarak 1spanak yetistirilen {iretim alanlarinda gergeklestirilen
sorveyler sonucu hastalikli olarak degerlendirilen bitkiler, seffaf polietilen torbalar
icerisinde laboratuvara getirilmistir. izolasyon i¢in temiz bir bistiiri ile sap ve 6zellikle
yapraklarda gozlenen hastalikli ve saglam dokulari igeren lezyonlar kesilerek alinmistir.
Bu bitki pargalari, %5’lik sodyum hipoklorit (NaOCIl) soliisyonunda 1-2 dakika yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra, hastalikli bitki dokular1 steril pens yardimiyla
icinde steril saf su bulunan petri kaplarina alinmistir. Steril saf iginde durulanan parcalar
buradan alinip steril kurutma kagitlarina aktarilmistir ve iizeri steril kurutma kagidi ile
kapatilarak kurumaya birakilmigtir. Hastalikli bitki par¢alar1 tamamen kuruduktan sonra
steril pens yardimiyla icerisine PDA ve SDA dokiilmiis petri kaplarina aktarilmis ve
25°C sicaklikta 10 giin inkiibasyona birakilmistir (Kurt ve Uysal, 2014).

Inkiibasyondan sonra gelisen fungus kolonilerinden tek spor izolasyonlar
yapilmistir. Daha sonra PDA igeren egik agar ortamima hifsel transferler
gerceklestirilmistir. Elde edilen kiiltlirler, +4°C buzdolabinda egik agar ortaminda
saklanmistir. Fungusun tanisi i¢in izolatlar, tekrar PDA besi yerinde canlandirildiktan
sonra yaklasik bir hafta siire ile morfolojik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Bu

amacla fungusun, koloni rengi, sekli, gelisimi, hifsel yapisi, dallanma sekli eseysiz
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tireme yapilari, konidiofor ve konidi sekilleri gibi karakteristik ozellikler dikkate
alinarak tan1 islemi gerceklestirilmistir.

Patojenisite denemesi icin agar disk inokulasyon teknigi kullanilmistir. Bu
yontem i¢in, Oncelikle 12 cm ¢apindaki saksida yetistirilen “Matador” c¢esidine ait
1spanak bitkilerinin yapraklari, 6nce akan ¢gesme suyu altinda yikandiktan sonra %5’lik
NaOCl igeren petri kabinda ylizey dezenfeksiyonu i¢in 2-3 dakika bekletilmis ve
igerisinde steril saf su bulunan bir baska petri kabinda durulanmistir. Dezenfekte edilen
yapraklar, steril kurutma kagitlar1 arasinda kurumaya birakilmistir. Kuruyan yapraklar,
PDA igeren petri kaplarina steril pens yardimiyla yerlestirilmistir. Daha sonra PDA
ortaminda 10 giin boyunca gelistirilen fungal kiiltlirlerden diskler alinarak yapraklarin
lizerine yerlestirilmis ve petrinin agz1 parafilm ile sarilarak 25°C'de inkiibasyona

birakilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Dezenfekte edilmis olan 1spanak yapraklarmin PDA ortamina pens yardimiyla
yerlestirilmesi (A), kiiltiir diskinin mantar delici yardimi ile kesilip 6ze yardimiyla
1spanak yapraklar1 iizerine yerlestirilmesi (B), Agar disk inokulasyon yoOntemi
uygulanan yapraklar (C), inkiibatérde 1spanak yapraklari iizerinde gelismeye birakilan
miselyal kitlenin goriiniimii (D)
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Inkiibasyondan sonra agar disklerinde gelisen kiiltiirlerden spor siispansiyonu
hazirlamak igin, tizerinde fungus gelismis yapraklar bir kasik yardimiyla PDA
tizerinden alinip steril bos bir petri kabina konulmus ve yapraklarin iizerine steril saf su
konularak 6nce kasik sonra havan eli yardimiyla iyice parcalanarak aservuluslarin
icinden sporlarin ¢ikmasi saglanmistir. Elde edilen siispansiyon iki katli temiz bir
tillbent ile siiziilmistiir. Bu spor siispansiyona 1-2 damla Tween 80 damlatilarak suyun
yiizey gerilimi azaltilmistir. Inokulum yogunlugu, kan sayim aleti (Thoma lami)
yardimi ile 10° konidi/ml konsantrasyonda olacak sekilde ayarlanmistir. Spor
slispansiyonu 4-6 haftalik taze Matador ¢esidi 1spanak bitkilerine piiskiirtme yoluyla
inokiile edilmistir. Kontrol bitkilerine ise sadece saf su uygulanmstir. Inokulasyon
yapilan ve kontrol bitkiler, orantili nem diizeyinin yiikselmesini saglamak icin seffaf
polietilen bir torba i¢ine alinarak dogal yetistirme kosullarinda 2 giin boyunca
bekletilmistir. Inokulasyondan sonra dogal kosullarda hastalik gdzlemlerine devam
edilerek 30. giinde bitkiler hasta ve saglam olarak kaydedilmistir. Ayrica, hastalikli
dokular {izerinde gelisen fungal yapilar makroskobik ve mikroskobik olarak
incelenmistir. Bununla birlikte PDA ortamin1 kullanilarak etmenin geriye izolasyon

islemi gercgeklestirilerek patojenin varligi dogrulanmistir.

3.2.2. Bitkilerin Yetistirilmesi
Matador adi verilen ispanak ¢esidine ait tohumlar, torf, perlit (4:1, v/v)

karisimindan olusan harg ile doldurulan 8 cm yiikseklige ve 12 c¢cm gapima sahip

saksilara ortalama 15 tane tohum gelecek sekilde ekilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Matador ¢esidi 1spanak bitkilerinin inokulasyon dncesi saksida gelistirilmesi.

17



Saksilar once bitki yetisme kabinine alinmis tohumlarin ¢ikiglarindan bir hafta
sonra dogal yetisme ortamina konulmustur. Bitkiler, 20-27°C sicakliga ayarlanmis 12
saat giindiiz, 18-22°C sicakliga ayarlanmis 12 saat gece aydmlatmali bitki yetistirme
kabininde gelismeye birakilmistir. Bitkiler, 3-4 haftalik olduklarinda 11t suya 1ml
olacak sekilde ayarlanmig 40-22 ticari isimli bitkisel kokenli organik giibre ile
giibrelenmistir. Yetistiricilik sirasinda bitkilerde goriilen afit ve kirmizi 6riimcek gibi
baz1 zararlilarin kontrolii i¢in abamectin etken maddeli insektisit kullanilarak miicadele

yapilmugtir.

