T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

AYSUN UYSAL

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

HATAY
MAYI1S-2019



T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

4 )

DOGU AKDENIiZ BOLGESI’NDE TURUNCGILLERDE ANTRAKNOZ
ETMENI COLLETOTRICHUM TURLERININ MORFOLOJIK,
PATOJENIK, MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE FUNGISIT
DUYARLILIKLARI

- J

AYSUN UYSAL

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

HATAY

MAY1S-2019



T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOGU AKDENiZ BOLGESI’NDE TURUNCGILLERDE ANTRAKNOZ
ETMENI COLLETOTRICHUM TURLERININ MORFOLOJIK, PATOJENIK,
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE FUNGISIT DUYARLILIKLARI

AYSUN UYSAL
BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

Prof. Dr. Sener KURT danismanliginda hazirlanan bu tez 02/05/2019 tarihinde
asagidaki jiiri tarafindan OYBIRLIGI/OYCOKLUGU ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Sener KURT

Baskan
Prof. Dr. Emine Mine SOYLU Dog. Dr. Davut Soner AKGUL
Uye
Uye
Prof. Dr. Yesim AYSAN Prof. Dr. Celil TOPLU
Uye Uye

Kod No:

Prof. Dr. Erdal SERTKAYA
Enstitii Midirii

Bu ¢alisma HMKU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunca desteklenmistir.
Proje No: BAP-16556

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve bagska kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelgelerin, sekil ve fotograflarin
kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayih fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



02.05.2019
TEZ BiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢cer¢evesinde elde
edilerek sunuldugunu, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada bana
ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini ve tez tizerinde
Yiiksekogretim Kurulu tarafindan higbir degisiklik yapilamayacagi icin tezin bilgisayar
ekraninda goriintiilendiginde asil niisha ile ayn1 olmasi sorumlulugunun tarafima ait

oldugunu beyan ederim.

Aysun UYSAL



OZET

DOGU AKDENIZ BOLGESI’NDE TURUNCGILLERDE ANTRAKNOZ
ETMENIi COLLETOTRICHUM TURLERININ MORFOLOJIK, PATOJENIK,
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE FUNGISIT DUYARLILIKLARI

Antraknoz, diinyada ve lilkemizde turunggil iiretimini ciddi diizeyde tehdit eden
hastaliklardan birisidir. Turunggillerde antraknoz hastaligina Colletotrichum cinsine ait
tirler neden olmaktadir. Bu calismada, Dogu Akdeniz Bolgesi’nde turuncggil iiretim
alanlarinda antraknoz etmeni Colletotrichum tiirlerini belirlemek i¢in 2016-2017 yillar
arasinda sorveyler gergeklestirilmistir. Bolgede yapilan sorveylerde yogun bir sekilde
antraknoz belirtileri gozlenmistir. Antraknoz hastaliginin Dogu Akdeniz Bolgesi’nde
yayginligmin %062,1 oraninda oldugu saptanmistir. Sorveyler sonucunda toplanan
orneklerden 161 adet Colletotrichum izolati elde edilmistir. Toplanan bu izolatlardan
72’si limon, 40’1 mandarin, 13’0 portakal, biri altintop ve biri de turungtan elde edilmistir.
Morfolojik ¢aligmalar sonucunda; koloni rengi, konidi sekil ve boyutlari ile eseyli lireme
yapilari, apresoryum yapilart gibi morfolojik tani karakterlerine gore izolatlar, C.
gloeosporioides ve C. karstii olarak tanimlanmistir. ITS, GAPDH, ACT, CHS VE TUB
gen bolgelerine gore multilokus filogenetik dizi analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen
bulgulara gore limonda C. gloeosporioides’in 40 ve C. Kkarstii’'nin 34 izolati
kaydedilmistir. Mandarinde ise C. gloeosporioides ve C. karstii tiirlerine ait, sirasiyla 32
ve 8 izolat saptanmistir. Bununla birlikte C. gloeosporioides tiiriine ait olarak portakalda
13, altintopda 1 ve turungta 1 izolat belirlenmistir. Dort genin birlikte kullanilarak
kombinasyon halinde olusturulan dendrogramda; izolatlar C. gloeosporioides ve C.
karstii seklinde iki gruba ayrilmistir. MALDI TOF MS analiz sonucunda, C.
gloeosporioides tiiriinde 63 izolat; C. karstii tiirlinde ise; 30 izolat 2.000-2.299 (yesil
renk) arast deger alarak gilivenilir diizeyinde tiir tanist yapilmistir. C. gloeosporioides
tirtinde 25 izolat; C. karstii tiiriinde 12 izolat 1.700-1.999 (sar1 renk) arasi deger ile
muhtemel cins diizeyinde tanimlama yapilmistir. Colletotrichum gloeosporioides, C.
gloeosporioides tiir kompleksinde, Colletotrichum karstii ise C. boninense tiir
kompleksinin bir tlyesi olarak olarak belirlenmistir. Patojenisite denemelerinde;
C.gloeosporioides tiiriinde LC5 izolati, C. karstii tiirlinde ise LCk36 izolatinin yiiksek
diizeyde viriilent olduklar1 belirlenmistir. Fungisit duyarlilik ¢alismalart miselyal gelisim
ve konidiyal ¢imlenme denemeleri seklinde iki asamali olarak yapilmistir. Fungisit
denemeleri  sonucunda, en etkili olarak  myclobutanil, trifloxystrobin,
boscalid+pyraclostrobin,  carbendazim+ chlorothalonil ve thiophanate-methyl
fungusitleri belirlenmistir. S6z konusu ¢alisma, bildigimiz kadari ile, tilkemizde turunggil
antraknoz hastaligr ile iligkili Colletotrichum tiirlerinin tanilanmasi ve miicadelesi
konusunda yapilan en genis kapsamli ¢alismadir. Calisma sonucunda elde edilen veriler
hem bilimsel olarak hemde turunggil iireticileri agisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir. Bu
calisma ile, yillardir turunggillerde g6z ardi edilen antraknoz hastaligi iireticiler
tarafindan tam olarak taninmadigi ortaya c¢ikmustir. Ureticiler tarafindan ugkurutan
(Phoma tracheiphila) olarak bilinen hastaligin artik geri planda kaldigi ve yerini
antraknoz (Colletotrichum spp.) hastaligina biraktigi yapilan arazi gozlemleri ve
laboratuvar analizleri ile kesinlik kazanmustir.