3.2.3. Inokulum Uretimi

Yoredeki ticari 1spanak ekim alanlarinda yapilan gozlemler sonucu hastalikli
bitkilerden izole edilen Colletotrichum fungusunun viriilensligini belirlemek igin 6n
calismalar gergeklestirilmistir. Oncelikle, saksida yetistirilen matador cesidi 1spanak
bitkilerinin yapraklarinin %5’lik NaOCl ¢ozeltisinde 2-3 dakika yilizeyden steril
edilmesinden sonra PDA igeren petri kaplarina yerlestirilmesi sonrasinda, daha 6nce
gelistirilmis olan fungus kiiltiiriinden alinan disk yardimi ile agar disk inokulasyon
teknigi kullanilmigtir. Daha Onceki 3.2.1 bashig: altinda da belirtildigi gibi burada

gelistirilen patojenden spor siispansiyonu hazirlanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Colletotrichum fungusunun ispanak yapraklari tizerinde gelisiminden sonra
kasik yardimiyla alinmasi (A), patojenin konidilerinin suya ge¢mesi igin parcalanmasi
(B), hazirlanan siispansiyonun tiilbent yardimiyla siiziilmesi(C)
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3.2.4. Farkli inokulum Yogunlugunun Lezyon Gelisimine Etkisi

Bu denemede, Colletotrichum fungusunun inokulum yogunlugunun ispanak
bitkisindeki lezyon gelisimine etkisi arastirilmistir. Bunun i¢in, 6nceki boliimlerde s6z
edildigi gibi patojen fungusun, 0, 102, 10% 1x10°, 2x10°, 1x10" ve 2x10" konidi/ml
konsantrasyonlarindaki farkli inokulum yogunluklari ele alinmistir. Ancak, patojenin
yeterli sporlanma gostermemesinden dolayr 1x10° ve 2x10" seklindeki inokulum
yogunluklar1 denemeye alimmamistir. Her bir inokulum yogunlugu igin spor
stispansiyonu konsantrasyonu, kan sayim aleti ile ayarlanarak her bir yapraga H. R.
Dillard (1989) tarafindan tanimlandigi gibi piiskiirtme yoluyla uygulanmistir. Kontrol
bitkiler ise sadece steril saf su ile muamele edilmistir. Daha sonra enfeksiyon ig¢in
gerekli orantili nemin saglamasi i¢in tiim bitkiler, seffaf polietilen torbalara

yerlestirilerek agizlari iple baglanmustir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. C. spinaciae’ nin farkli inokulum yogunluklarinda inokulasyona tabi tutulan
bitkilerin polietilen torba ile kapatilarak inkiibasyona birakilmasi

Patojen inokule edilmis ve kontrol bitkiler, 2 giin sonra torbalardan ¢ikarilarak
dogal yetisme ortamlarinda gelismeye birakilmistir. Inokulasyondan 30 giin sonra ise
bitki basina ve bitkideki yaprak basina diisen lezyonlar kaydedilmistir. Elde edilen
verilere varyans analizi uygulanmis ve ortalamalar, Duncan Coklu Karsilastirma Testi

ile karsilastirilmistir.
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3.2.5. Yaprak Islakhik Siiresi ve Sicakhgin Antraknoz Hastahigimin Lezyon
Gelisimine Etkisi

Dogal iklim kosullarinda saksida yetistirilen 4-6 haftalik Matador ¢esidi 1spanak
bitkilerinin her birinin tim yaprak yiizeyi, 10° konidi/ml konsantrasyonundaki spor
siispansiyonundan 50 ml olacak sekilde piiskiirtme yontemi ile inokule edilmistir.
Kontrol bitkilere ise sadece saf su piiskiirtiilmiistiir. Her bir sicaklik- yaprak islaklik
kombinasyonunda 15 bitki olmak {izere her bir sicaklikta 135 bitki kullanilmigtir.

Kontrol ve patojen inokule edilmis olan bitkiler; 15, 18, 22, 25, 28, 30 ve 33°C
sicakliklara ayarlanmis iklim kabininde, nem oraninin yiiksek tutulmasi amaciyla seffaf
polietilen torbalar igerisinde 0, 3, 5, 10, 20, 24, 30, 44, 48 ve 53 saat siire ile
bekletilmistir. Daha sonra bu bitkiler, elektrikli fan ile ortalama 10-15 dakika
Kurutularak dogal yetistirme ortamma alinmis ve bitkideki lezyon gelisimleri

gozlenmeye baslanmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. C. spinaciae ile inokule edilmis olan ispanak bitkisinin fan yardimiyla
kurutulmasi ve dogal ortama alinmasi

Inokulasyondan 10 giin sonra yapraklar iizerinde ortaya c¢ikan lezyonlarin her
biri miirekkepli kalemle daire i¢ine alinmistir. Lezyonlar 3 giinde bir sayilarak 30. giine

kadar degerlendirme yapilmistir. Elde edilen veriler, istatiksel olarak varyans analizine
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tabi tutulmus ve farkli sicakliklarda hastalik gelisimi ve yaprak islaklik siiresi arasindaki

iligkiyi belirlemek icin hastalik siddeti {izerinde regresyon analizleri yapilmistir.

3.2.6. C. spinaciae’ nin Sporulasyonu Uzerine Sicakligin Etkisi

Bitkinin yapraklar1 {lizerinde goriilen lezyonlarda olusan spor sayisi lizerine
diisiik (15°C) ve yiiksek (33°C) sicakligin etkilerini karsilastirmak i¢in, 4-6 haftalik
1spanak bitkilerinin yapraklar, piiskiirtme teknigi ile inokiile edilmistir. Bitkiler, s6z
konusu sicakliklarda 48 saatlik bir 1slaklik siiresine maruz birakilmis ve daha sonra
buradan alinarak hastalik gelisimi i¢in dogal yetistirme ortamima aktarilmistir.
Inokulasyondan 30 giin sonra yapragin her bir cm® sine diisen lezyon sayisi
hesaplandiktan sonra, lezyonlar biistiiri ile kesilerek mikroskopta incelenmistir. Klorotik
hale hari¢ yapraktaki lezyon alam1 (mm?), ((LxW)/4)xn denklemi vyolu ile
hesaplanmistir. Burada, L=her bir lezyon uzunlugu, W= lezyon genisligidir. Kesilmis
lezyonlar, 1 ml saf su igerisinde iyice ezilmistir. Ezilme isleminden sonra Thoma lami1
yardimi ile spor yogunluklart hesaplanmistir. Daha sonra cm?® deki yaprak alaninda
bulunan lezyon sayisi, lezyon basina diisen spor sayilar1 T testi (P=0.05) kullanilarak

analiz edilmistir.

3.2.7. Bitki ve Yaprak Yasimin Antraknoz Hastaliginin Lezyon Gelisimine Etkisi
Denemede 3 farkli yasta 1spanak bitkileri ve her bitkinin en yash ve en geng
yapragi kullanilmistir. Bu amacla, 20, 45 ve 60 giinliik 1spanak bitkileri, 10° spor/ml
konsantrasyondaki spor siispansiyonu piiskiirtme yontemi ile bitkilere inokule
edilmistir. Bitkiler dogal yetistirme ortamlarinda 48 saat siire ile seffaf polietilen
torbalarda nem c¢emberinde tutulmus ve daha sonra dogal yetistirme ortamlarinda
gelismeye brrakilmistir. Inokulasyondan 30 giin sonra ise her bir bitki tek tek kontrol
edilerek en yashh ve en geng yapraklardaki lezyonlar sayilarak kaydedilmistir. Elde
edilen verilere varyans analizi uygulandiktan sonra ortalama degerler, Duncan Coklu

Karsilagtirma Testine gore karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Hastalik Etmeninin izolasyonu, Tamis1 ve Patojenitesi

Hatay ilinde 2013 ve 2014 yillarinda farkli zamanlarda ispanakta (Spinacia
oleracea L.) antraknoz hastaligi belirtileri goriilen yaprak ve sap 6rnekleri toplanmustir.
Elde edilen ispanak bitkilerinin sap ve yapraklarinda antraknoz hastaliginin tipik
belirtileri incelenmistir. Enfekteli 1spanak bitkilerinin geng ve yashi yapraklarinin {ist
yiizeyinde kiigiik, dairesel, suda islanmig gibi lezyonlar gozlenmistir. Bu lezyonlar
genisleyerek etrafinda sar1 haleler meydana getirmistir. Daha sonra bu belirtiler klorotik

ve nekrotik bir hale doniigmistiir. Sonucta 1spanak bitkisinin hastalikli dokular1 kagit

gibi ince bir hal almistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. C. spinaciae’ nin 1spanak bitkisinde dogal kosullarda olusturdugu lezyonlar.

Hastalikli dokularin, 1spanak dekstroz agar (SDA) ve patates dekstroz agar
(PDA) ortamlarinda 25°C” de 7 giin boyunca inkiibasyonu sonucunda pamuksu, beyaz-
soluk gri miselyumlar ve etmenin eseysiz lireme yapisi aservuluslarin olustugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Colletotrichum fungusunun, PDA ortamindaki koloni gelisimi (A), Agar
inokulasyon teknigi sonucu 1spanak yapraklari tizerindeki kolonizasyonu (B).

Daha sonra mikroskobik incelemeler sonucunda aservuluslar i¢inde koyu renkli
seta yapilari ve konidiler bulundugu saptanmistir. Konidilerin ise 17-28umx2,5-6pum
boyutlarinda seffaf piiriizsiiz falgata seklinde her iki uca dogru koniklesen bir yapiya
sahip oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. C. spinaciae’ nin eseysiz lireme yapisi olan aservulus ve koyu renkli, sivri,
steril setealar1 (A), aservuluslar igerisinden ¢ikan falgata seklindeki konidileri (B).

Ulkemizde 1spanak iiretim alanlarinda ilk kez 2013 yilinda belirlenen 1spanak
antraknoz hastaligi (Kurt ve Uysal, 2014), benzer belirtiler ve fungusun mikroskobik

Ozellikleri yoniinden diinyanin diger bazi lilkelerden bildirilmistir (Singh ve Gupta,
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1951; Dechmani ve Goode, 1972; Cerkauskas ve ark.,1991; Koike ve Correll, 1993;
Washington ve ark., 2006; Domicone ve ark., 2013). Ispanak bitkisinde izole edilen
fungal etmenin Kkiiltiirel ve mikroskobik o6zellikleri incelendiginde ortaya konan tiim
ozellikleri, onceki yillarda Colletotrichum dematium f. spinaciae olarak bilinen ve son
yillarda Colletotrichum spinaciae olarak tanimlanan (Damm ve ark., 2009) fungusun
karakteristik ozellikleri ile benzerlik gostermektedir. Sonucta hastalik belirtileri ve
etmenin morfolojisine dayanarak fungus, Colletotrichum spinaciae Ellis & Halst, olarak
(Damm ve ark., 2009) tanimlamistir. Benzer bir baska c¢alismada (Tomioka ve ark.
(2008), Polygonatum falcatum bitkisi {izerinde antraknoz hastaliginin lezyonlari
kaydedilmistir. PDA ortaminda gergeklestirilen izolasyon sonucunda yesilimsi - gri
renkli kolonilerin olustugu, konidilerin ise seffaf, piiriizsiiz falgata seklinde, hidrofilik
ve 16-22x3-4um ¢apinda oldugu saptanmustir.

Patojenisite denemesi igin Agar disk inokulasyon yontemi ile 10° konidi/ml
konsantrasyonda hazirlanmig spor silispansiyonu piiskiirtme seklinde 4-6 haftalik
Matador ¢esidi 1spanak bitkilerine uygulanmistir. Inokulasyondan 20 giin sonra ilk
belirtiler gozlenmeye baslanmistir. Lezyonlu yapraklardan preparat hazirlayip
mikroskop altinda incelendiginde etmenin aservulus, setea ve konidileri gdzlenmistir.
Ayrica 1nokule edilen bitkilerde, % 75-77 arasinda degisen hastalik siddeti
belirlenmistir. Yapilan patojenisite denemesinin sonucunda en yiiksek viriilenslige sahip
olarak SCsl izolati belirlenmistir. Gelisen lezyonlardan yapilan geriye izolasyon ile
etmen tekrar izole edilebilmistir. Bu bulgulara goére 1spanak antraknoz hastaligi etmeni
Colletotrichum spinaciae Ellis & Halst, olarak tanimlanmigtir. Calismanin bundan
sonraki diger tiim asamalarinda C. spinaciae’ nin SCsl izolat1 kullanilmistir. Kanada’
da antraknoz hastalig1 icin 1991 yilinda Tyee, Melody ve Vienna 1spanak ¢esitlerinde
gerceklestirilen patojenisite denemesinde 10° konidi/ml spor siispansiyonu piiskiirtme
yoluyla 44 giinliik 1spanak bitkilerine uygulanmistir. Inokulasyondan 14 giin sonra tiim
1spanak cesitlerinde yiiksek diizeyde hastalik siddeti ile birlikte etmenin aservulus, seta

ve sporlarinin mikroskopta gozlendigini bildirmislerdir (Cerkauskas ve ark. 1991).
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4.2. C. spinaciae Patojeninin Farkhh Yogunluklarinin Lezyon Gelisimi
Uzerine EtKkisi