2019, 141 sayfa
Anahtar Kelimeler: Mikoloji, Antraknoz, Colletotrichum, karakterizasyon, fungisit



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL, PATHOGENIC, MOLECULAR CHARACTERIZATION
AND FUNGICIDES SENSITIVITY OF COLLETOTRICHUM SPECIES THE
CAUSAL AGENT OF ANTHRACNOSE ON CITRUS IN EASTERN
MEDITERRANEAN REGION

Anthracnose is one of the diseases that seriously threat citrus production in the
world and in our country. In citrus fruits, anthracnose disease is caused by the species
belonging to the genus Colletotrichum. In this study, surveys were carried out between
2016-2017 in order to determine the anthracnose agent Colletotrichum species in citrus
production areas in the Eastern Mediterranean Region. In surveys in the region showed
intense anthracnose symptoms. The prevalence of anthracnose disease in the Eastern
Mediterranean Region was 62.1%. As a result of surveys,161 Colletotrichum isolates
were obtained from the samples. Of these,72 were obtained from lemon, 40 from
mandarin, 13 from orange, one from grapefruit and one from sour orange. In the result of
morphological studies; (colony color, conidia shape and sizes and sexual reproduction
structures, apresorium structures) the isolates were defined as C. gloeosporioides and C.
karstii. According to the ITS, GAPDH, ACT, CHS and TUB gene regions, multilocular
phylogenetic sequence analyzes were performed. According to the findings, 40 isolates
of C. gloeosporioides and 34 of C. karstii were recorded in lemon. 32 and 8 isolates from
C. gloeosporioides and C. karstii species were found in Mandarin. In addition, C.
gloeosporioides species were identified as 13 in orange, 1 in grapefruit and 1 in bitter
orange. Dendrogram combined using four gene sequences showed that the isolates were
divided into two groups as C. gloeosporioides and C. karstii. MALDI TOF MS analysis
revealed 63 isolates of C. gloeosporioides; C. karstii type; 30 isolates were identified as
2.000-2.299 (green color) type reliable type level diagnosis type. 25 isolates of C.
gloeosporioides; 12 isolates of C. karstii were identified as the value between 1.700-1.999
(yellow color) at the possible genus level. Colletotrichum gloeosporioides were identified
in the C. gloeosporioides species complex and Colletotrichum karstii, was determined as
member of the C. boninense species complex. In the pathogenicity experiments, LC5
isolates of C. gloeosporioides and LCk36 isolates of C. karstii were found to be the most
virulent. Fungicide susceptibility studies were conducted in two stages as myelial growth
and conidial germination trials. As a result of trials of fungicides myclobutanil,
trifloxystrobin, boscalid+pyraclostrobin, carbendazim+ chlorothalonil ve thiophanate-
methyl fungicides were determined as the most effective. To the best of our knowledge,
it is the most comprehensive study on identification and control of Colletotrichum species
associated with citrus anthracnose disease in our country. The data obtained as a result of
the study is very important both in terms of science and citrus producers. With this study,
it has been revealed that anthracnose disease, which has been ignored in citrus fruits for
years, has not been fully recognized by producers and most importantly it is not
recognized by producers. It has become definite by the field observations and laboratory
analyzes that the disease, which is known by the producers as the mal secco disease, is
now left behind and replaced by anthracnose disease.

2019, 141 pages
Keywords: Mycology, Anthracnose, Colletotrichum, characterization, fungicides
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1. GIRIS

Anavatan1 Cin, Gilineydogu Asya ve Hindistan olan turunggillerin, giiniimiizde
subtropik iklime sahip hemen hemen tim iilkelerde yetistiriciligi yapilmaktadir.
Turunggiller; altintop, limon, mandarin ve portakal gibi yetistiriciligi yaygin ve ekonomik
degeri olan tiirlerin disinda sadok, agac¢ kavunu, bergamot gibi diger tiirleri de icerisinde
bulunduran bir bitki toplulugudur. Insan saglig1 ve beslenmesi yoniinden énemli yararlari
bulunan turunggiller, sofralik, taze tiiketimin yaninda regel, marmelat ve meyve suyu
olarak degerlendirilmekte, bunun yaninda kozmetik sektoriinde de hammadde olarak
kullanilmaktadir (Akgiin, 2006). Iliman iklime ihtiya¢ duyan ve yurdumuzda subtropik
iklime sahip olan Akdeniz ve Ege bolgelerinde yetistiriciligi yapilmakta olan turunggiller,
az da olsa Marmara ve Dogu Karadeniz bolgelerinde de tiretilmektedir.