Ispanak antraknoz etmeni C. spinaciae’ nin farkli inokulum yogunlugunun bitki
basina olusturdugu lezyon gelisimi iizerine etkisine incelendiginde, kontrol bitkilerinde
hicbir lezyon olusumu goézlenmezken, inokulum yogunlugu artik¢a lezyon gelisim
dogrusal olarak artis gostermistir. Patojenin 10° konidi/ml’ den fazla konsantrasyonda
bu dogrusal artisin azalisa gegtigi gézlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, 10?, 104, 10°
ve 2x10° konsantrasyonlarda, sirasiyla bitki bagina 3.3, 4.1, 6.7 ve 5.9 adet lezyon

meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 4.4).

Lezyon sayisy/ Bitki

0 ) 2 4 6 6,3
Inokulum yogunlugu (Log konidi/ml)

Sekil 4.4. C. spinaciae’ nin farkli inokulum yogunluklarinin ispanak bitkisinde bitki
basina lezyon gelisimine etkisi (2; 102, 4: 104, 6; 10 ve 6,3; 2x10° konidi/ml).

Bitki basina diisen lezyon sayist bakimindan en fazla lezyon sayisi 1x10°
konidi/ml konsantrasyonda meydana gelmistir. Bunun sonucuna gore, inokulum zarar
iliskisi konusunda 1x10° inokulum yogunlugunu 6nemli oldugu kanisina varilmistir

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. En fazla lezyon olusturan 10° konidi/ml konsantrasyonun 1spanak
bitkilerindeki lezyon gelisimi (A), kontrol bitkileri (B)

Nitekim, domates meyvesinde Colletotrichum coccodes’ in neden oldugu
enfeksiyon iizerine farkli epidemiyolojik faktorlerin etkilerinin arastirildigi calismada
inokulum yogunlugu arttikga inokule edilen yaprak yiizeyindeki lezyon sayilarinda
dogrusal bir artis oldugu ve en fazla lezyon sayismm 10° konidi/ml konsantrasyonda
oldugu bildirilmistir (Dillard, 1989). Yine benzer bir baska g¢alismada maydanoz
bitkisinde Septoria petroselini etmeninin neden oldugu septorya yanikliginin
enfeksiyonu iizerine inokulum yogunlugunun lezyon gelisimine etkisi arastirilmistir.
Sonugta, inokulum yogunlugu arttik¢a bitki basina lezyon sayisinin arttigr ve 10°
konidi/ml konsantrasyondan sonra inokulum yogunlugu arttik¢a lezyon sayisinin fazla
degismedigi saptanmistir (Kurt ve Tok, 2006).

C. spinaciae ile inokule edilmis 1spanak bitkilerinde farkli inokulum
yogunluklar ile lezyon gelisimi arasindaki iliski incelendiginde, her iki faktor arasinda

pozitif yonde dogrusal bir iligkinin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. SCsl izolati ile inokule edilmis 1spanak bitkilerinde inokulum yogunlugu ile
lezyon gelisimi arasindaki iliski (2; 102, 4; 10%, 6; 10° ve 6,3; 2x10° konidi/ml)

C. spinaciae’ nin farkli inokulum yogunluklarinda 1spanak bitkilerinde meydana
getirdigi lezyon gelisimi incelendiginden en fazla lezyon 1x10° konidi/ml inokulum
yogunlugunda bitkinin ilk yapraklarinda oldugu gozlenmistir. En yiiksek inokulum
yogunlugu olan 1x10% ve 2x10% da bitkilerin birinci ve ikinci yapraklarindaki lezyon

sayilari istatiksel olarak ayn1 grup icerisinde yer almistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. C. spinaciae’ nin artan inokulum konsantrasyonlarinda 1spanak bitkilerinde
yaprak basina meydana gelen ortalama lezyon sayilar (2; 102, 4; 104, 6; 10° ve 6,3;
2x10° konidi/ml).

Buna karsin en az inokulum yogunlugu olan 10 ve 10* konsantrasyonlarda ise

bitkilerdeki lezyon sayilar1 da 0 konsantrasyonda uygulanan bitkilerdeki lezyon sayilari

ile ayn1 grup igerisinde yer almistir (Cizelge4.1)
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Cizelge 4.1. Farkli inokulum konsantrasyonlarinda ispanak bitkisinde yaprak basina
meydana gelen ortalama lezyon sayilari

Inokulum 1lyaprak 2yaprak 3yaprak 4.yaprak Ortalama
yogunlugu

0 0,00a* 0,00a 0,00a 0,00a 0,0
102 6,91a 4,69a 0,98a 0,27a 3,21
10* 9,22a 5,58a 0,87a 0,18a 3,96
1x10° 15,04b 9,51b 3,87b 0,27a 7,17
2x10° 13,33b 10,00b 2,76ab 0,40a 6,62
Ortalama 8,90 5,95 1,69 0,22

*Siitlin i¢inde farkl harflerle gdsterilen ortalamalar Duncan Coklu Karsilagtirma

Testine(p=0,05) gore birbirinden énemli dl¢iide farklidir.

Tiim yapraklardaki ortalama lezyon sayis1 géz oniine alindiginda 7,17 ile en

fazla 1x10° konidi/ml, en az ise 3,21 ile 10% konidi/ml konsantrasyonda saptanmustir.

4.3. Yaprak Islaklik Siiresi ve Sicakligin Antraknoz Hastahi@inin Lezyon Gelisimi
Uzerine Etkisi

Saks1 kosullarinda 9 farkli yaprak 1slaklik siiresi ve 7 farkli sicaklikta
gerceklestirilen denemede, C. spinaciae’ nin ispanak bitkilerinde olusturdugu lezyon
gelisimleri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore, 15, 18, 22, 25, 28, 30 ve
33°C gibi farkli sicakliklarda, 3,5, 10, 20, 24, 30, 44, 48, 53 saatlik nem periyodlarinin
hepsinde lezyon gelisimi gézlenmistir. Ispanak bitkilerinde bitki bagina lezyon gelisimi
15°C’ den itibaren 22°C’ye kadar kademeli olarak artig gostermis olup en fazla lezyon
22°C’de kaydedilmis, bu sicakliktan sonra lezyon gelisimi kademeli olarak azalmistir.

En az lezyon ise 33°C’ de oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Scdl izolat1 ile inokule edilmis 1spanak bitkilerinde lezyon gelisimi iizerine

sicaklik ve yaprak slaklik siirelerinin etkileri. Her bir bar, 15 bitkinin ortalama lezyon
sayisini temsil etmektedir.

Islaklik siirelerinin lezyon gelisimine etkisi 3. Saatten 24. saate kadar kademeli
bir artis gozlenmis, 24. saat ve 30. saat 1slaklik siirelerinde lezyon sayilart birbirine
yakin olup bu siirelerde en yiiksek lezyon sayilar1 kaydedilmistir. 30. saatten itibaren 53.
saate kadar lezyon gelisimlerinde hafif bir azalma goriilmiistiir. En az lezyon 3 saat
1slaklik siiresine tabi tutulan bitkilerde kaydedilmistir. Buna goére en fazla lezyon 22°C
sicaklikta 24 saat 1slaklik siiresine tabi tutulan 1spanak bitkilerinde gozlendigi
kaydedilmistir. Lezyon gelisiminin az oldugu sicaklik ve yaprak islaklik siirelerinde
istatiksel olarak degerler aymi grupta yer almistir. Elde edilen bulgulara gore 22°C
sicaklikta ve 24 saat yaprak islaklik siiresinde en yiiksek lezyon gelisimine rastlanmig

olup en diisiik deger 33°C’ deki tiim yaprak 1slaklik siirelerinde belirlenmistir (Cizelge
4.2).
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Cizelge 4.2. Farkli sicaklik (°C) ve yaprak 1slaklik siirelerinde, SCsl izolati ile inokule edilmis 1spanak bitkilerindeki lezyon sayilari

Sicaklhik(°C) 3.saat 5.saat 10.saat 20.saat 24.saat 30.saat 44 saat 48.saat 53.saat Ortalama
15 3,00abc  5,00b 8,00c 4,14ab 2,29 3,43ab 5,86abc  4,86abc 557abc 4,68

18 2,00abc  3,29ab 7,14bc 6,57bc 8,71b 5,71bc 9,43bc 10,71bcd 10,57c 7,12

22 3,57abc  8,57c 12,43d 12,86d 18,29d 16,86d 10,86¢ 10,29bcd 6,86bc 11,17

25 3,86bc  5,00b 4,43abc  8,57c 13,71c 9,00c 12,29c 14,29d 10,29c 9,04

28 1,14ab  2,00ab 3,14ab 7,43bc 6,57b 7,00bc 8,71bc 11,29cd 8,29bc 6,17

30 4,57c 2,57ab 0,71a 1,14a 0,86a 2,14ab 2,43ab 3,14ab 3,14ab 2,3

33 0,43a* 0,43a 1,29 0,43a 0,71a 0,43a 0,71a 0,71a 0,43a 0,61
Ortalama 2,6 3,83 5,30 5,87 7,30 6,36 7,18 7,89 6,45

*Siitun icinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Karsilagtirma Testine (p=0,05) gore birbirinden 6nemli Olciide farklidir



C. spinaciae ile inokule edilmis olan ispanak bitkilerinin yapraklarinda farkli
sicakliklar ve yaprak 1slaklik siireleri ile bitki basina diisen lezyon sayilar1 arasindaki
iliski Sekil 4.9 da verilmistir. Elde edilen verilerden anlasilacag: gibi 18, 25 ve 30°C’

lerdeki yaprak 1slaklik siireleri ile lezyon gelisimi arasinda 6énemli (p<0,01) bir iliski

saptanmistir.
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Sekil 4.9. SCs1 izolat1 ile inokule edilmis 1spanak bitkilerinde farkli sicakliklarda (15,
18, 22, 25, 28, 30, 33°C) lezyon gelisimi ve yaprak 1slaklik stiresi (5, 10, 20, 24, 30, 44,

48, 53 saat) arasindaki iliski

Buna karsilik 15, 22, 28 ve 33°C sicakliklarda yaprak 1slaklik siireleri ile lezyon
gelisimleri arasindaki dogrusal ve 6nemli seviyede bir iliski gdzlenmemistir.

ABD’ de 1spanak bitkisinde antraknoz hastaliginin gelisimini etkileyen faktorleri
daha iyi anlamak i¢in hastalik gelisimi iizerine sicaklik ve yaprak 1slaklik periyodunun
kombine etkileri, nem cemberinde arastiilmustir. Bitkiler, 9,5x10° konidi/ml
konsantrasyondaki spor siispansiyonu ile inokule edilmis ve 2,78°C araliklarla 10 dan

32°C’ ye kadar olan aralikta ve her bir sicaklikta 8 farkli yaprak islaklik siiresine tabi
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tutulmustur (Domicone ve ark., 2013). Sonugta yaprak islaklik periyodu, sicaklik ve
bunlarin interaksiyonlarinin hastalik gelisimi iizerine etkileri 6nemli (p<0,01)
bulunmustur. Bu bulgular ¢alismamizda elde ettigimiz verilerle uyumluluk
gostermektedir. Diger bir ortak nokta ise sicaklik tepkilerinin hastalik gelisimi tizerinde
degiskenlik arz etmesidir. Nitekim, sicaklik etkilerinin quadratik bir etki ile maksimum
hastalik siddetinin 18.3-26.7°C arasinda oldugunu bildiren Damicone ve ark (2013)’ nin
bulgulari, bu c¢alisma kapsaminda elde ettigimiz maksimum hastalik siddetinin
belirlendigi 28-28°C’ ler arasindaki degerleri (Sekil 4.10) destekler niteliktedir. Ancak
calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore optimum gelisme sicakli§i ve yaprak
1slaklik siiresi 22°C” de 24 saat olarak belirlenmesine karsin diger ¢alismada (Domicone
ve ark., 2013) optimum sicaklik tanimlanamamistir. Bununla birlikte hastalik siddetinin,

6 saatte %5’ 1 ve 12 saat 1slaklik siiresinde %10’ u astig1 ifade edilmistir.
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Sekil 4.10. Farkli sicaklik ve yaprak islaklik siirelerinde, SCsl izolati ile inokule edilmis ispanak bitkisindeki lezyon sayilari