Diinyada en fazla yetistirilen ve tiiketilen meyve grubunda yer alan turunggillerin
tretimi 8 milyon ha alanda 133 milyon ton olarak gergeklestirilmistir. Turunggil
tiretiminde (ton) ilk siray1 32 milyon ile Cin almakta olup, bu tilkeyi 20 milyonla Brezilya
ve 8 milyon ile Meksika izlemektedir. Ulkemiz, turunggil iiretiminde 5 milyon tonla
altinci sirada yer almaktadir (Sekil 1.1; FAO, 2017).
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Sekil 1.1. Diinya turunggil tiretiminin {ilkelere gore dagilimi (milyon ton, FAO, 2017).

Tarim ve kirsal kalkinma planlarinda stratejik {iriin olarak degerlendirilen

turuncgil (Citrus spp) tiirleri, ekonomik ihracat degerleri ve yerel tiikketimleri nedeniyle



Tiirkiye’ de 6nemli bir meyve olarak kabul edilmektedir. Tiirkiye turunggil iiretiminin
tiirlere gore dagilimi, %47’si portakal, %28’1 mandarin, %19’u limon ve %6’s1 altintop
(greyfurt) seklinde gerceklesmistir. Uriin esashi degerlendirmede iilkemiz, mandarin
iretiminde 4., altintop ve limonda 8. ve portakalda ise 10. sirada yer almaktadir.
Tiirkiye'de 2018 yili itibari ile turunggil tiretiminin, 1 milyon 900 bin ton portakal, 1
milyon 650 bin ton mandarin, 1 milyon 100 bin ton limon, 250 bin ton altintop ve 2 bin
52 ton turun¢ olmak iizere toplam 4 milyon 293 bin ton olarak gerceklestirildigi
kaydedilmistir (TUIK, 2018). Yas meyve sebze ihracati icerisindeki pay1 yaklasik %42
diizeyinde olan turunggiller, yaklasik 2,2 milyar dolar olan toplam meyve-sebze
ihracatimizin 849,6 milyon dolarini olusturmaktadir (AKIB, 2017). Ayn1 kaynaga gore
en ¢ok ihrag edilen yas meyve ve sebze triinleri igerisinde ilK iki siray1 mandarin (%15),
ve limon (%13) almaktadur. Illere gore ihracat degerleri ele alindiginda, en fazla turuncgil
ihracatin1 307,2 milyon dolarlik ihracat degeri ve %36 pay ile Mersin gergeklestirirken
bunu, 218,2 milyon dolarlik ihracat ve %26 pay ile Hatay izlemistir. (AKIiB, 2017).
Diinya turunggil tiretiminin yaklasik yiizde 3.7’ sinin karsilandigi tilkemizde, 122 bin 634
hektar alanda tretim yapilmakta ve bu alanin %84’ i Akdeniz Bolgesi’'nde yer
almaktadir. Bununla birlikte, tilkemizdeki tiretim yoniinden limon iiretiminin %811,
altintopun %95’i, portakalin %52’si, mandarinin ~ %72'si Dogu Akdeniz’den
karsilanmaktadir. Akdeniz Bolgesi’nde ilk 5 sirada yer alan illerde iiretim yapilan alan

(dekar) ve miktarlar (ton) Sekil 1.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 1.2. Akdeniz Bolgesinde turunggil iiretim alan (A, dekar) ve miktarinin (B, ton)
illere gore dagilimi (TUIK, 2018)



Ulkemizin turunggil tiirlerine gére iiretim degerleri incelendiginde ise, 1 milyon
900 bin ton ile ilk siray1 portakal alirken bunu mandarin ve limon tiirleri takip etmistir.
(TUIK, 2018).
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Sekil 1. 3. Tiirkiye’de turuncgil iiretiminin (ton) tiirlere gére {iretim miktarlar1. (TUIK,
2018)

Ulkemizde ve diinyada turuncgil iiretim siirecinde fungus ve fungus benzeri
organizmalar tarafindan olusturulan 6nemli hastaliklar bulunmaktadir. Bunlarin en
onemlileri; kahverengi leke (Alternaria alternata f.sp. citri), ugkurutan (Plenodomus
tracheiphilus (Petri) L.A. Gruyter, Aveskamp&Verkley.) ve kahverengi ¢iiriikliik ve
govde zamklanmasi (Phytophthora citrophthora (Smith and Smith) Leonian ve son
zamanlarda daha ¢ok dikkat ¢eken Colletotrichum tiirlerinin neden oldugu antraknoz
hastaligidir (EPPO, 2015, Guarnacia ve ark., 2017; Uysal ve ark., 2016; Avci, 2018;
Uysal ve Kurt, 2019a).