4.4. C. spinaciae’ nin Sporulasyonu Uzerine Sicakhigin EtKisi

Bu asamada sicakligin, bitki basina lezyon gelisimine ve her lezyondaki spor
olusumuna etkisi arastirilmustir. C. spinaciae’ nin 10° konidi/ml spor siispansiyonu ile
inokule edilen ve 15 ila 33 °C sicakliklarda 48 saat siire ile yaprak 1slaklik siiresine tabi
tutulan bitkiler 20. giiniin sonunda degerlendirmeye alinmistir. Buna gore, 15°C’ de
sicaklikta her bir yapragin cm® sine diisen lezyon sayisi 0,493 olarak bulunmustur.
Fakat 33°C’ de sicaklikta 1spanak bitkilerinde her bir yapragin cm? sine diisen lezyon
sayist 0,450 oldugu kaydedilmis, ancak bunlarda herhangi bir sporulasyon
gozlenmemistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli sicakliklarin 1spanak bitkisindeki antraknoz hastaligi lezyon sayis1 ve
lezyon basina diisen spor sayilari.

Sicaklik (°C) Lezyon +standart hata Spor sayisv/lezyon+
sayisi(lezyon/cm?) standart hata

15 0,493+0,03 3,86+0,21

33 0,450+0,06 0+0,0

T testi analizine gore 1spanak yapraginda cm? alanina diisen lezyon sayilarinda
farkin olmadigi, ancak lezyon basina diisen spor sayisinda 6nemli fark oldugunu
gozlenmistir (Ek 12). Benzer bir ¢aligmada, maydanozda septorya yanikligi etmeni
Septoria petroselini’ nin sporulasyonu {izerine 13 ve 27°C sicakliklarin etkisi
aragtirtlmistir. Sonug olarak bu ¢alismada her iki sicaklikta da yakin sayida lezyon
kaydedilmigtir. T testine gore lezyonlar arasinda fark olmadigi, lezyon basina diisen
spor sayilarinda farkin 6nemli oldugu saptanmistir. Lezyon basina diisen spor sayisi

13°C’ ye gore 27 °C’ de daha fazla oldugu bildirilmistir. ( Kurt ve Tok, 2006).

4.5. Bitki ve Yaprak Yasinin Antraknoz Hastaliginin Lezyon Gelisimi Uzerine
Etkisi

Bu asamada, C. spinaciae patojeninin ispanak bitkilerindeki lezyon gelisimine
bitki ve yaprak yasinin etkileri arastirilmistir. 3 farkli yasta bitkiler ve her bir bitkinin en
yasli ve en gen¢ yapraginin kullanildigi bu denemede, tipik antraknoz hastaliginin
belirtileri gozlenmistir. 20 giinliikk bitkilerde lezyon gelisimi az olup 45 giinlik
bitkilerde en fazla lezyon gelisimi gozlenmistir, fakat 60 giinliik bitkilerdeki lezyon
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sayilarinda tekrar bir azalma goriilmistiir. Elde edilen bu veriler, Colletotrichum
truncatum’ un mercimek bitkisinde meydana getirdigi antraknoz hastalig1 lizerinde
bliylime doneminin etkilerini arastiran ve ortaya ¢ikan belirtilerin 28-42 giinliik
bitkilerde daha siddetli oldugunu ve bunun bitkinin ¢iceklenme dénemi baslangicina
rastladigini ifade eden Chongo ve Bernier (2000)’ in bulgulariyla uyumluluk arz
etmektedir. Bitkinin yaslanmasina bagli olarak lezyon gelisimlerinin azalmasi, biber
bitkisinde Colletotrichum coccodes’ in enfeksiyonuna karsi bitki yaslandik¢a patojene
daha fazla dayanikliligin gelismeye basladigini vurgulayan Hong ve Hurang (1998)
tarafindan da desteklenmektedir.

Bir 1spanak bitkisinin gen¢ ve yash yaprak bakimindan lezyon gelisimi
incelendiginde en fazla lezyon sayisinin yasli yapraklarda oldugu, buna ragmen geng

yapraklarda ise daha az lezyon sayisi oldugu gozlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Farkli yaslardaki 1spanak bitkilerinde ve yaprak yaslarindaki lezyon gelisimi

Benzer bir calismada, maydanoz bitkisinde Septorya yanikligi hastaliginin
lezyon gelisimine bitki yasini etkisi arastirildiginda, en fazla lezyon 8 haftalik bitkilerde
meydana gelirken, en az lezyon 2 haftalik bitkilerde meydana geldigi saptanmistir. 2
haftalik bitkilerden olgun bitkilere dogru yas ilerledikce meydana gelen bitki basina
lezyon sayist da artis gostermekte oldugunu bildirmiglerdir (Kurt ve Tok, 2006).
Nitekim, 1992 yilinda nohutta Ascochyta rabiei hastaligi i¢in 2 ve 8 haftalik bitkilerin

37



hastaliga kars:1 tepkilerini incelenmistir. Sonucta, hastalik gelisiminin 2 haftalik geng
bitkilerde 8 haftalik yasl bitkilerde gore daha fazla oldugu bildirilmistir. (Trapero-
Casas ve Kaiser, 1992).

Ispanak bitkilerinin C. spinaciae ile inokulasyonundan sonra farkli yaslarda
bulunan gen¢ ve yasl yapraklar ile lezyon gelisimleri arasindaki iliski Sekil 4.12” de

verilmigtir.
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Sekil 4.12. C. spinaciae ile inokule edilmis farkli yaslardaki ispanak bitkilerinde yash
ve geng yapraklar arasindaki iligki
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Sekil 4.12° de verildigi gibi farkli yaslardaki 1spanak bitkilerindeki geng ve yasl
yapraklar arasindaki regresyon analizine gore dogrusal bir iligkinin olmadigi
saptanmustir.