Antraknoz hastaligi, hem olgunlagsmakta olan hem de olgun bitki dokularinda ve
meyvelerde derim oncesi ve derim sonrasi enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Colletotrichum tiirlerinin neden oldugu bu hastalik, bitkisel iiretimde pazar degerini %10-
80 arasinda degisen oranlarda azaltan ve ekonomik olarak 6nemli olan hastaliklardan
birisi olarak kabul edilmektedir (Hadden ve Black, 1989; Bosland ve Votova, 2003).
Diinya ¢apinda bir¢ok bitkiyi tahrip eden Colletotrichum cinsinin, yaklasik olarak 600
tiirti bulunmaktadir (O’Connell ve ark., 2012). Colletotrichum tiirleri, tahillar, baklagiller,



sebzeler, ¢ok yillik bitkiler ve meyve agaglarini igine alan bir¢gok konukgu bitkide
ekonomik olarak 6nemli ve bu konukgularda antraknoz hastaligina neden olan diinya
capinda ¢ok 6nemli bitki patojenlerindendir. Sera disinda yetisen odunsu bitkiler, siis
bitkileri ve tropikal yaprakli birgok bitkiler, 6zellikle antraknoz hastaligindan etkilenirler
(Bailey ve Jeger, 1992). Konukgulari; kaktiis, hus agaci, agelya, kamelya, siklamen, igne
yapraklilar, orkide, palmiye gibi siis ve orman bitkileri ve kuskonmaz, muz, fasulye,
biber, turunggiller, kahve, kabakgiller, incir, iizim, marul, mango, papaya, hurma,
patates, 1spanak, ¢ilek, domates gibi meyve ve sebze tiirleridir (Chase, 2011). Antraknoz,
Yunanca’da kdmiir anlamina gelen bir kelimeden tiiretilmis olup, spor igeren koyu, ¢okiik
lezyonlar seklinde karakterize edilen bitki hastaliklarinin genel adi olarak ifade
edilmektedir (Isaac, 1992).

Genellikle Antraknoz hastaligina neden olan Colletotrichum tiirleri, fungus alemi,
Ascomycota subesi, Sordariomycetes sinifi Phyllachorales takimi ve Phyllachoraceae
familyasi igerisinde yer almaktadir. Bu fungus, Glomerella cinsine bagl tiirlerin anamorf
evresi olarak bilinmektedir.

Colletotrichum cinsi, 1831 yilinda Cek Cumhuriyeti’de Apiaceae familyasinda
ismi tam olarak bilinmeyen bir konukg¢u bitkinin govdesi iizerinde Colletotrichum
lineocola neden oldugu belirtiler seklinde tanimlanmistir (Corda, 1831). Arastiricinin
morfolojik tanisina gére C.lineocola fusiform, falgata, uglari keskin seffaf konidi ve
kahverengi, mat ucu sivri setalar olusturmustur. Diger tiirler, Sphaeria Haller ve
Vermicularia Tode’ nin iiyeleri olarak tanimlanmis ve daha sonra Colletotrichum ile
birlestirilmistir. Duke 1982’de Colletorichum cinsini karakterize eden Sphaeria
dematium ve Vermicularia funguslarin1 detayl bir sekilde arastirmistir. Vermicularia
ismi bazi arastiricilara gore egimli, kavisli sporlar olarak tanimlanmistir (\Wollenweber
ve Hochapfel, 1949; Vassiljevski ve Karkulin, 1950). Fakat bu isim, von Arx’in
revizyonundan sonra kullanimdan kalkmistir (Arx von, 1957). Sphaeria dematium’ un
orijinal tanimi, Persoon (1801) tarafindan yapilan birka¢c gozlemler sonucunda
gerceklestirilmistir. Calismada, gri benekler iizerinde hafif diizlesmis kiiresel lezyonlar,
merkezinde dik, sert, ayrik, tek renkli setalar gézlenmistir. Bu fungus yaygin olarak 6li,
kuru, otsu bitkilerden &zellikle Solanum tuberosum iizerinde tespit edilmistir. Daha
sonraki tanimlamalarda Colletotrichum dematium’ un koyu sert seta, falgata seklinde

konidiler ve dairesel ve eliptik apresoryumlari saptanmistir (von Arx, 1957; Sutton,1980;



Baxter ve ark., 1983). Sutton (1980)’ a gére C. dematium’un konidileri sert kavisli ve en
az 3 um c¢apinda olup bu ozellikleri C. capsici’ den ayirmak i¢in kullanilmaktadir. C.

dematium, birgok otsu bitkiler iizerinde gelisebilen polifag olarak diistiniiliir, fakat parazit

formlarinin konuk¢u durumu sinirh diizeydedir.