Farkl1 yaslardaki bitkilerin geng ve yash yapraklarinda ortaya ¢ikan lezyon

sayilarina ait verilerin istatistiki analizi Sekil 4.13” de verilmistir.
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Sekil 4.13. Ispanak bitkisinde bitki ve yaprak yasinin C. spinaciae’ nin lezyon
gelisimine etkisi

Elde edilen sonuclara gore bitki ve yaprak yasina gore bitki basina olusan lezyon
sayilar1 degerlendirildiginde artan lezyon gelisimi 45 giinliik bitkilerin yash
yapraklarinda en fazla seviyede meydana gelmistir. Farkli yagstaki bitkilerin yash
yapraklarinda lezyon sayilar1 birbirinden farkli olup, ortalamalar Duncan Coklu
Karsilagtirma Testine gore istatiksel olarak farkli gruplarda yer almislardir. Farkl
yastaki bitkilerin gen¢ yapraklarinda belirlenen lezyon sayilari incelendiginde 20 ve 45
giinliik bitkilerde lezyon sayilari istatiksel olarak ayni grupta olurken, 60 giinliik
bitkinin geng¢ yapraklarinda en az sayida lezyon belirlenmis ve istatiksel olarak farkl
grupta yer almistir.

Yaprak yasinin, 45 ve 60 giinlik bitkilerde gen¢ yapraklara gore yash
yapraklarda daha yiiksek oranda belirlenen 1spanak antraknoz hastaliginin siddeti
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lizerine Onemli bir etkiye sahip oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuglardan da
goriilecegi gibi bitki yaslandik¢a yasli ve geng yapraklarda lezyon sayisinda azalma
kaydedilmistir. Bu veriler, biberde C. coccodes’ in neden oldugu antraknoza kars1 bitki
yaslandik¢a tiim biber ¢esitlerinin giderek dayanikli hale geldigini bildiren Hong ve
Hwang (1998)’ in bulgulari ile desteklenmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, Ispanak bitkisinde C. spinaciae’ nin neden oldugu antraknoz
hastalig1’ nin lezyon gelisimine inokulum yogunlugu, yaprak islaklik siiresi, sicaklik ve
bitki yast ile sicakligin sporulasyon iizerine etkileri arastirilmistir.

Hatay’da ticari 1spanak ekim alanlarinda elde edilen fungal patojen, PDA ve
SDA iizerindeki koloni gelisimi ve mikroskobik incelemeler sonucunda, C. spinaciae
olarak tanimlanmustir. Agar inokulasyon ydntemi sonucunda elde edilen 10° konidi/ml
konsantrasyonundaki spor siispansiyonu ile i1spanak bitkilerine piiskiirtme yoluyla
yapilan inokulasyon sonucunda tarlada goriilen belirtilere benzer lezyonlar gozlenmistir.

C. spinaciae’ nin inokulum yogunlugunun lezyon gelisimine etkileri
incelendiginde inokulum yogunlugu 10’ den 10%’ya dogru artarken lezyon gelisimi artis
gosterirken 2x10° konsantrasyonda azalma sergiledigi tespit edilmistir.

Sicaklik ve yaprak islaklik siiresinin lezyon gelisimine etkileri incelendiginde,
1spanak bitkilerinde bitki bagina lezyon gelisimi 15°C’ den itibaren 22°C’ye kadar
kademeli olarak artig gostermistir. Bununla birlikte en fazla lezyon sayisi 22°C’de
kaydedilmis, bu sicakliktan sonra lezyon gelisimi kademeli olarak azalmistir. En az
lezyonun ise 33°C’de ortaya ¢iktigi kaydedilmistir. Islaklik siirelerinin lezyon
gelisimine etkisi arastirildiginda, 0. Saatten 24. saate kadar kademeli bir artig gdzlenmis,
24. saat ve 30. saat 1slaklik siirelerinde lezyon sayilar1 birbirine yakin olup bu siirelerde
en yiiksek lezyon sayilari belirlenmistir. 30. saatten itibaren 53. saate kadar lezyon
gelisimlerinde hafif bir azalma gbzlenmistir. En az lezyon 3 saat 1slaklik siiresine tabi
tutulan bitkilerde kaydedilmistir. Buna gére optimum lezyon sayisina 22°C sicaklikta 24
saat 1slaklik siiresine tabi tutulan 1spanak bitkilerinde ulasildig1 saptanmistir. Buna gore,
bu epidemik sartlarin takip edilmesi ve ilaglamalarin hava sartlarina gore ayarlanmasi
hem hastalik ile savasi kolaylastiracak hem de mevsim iginde yapilacak ilaglama
sayisini azaltarak cevresel ve ekonomik zararlarin 6niine gecilmis olunacaktir.

Sicakligin patojenin sporulasyonu iizerine etkisi arastirildiginda, 10° konidi/ml
spor siispansiyonu 1spanak bitkilerine piskiirtiilerek 15 ve 33°C sicakliklarda
sporulasyon {lizerine etkisi incelendiginde 15°C sicaklikta her bir yapragin cm?’sine
diisen lezyon sayisi, 0,493 olarak bulunmustur. Fakat 33°C’ de sicaklikta 1spanak
bitkilerinde lezyon sayis1 0,450 oldugu halde sporulasyon gézlenmemistir.
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Bitki ve yaprak yasimin lezyon gelisimine etkisi arastirildiginda, 20 giinlik
bitkilerde lezyon gelisimi az olup 45 giinliik bitkilerde en fazla lezyon gelisimi
gozlenmistir, fakat 60 giinliikk bitkilerdeki lezyon sayilarinda da tekrar bir azalma
gozlenmistir. Yaprak yasinin, 45 ve 60 giinliik bitkilerde geng yapraklara gore yaslh
yapraklarda daha yiiksek oranda belirlenen 1spanak antraknoz hastaliginin siddeti
lizerine Onemli bir etkiye sahip oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuc¢lardan da
gorilecegi gibi bitki yaslandik¢a yash ve geng yapraklarda lezyon sayisinda azalma
kaydedilmistir. Buna gore 1spanak yetistirilen alanlarda 45 ve 60 giinliik olan bitkilerin
yasli yapraklari kontrol edilerek antraknoz hastaliginin olup olmadigmna incelenmelidir
ve buna karsi 6nlemler alinmalidir.

Bu calisma, tarla kosullar1 altinda sicaklik, yaprak islaklik siiresi, inokulum
yogunlugu ve bitki yasi gibi epidemiyolojik faktorlerin 1spanak yapraklarinda C.
spinaciae’nin enfeksiyonunu nasil etkileyecegi konusunda yararli ve pratige uygun
bilgiler sunmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda ticari olarak 1spanak yetistirilen alanlarda
antraknoz hastalig1 i¢in minimum enfeksiyon gerceklesen sicaklik ve yaprak islaklik

siireleri dikkate alinarak 6nceden 6nlem alinmis olunacaktir.
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EKLER

EK1

Patates Dekstroz Agar(PDA)’nin hazirlanisi

Kabuklar1 soyulmus ve kiip seklinde dogranmis 200g patates, i¢cinde saf su
bulunan beherde yumusayincaya kadar haslanmistir. Daha sonra, patatesler siizgecten
gecirilerek uzaklastirilmistir. Elde edilen sivi igine saf su ilave edilerek 1 litreye
tamamlanmis ve bu karisima 20g/l dekstroz ve 20g/l agar ilave edilerek otoklavda

121°C’de 15 dk steril edilmistir.