Cizelge 1.1. Turunggil tiir ve ¢esitleri ile iliskili Colletotrichum’un tiir kompleksleri ve

tiirleri (Ramos ve

ark., 2016)

Tiir Gruplan

Colletotrichum’un

tiirleri

Turunggil tiirleri ve bitki Kaynaklar

organlari

C. acutatum C
C

. acutatum s.s.
. citri

Citrus spp./¢igek, meyve
C. aurantifolia/siirgiin

Damm ve ark. (2012a)
Huang ve ark. (2013)

C. godetiae C. aurantium/ meyve Damm ve ark. (2012a)

C. johnstoni Citrus sp./ meyve Damm ve ark. (2012a)

C. limetticola C. aurantifolia/dal Damm ve ark. (2012a)

C. simmondsii Citrus sp./yaprak Peng ve ark. (2012)

C.reticulata/ meyve Phoulivong ve ark. (2012)

C. boninense  C. boninense s.s. Citrus spp./ meyve, yaprak Damm ve ark. (2012b)

C. citricola C. unchiu/ yaprak Huang ve ark. (2013)

C. constrictum C. limon/ meyve Damm ve ark. (2012b)

C. karstii C. limon/dal, yaprak Peng ve ark. (2012);

C. novae-zelandiae  C. paradisi/ meyve Damm ve ark. (2012b)
C. C. gloeosporioides  Citrus spp./dal, ¢gigek, Weir ve ark. (2012)
gloeosporioides s.s. meyve, yaprak, dal

C. aenigma Citrus sp./ yaprak Weir ve ark. (2012)

C. brevisporum Citrus sp./ yaprak Noireung ve ark. (2012);

Peng ve ark. (2012)

C. fructicola C. reticulata/ yaprak Huang ve ark. (2013)
Fortunella margarita/dal

C. murrayae Citrus sp./ yaprak Peng ve ark. (2012)

C. siamense C. reticulata/ meyve, Cheng ve ark. (2013)

C. truncatum C

. truncatum s.s.

C. flamea/siirgiin

C. limon/yaprak

C. reticulata/ yaprak
C.

Huang ve ark. (2013);
Cheng ve ark. (2014)

C. gigasporum maxima/ yaprak Noireung ve ark. (2012);
Liu ve ark.. (2014)
C. tropicicola C. maxima/ yaprak Noireung ve ark. (2012)

Von Arx (1957)’ ye gore C. dematium yaygin sekilde 6lii yapraklar izerinde,

sogan kabugunda, meyve agaci dallarinda ve cliriimiis meyvelerde, yaprak lekeleri ve

antraknoz etmeni olarak ortaya ¢ikmaktadir. C. dematium, ayrica insanlarda

enfeksiyonlara neden olmaktadir. Keratitis denilen gézde iltihapa neden olan bir hastaliga
sebep oldugu bilinmektedir (Mendinatta ve ark., 2005). C. lineocola ve C. dematium’ un

yanisira kavisli konidilere sahip Colletotrichum tiirleri farkli bitkilerin patojenleri olarak



kaydedilmistir. Ornegin, farkli tiirler soya fasulyesi iizerinde C. truncatum (Backman ve
ark., 1982), biber tizerinde C. capsici (Than ve ark., 2008) ve paskalya zambagi tizerinde
C. lili seklinde bildirilmistir (Plakidas, 1944). Giiniimiizde bitki patolojisinde
Colletotrichum cinsine bagh tiirler, C. gloeosporioides (Cannon ve ark., 2008), C.
acutatum (Marcelino ve ark., 2008) C. boninense (Damm ve ark., 2012b) ve C. truncatum
(Damm ve ark, 2009) tir komplekslerinin  {yeleri olarak  kabul
edilmektedir.Colletotrichum tiirlerinin yasam bigimleri genel olarak nekrotrofik,
hemibiyotropik, latent, pasif ve endofitik olarak siniflandirilmakta olup hemibiyotropik
en yaygin olanidir. Colletotrichum tiirlerinin yasam doéngiistindeki farkliliklar konukgu
bitki tiirleri, konuk¢unun fizyolojik olgunlugu ve ¢evresel kosullarina baglhdir.
Colletotrichum cinsine ait tiirlerin yasam tarzlar1 hakkinda bilgi sahibi olmak,
Colletotrichum’a ait tiirlerin ortama hakim olma riskini azaltmak igin yeni tan
yontemlerinin gelistirilmesine ve entegre hastalik kontrolii uygulamasina olanak
saglamaktadir (De Silva ve ark., 2016a). Colletotrichumun az sayidaki endofit olarak
tiirleri harig, digerleri yasam dongiisiinde nekrotrofik bir evre gelistirir. Bunlar genellikle
gercek biyotrofik ozellik gostermezler. Ancak, Colletotrichum un bir¢ok tiirli, yagsam
sekillerinin basinda biyotrofik bir asama gegirebilir, bunu nekrotrofik bir yasam tarzi
takip eder ve bu nedenle hemibiotrofik olarak anilirlar. Colletotrichumun farkli tiirleri
arasindaki hemibiyotrofik yasam derecesi, biyotrofiden nekrotrofiye gecisin
zamanlamasina, konuk¢unun gelisme evresine ve ¢evre kosullarina baglidir (De Silva ve
ark., 2016b).