Ispanak suyu Agar (SDA) ortaminin hazirlanisi

200-300g 1spanak yapraklar1 ve saplariyla birlikte i¢inde saf su bulunan beher
icerisinde bitkiler iyice yumusayip parcalanincaya kadar haslanmistir. Daha sonra bu
karisim siizgecten gegirilerek siiziilmiistiir. Elde edilen sivi 1 litreye tamamlanarak
icerisine 20 g/l dekstroz ve 20g/l agar eklenerek 121°C’de 15 dk otoklavda steril

edilmistir.

Sentetik Nutrient Agar (SNA) ortaminmin hazirlamisi

1 litre ortam i¢in, 1g KH2PO4, 1g KNO3, 0,5g¢ MgS04.7H20, 0,5g KCl, 0,2g
Glukoz, 0,2g Sakkaroz, 20g Agar karistirilmig ve tizeri saf su ile tamamlanarak
121°C’de 15 dk otolavda steril edilmistir.
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EK 2
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EK4
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EKS
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EK6
28°C

28°C sicaklikta 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30. giinlerde 1spanak bitkilerindeki ortalama
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EK7
30°C
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EKS8

33°C
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EK9

Inokulum Yogunlugunun Ispanak Bitkilerinde Yaprak Basia Diisen C. spinaciae’ un
Lezyon Sayisinin Istatiksel Analizi

ANOVA
Kareler
Kareler toplami df ortalamasi F Onem
1. Yaprak  Gruplar 1872,728 3 624,243| 15,670 ,000
arasinda
Gruplar 7011,333 176 39,837
icinde
Toplam 8884,061 179
2. Yaprak  Gruplar 984,578 3 328,193 7,963 ,000
arasinda
Gruplar 7253,867 176 41,215
iginde
Toplam 8238,444 179
3. Yaprak  Gruplar 284,861 3 94,954 4,884 ,003
arasinda
Gruplar 3421,689 176 19,441
iginde
Toplam 3706,550 179
4. Yaprak  Gruplar 1,133 3 378 ,328 | ,805
arasinda
Gruplar 202,978 176 1,153
iginde
Toplam 204,111 179
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EK10

15, 18, 22, 25, 28, 30, 33°C Sicakliklarda Farkli1 Yaprak Islaklik Siiresinin Istatiksel

Analizi
ANOVA
Kareler Kareler
toplami df ortalamasi F Onem
3. saat Gruplar 96,245 6 16,041 2,126 ,070
arasinda
Gruplar 316,857 42 7,544
icinde
Toplam 413,102 48
5. saat Gruplar 294,122 6 49,020 5,975 ,000
arasinda
Gruplar 344,571 42 8,204
iginde
Toplam 638,694 48
10. saat Gruplar 728,408 6 121,401 8,914 ,000
arasinda
Gruplar 572,000 42 13,619
iginde
Toplam 1300,408 48
20. saat Gruplar 797,837 6 132,973 12,156 ,000
arasinda
Gruplar 459,429 42 10,939
iginde
Toplam 1257,265 48
24. saat Gruplar 1920,694 6 320,116 26,274 ,000
arasinda
Gruplar 511,714 42 12,184
iginde
Toplam 2432,408 48
30. saat Gruplar 1256,816 6 209,469 10,800 ,000
arasinda
Gruplar 814,571 42 19,395
icinde
Toplam 2071,388 48
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44. saat Gruplar 780,408 6 130,068 3,193 ,012
arasinda
Gruplar 1669,905 41 40,729
i¢inde
Toplam 2450,313 47
48. saat Gruplar 1045,633 6 174,272 3,826 ,004
arasinda
Gruplar 1912,857 42 45,544
icinde
Toplam 2958,490 48
53. saat Gruplar 582,408 6 97,068 3,365 ,008
arasinda
Gruplar 1211,714 42 28,850
icinde
Toplam 1794,122 48
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EK11

15 ve 33°C sicakliklarin sporulasyon iizerine etkisinin istatiksel analizi

One-Sample Statistics

Bootstrap®
15°C 95% Giiven Araligi
En En
Istatistik | Sapma | Std. Hata | Diisiik | Yiiksek
Lezyon/cm® N 15
Ortalama 4667 -,0018 ,0341 ,4000 ,5000
Std. sapma ,12910| -,02800 ,07783| ,00000 ,20702
Std.hata ,03333
ortalamasi
Spor/lezyon N 15
Ortalama 1,8533| -,0037 2120 1,4202 2,2533
Std. sapma ,82016| -,03810 ,14709| ,51439| 1,07113
Std. hata 21177
ortalamasi
a. Unless otherwise noted, bootstrap results are based on 1000 bootstrap samples
One-Sample Statistics
Bootstrap®
33°C 95% Giiven Aralig
En En
Istatistik | Sapma [Std.Hata Diisiik [Yiiksek
Lezyon/cm® N 15
Ortalama ,2867 -,0029 ,0624 ,1667 ,4067
Std. sapma 24162 -,00971 ,02660| ,17730( ,28199
Std. hata ,06239
ortalamasi
Spor/lezyon N 15
Ortalama ,0000 ,0000 ,0000 ,0000 ,0000
Std. sapma ,00000° ,00000 ,00000| ,00000( ,00000
Std. hata ,00000
ortalamasi

a. Unless otherwise noted, bootstrap results are based on 1000 bootstrap samples
b. t cannot be computed because the standard deviation is 0.




EK 12

20, 45, 60 Giinliik Ispanak Bitkilerinin Yasli Ve Geng¢ Yapraklarinda C. spinaciae’ un
Lezyon Gelisiminin Istatiksel Analizi

ANOVA
Kareler Kareler
toplami df ortalamasi F Onem
Yash Gruplar 45,156 2 22,578 15,270 ,000
Yaprak arasinda
Gruplar 128,633 87 1,479
icinde
Toplam 173,789 89
Geng Gruplar 7,022 2 3,511 2,600 ,080
Yaprak arasinda
Gruplar 117,467 87 1,350
iginde
Toplam 124,489 89
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