Colletotrichum’un bazi tirleri ise meyvelerde derim sonrasi enfeksiyon
olusturmadan once yasam sekillerinde latent olarak davranirlar. Avokado meyvesinde C.
gloeosporioides ve bademde C. acutatum buna 6rnek olarak gosterilebilir (Prusky, 1996;
Adaskaveg ve Forster, 2000). Birgok Colletotrichum tiirii bitkilerin birgok gruplarinda
yagsam dongiilerinin bir kismini veya ¢ogunu endofitler olarak gegirdigi bilinmektedir. C.
gloeosporioides, C. graminicola ve C. boninense tiir kompleksleri i¢inde yer alan tiirlerin
bir ¢ogu endofitik olarak bilinmektedir (Bhagya ve ark., 2011; Damm ve ark., 2012b;
Weir ve ark., 2012). Colletotrichum cinsine ait tiirlerin epifitik, saprofit, endofit ve
patojen olarak ¢esitli bitkilerde ortaya ¢ikmasi, diinya ¢apinda yayginlik gdstermesi,
onemli ekolojik ve ekonomik kaygilar1 beraberinde getirmektedir (Douanla-Meli ve
Unger, 2017).



Colletotrichum’a ait tiirler, yagsamini tohumlar ve bitki artiklar1 {izerinde
peritesyum, miselyum, aservulus ve seyrek olarak mikrosklerot halinde
stirdiirmektedirler (Pernezy ve ark., 2003). Bu tiirler, dogal olarak mikrosklerot
iiretmekte ve stres kosullarina maruz kaldiklar1 zaman ve kis boyunca toprakta dormant
halde kalarak bir¢ok yillar canliligini koruyabilmektedir (Pring ve ark., 1995).

Antraknoz etmeni Colletotrichum fungusu kisi bitki artiklarinda peritesyum
halinde gegirdikten sonra, uygun iklim kosullar1 olustugunda olgunlasan
peritesyumlardan agiga ¢ikan askuslarda bulunan askosporlar araciligi ile ilk enfeksiyon
olusur. Enfeksiyon sonrasi bitki dokusunun kusatilmasi ile dokular 6liir, yaprak ve
meyveler lizerinde ¢okiik alanlar olusur, siirglinlerde ise geriye dogru oliim belirtileri
meydana gelir. Enfekteli alan {izerinde, fungusun eseysiz iireme yapisi olan aservuluslar
ortaya ¢ikar. Burada olusan konidilerin etrafa yayilmasi ile ikincil enfeksiyonlar gelisir
(Sekil 1.6).

Sekil 1. 4. Colletotrichum ’a ait tiirlerin neden oldugu Antraknoz hastaliginin yasam
dongiisii



Colletotrichum a ait tiirler ve biyotipleri, tek konukguya bagli olarak ortaya ¢ikan
interaksiyonlar yoniinden degerlendirilmistir. ~ Ornegin; avokado ve mango’ da
Colletotrichum acutatum ve C. gloeosporioides tiirlerinin neden oldugu antraknoz, derim
sonrasi hastaliklar olarak meyveleri etkilemektedir. Cilek bitkisinin meyve ve diger
organlari, antraknoza neden olan C. fragariae, C. acutatum, C. gloeosporioides gibi tiirler
tarafindan enfektelenebilmektedir. Ayrica, bircok konukgu iizerinde tek Colletotrichum
tiiriiniin enfeksiyonunu gérmek yaygi bir durum olarak kabul edilmektedir. Ornegin, C.
gloeosporioides badem, avokado, elma ve gilek gibi ¢esitli meyveleri hastalandirirken, C.
acutatum tiiriiniin, avokado, cilek, badem, elma ve seftali gibi genis sayidaki meyve
tiirlerini enfekte ettigi bildirilmistir (Freeman ve ark., 1998).

Colletotrichum un birgok tiiriiniin karmasik yasam dongiileri, ¢apraz enfeksiyon
potansiyelleri genis bir yelpazede konukcu tiirleri enfekte eder ve bu durum, neden
olduklar1 hastaliklarla miicadelede biiyiik zorluklar yaratmaktadir (Phoulivong ve ark.,
2012; De Silva ve ark., 2016b).

Cevresel faktorler hastalik epidemilerinin gelisiminde biiyiik rol oynar. Yagis
miktar1 ve siiresi, iirlin geometrisi, inokulum yayginlig1 arasindaki iliskiler hastalik
siddetinin seviyesinde farkliliklara yol acar (Dodd ve ark., 1992). Sicakligin etkileri
cogunlukla yaprak slaklik siiresi, nem, 151k ve rekabet¢i mikrobiyota gibi faktorler ile
iligkilidir (Royle ve Butler, 1986). Yaprak 1slaklik siiresi, konukcu {izerinde patojenin
¢imlenmesini, enfeksiyonunu ve gelisimini dogrudan etkiler. Genellikle enfeksiyon sicak
ve nemli havalarda olusur. Sicakligin, 27°C’ civarinda olmas1 ve yliksek nem (%80),
antraknoz hastaliginin gelisimi i¢in en uygun kosullardir. Colletotrichum’ un tiirleri,
konuk¢u dokularini enfekte ederken hiicre iginde hemibiyotrof ve kiitikula altinda
nekrotrofik yasam tarzini kullanirlar. Ayrica Colletotrichum’un tiirleri arasinda
penetrasyon sirasinda da farkliliklar gozlenir (Perfect ve ark., 1999).

Colletotrichum son zamanlarda ekonomik ve bilimsel olarak en énemli 10 bitki
patojenleri listesinde yer almaktadir (Dean ve ark., 2012). Uluslararasi diizeyde
degerlendirildiginde Colletotrichum tiirleri turunggillerde bircok 6nemli hastaliga neden
olmaktadir (Timmer ve ark., 2000, Lima ve ark., 2011).

Turunggillerde antraknoz hastalig1 siirgiinlerde geriye dogru kuruma, yapraklarda
leke, erken donem yaprak ve meyve dokiimleri, meyvelerde antraknoz belirtileri seklinde

ortaya ¢ikmaktadir. Hastalik belirtilerine bitkilerin tim vegetatif ve generatif



organlarinda rastlanmaktadir (Sekil 1. 5).

Sekil 1. 5. Turunggillerde Colletotrichum spp. tiirlerinin neden oldugu antraknoz
hastaliginin belirtileri; turunggil yapraklarinda tipik lezyonlar (A), siirgiinlerde ve
dallarda kuruma ve nekrozlar (B,C,D,E,F,G), meyvede lezyonlar (H).

Olmekte olan yapraklar ve dallarda, patojenin koyu spor yataklar1 olan
aservuluslar yer alir. Yapraklarda belirtiler bariz mor bir hat ile sinirli acik ten rengi, az
ya da ¢ok yuvarlak, diiz bir alan seklinde olusur ve bu alanlar {izerinde hastaligin ilerleyen

evrelerinde siyah nokta seklinde aservuluslar gézlenir. Meyvelerde antraknoz belirtileri



genellikle gilines yamigi, kimyasal yanik, bocek zarari, morarma veya uzun siireli
depolama donemleri gibi diger etkenler tarafindan olusturulan yarali meyvelerde
meydana gelir. Lezyonlar, 1.5 mm veya daha biiylik ¢apta siyah renkte olup, 1slak veya
sisli havalarda, antraknoz sporlart meyve tlizerine ulasir, kabuklar1 enfekte ederler.
Olgunlasmamis meyvelerde ise donuk, kirmizimsi-yesil ¢izgiler ve olgun meyvelerde
kahverengi-siyah ¢izgiler (gozyasi lekeleri) olustururlar (Agostini ve ark.,1992). Ciiriime
genellikle sert ve kuru olmakla birlikte, yeterince derin olursa meyveyi yumusatabilir.
Nemli kosullarda bekletildiginde, spor kiitleleri somon rengine benzer pembe renkte, kuru
oldugunda ise sporlar siyah- kahverengi bir renk alir. Ayrica etilen uygulamasi fungusun
¢ogalmasina yardimer olur. Etilen salimimi fazla olmasi durumunda hastalik siddeti
artmakta ve hastalik depolama kosullarinda da enfeksiyonunu siirdiirmektedir (USDA;
APHIS).

Colletotrichum un patojen tiirlerinin derim Oncesi ve sonrasi antraknoz etmeni
olarak turuncgillerde 6nemli verim kayiplari ile sonuglanan hastaliklarin yayginligi
arastirilmistir. Turunggil tlirlerinin énemli yetistirme alanlarinda ve diinya g¢apinda
pazarlanabilir iiriinlerinde tiretime zarar veren fungal hastaliklar ile ugrasma cabasi bircok
arastiricinin Colletotrichum ‘un tiirlerine odaklanmasina yol agmustir.

20. ylzyilin ilk yarisinda Colletotrichum’un birgok tiirleri, yalnizca konukgu
patojen iliskilerine dayanarak tanimlanmistir (Johnston ve ark., 2005). Ciinkii, DNA dizi
analizleri kullanilmadan sadece misel ve konidi gibi ¢ok degiskenlik gosteren morfolojik
ve biyolojik 6zelliklerine gore yapilan ¢alismalar, Colletotrichum un konukgu bitki ile
iligkisini agiklayamamistir. ABD’nin Florida eyaletinde, turunggil hastaliklariyla iliskili
C. gloeosporioides’in yavas gelisen portakal rengi (SGO), hizli gelisen gri (FGG) ve key
laym antraknoz (KLA) seklinde 3 morfolojik tiirii tanimlanmistir. Bunlardan, SGO
izolatlarinin ¢igeklenme sonrast meyve dokiimii (PFD; post-bloom fruit drop) hastaliginin
dogrudan nedeni oldugu belirlenmistir (Agostini ve ark., 1992). Taksonomik
tutarsizliklardan dolay: Colletotrichum cinsi C. acutatum ve C. gloeosporioides olarak
sirasiyla 31 ve 23 tiire boliinmiis iki kompleks seklinde yeniden diizenlenmistir (Damm
ve ark., 2012; Weir ve ark., (2012).

Turunggillerde Colletotrichum 'un key laym antraknozunun (KLA) yani sira, diger
iki 6nemli hastalik olarak c¢iceklenme sonrasi meyve dokiimii (PDF) ve hasat sonrasi

antraknoz ile iligkili oldugu bildirilmektedir. (Lahey ve ark., 2004). C. gloeosporioides
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ve C. acutatum ¢igek ve meyve dokiilmesine yol agarken (Martinez ve ark., 2009; Lima
ve ark., 2011; McGovern ve ark., 2012), C. fructicola, C. gloeosporioides, C. karstii ve
C. truncatum derim 6ncesi ve sonrasi meyve antraknozu (Weir ve ark., 2012; Huang ve
ark., 2013; Aiello ve ark., 2015; Damm ve ark., 2012a) ve C. limetticola tiiriiniin ise key
laym antraknozuna neden oldugu bilinmektedir. Bu patojenik tiirler, genellikle endofit
veya latent etmenler olarak izole edilirler (Kumar ve Hyde 2004; Wang ve ark., 2008).
Diger C. citricola gibi tiirler ise turunggillerin dokularmi saprofitik olarak kolonize
etmektedirler (Huang ve ark., 2013).

Akdeniz Bolgesi’nde limonda antraknoz hastaligina neden olan Colletotrichum
gloeosporioides' in patojenik ve molekiiler karakterizasyonun arastirildigi ¢alismada,
2014-2015 yillarinda Hatay ve Mersin illerinde yilin farkli zamanlarinda limonda 6nemli
antraknoz belirtileri gozlenmistir. Bu belirtiler geriye dogru kuruma, meyve dokiimii,
yapraklar iizerinde nekrotik lekeler, gen¢ ve yasl siirgiinler iizerinde aservuluslarin
goriilmesi seklinde ortaya ¢ikmustir. Fungusun pamuksu, soluk-gri ve turuncu renkte
seffaf miselyumlar olusturdugu gozlenmistir. Koch postulatlarini tamamlamak igin C.
gloeosporioides’in 5 izolat ile limon fidanlarimin siirgiinlerinde denemeleri
yiiriitiilmiistiir. Inokulasyondan 30-40 giin sonra, limon agaglarindakine benzer belirtiler
gozlenmistir. Hastalik belirtileri, morfolojik karakterler ve patojenisiteye dayanarak
fungus C. gloeosporioides olarak teshis edilmistir. Molekiiler karakterizasyon igin fungal
DNA, miselyumdan ekstrakte edildikten sonra actin ve B-tubulin (TUBZ2) genleri,
ACT512F-ACT793R ve T1-Bt2b primerleri ile gogaltilmistir. Sekanslar verileri, Gen
bankasi veritabaninda BLAST araciligiyla karsilastirilmis ve C. gloeosporioides ile % 99
diizeyinde benzerlik gostermistir (Uysal ve ark., 2016).

Colletotrichum tiir komplekslerinin - multilokus dizi analizleri (MLSA)
kullanilarak yapilan son kapsamli ¢aligmalarla turunggillerde Colletotrichum cesitliligi
tanimu gelistirilmis (Martinez ve ark., 2009; Damm ve ark., 2012a,b; Weir ve ark., 2012)
ve turunggiller ile ilgili olarak Colletotrichum’un en az 15 tiiriiniin oldugu bildirilmistir
(Damm ve ark., 2012a,b; Weir ve ark., 2012; Huang ve ark., 2013; Sharma ve ark., 2015).
Turunggillerde bilinen Colletotrichum cesitliligi mekan olarak sinirli 6rneklemelerden
dolayr kisitl galismalara dayanmaktadir, Sonug olarak, Colletotrichum un tiirleri,
turunggil tiir ve ¢esitlerine ait meyvelerde kismen de olsa bilinmektedir. Colletotrichum

icerisindeki tiir ¢esitliliginin daha iyi anlasilmasi, turuncggil ticareti ile temel bilgileri
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giiclendirecektir. Bu iiriinlerde Elsinoe spp., Plenodomus tracheiphilus ve Phyllosticta
citricarpa gibi tiirler i¢in uygulanan Kkarantina zorunluluklart bulunmaktadir.
Colletotrichum'un diinya c¢apindaki konukgu ve patojenik degiskenligi nedeniyle
turunggil meyve tiirlerindeki fungus ¢esitliliginin tizerinde biyogiivenlik ve karantina i¢in
onemli etkiler dogurabilir (Douanla-Meli ve Unger, 2017).

Avrupa’nin turunggil yetistirilen ilkelerinde (Yunanistan, Malta, Portekiz,
Ispanya) 2015 ve 2016 yillarinda turunggil bahgeleri, fidanliklar ve ev bahgelerinde
yapilan ¢alismada (Guarnaccia ve ark., 2017), hastalikli yaprak, yaprak sapi, dal ve
meyvelerden Colletotrichum’un toplam 174 izolat1 elde edilmistir. Yedi genomik bolgeyi
(ITS, GAPDH, ACT, CAL, CHS-1, HIS3, TUB2) kullanarak yapilan molekiiler
filogenetik analiz ve izolatlarin1 morfolojik karakterizasyonu sonucunda Colletotrichum
izolatlarinda ti¢ biyiik tiir kompleksi belirlenmistir. C. gloeoesporioides ve iki yeni tiir
(C. helleniense ve C. hystricis); C. gloeoesporioides tiir kompleksi i¢erisinde yer alirken,
C. karstii, C. novae-zelandiae ve iki yeni tiir (C. catinaense ve C. limonicola); C.
boninense tiir kompleksine dahil edilmistir. Boylece, turunggillerde Antraknoz
hastaligina neden olan patojen C. gloeosporioides, C. karstii, C. boninense, C. acutatum
tiirleri icerisinde Colletotrichum gloeosporioides ve C. karstii en yaygin izole edilen
tirler ve bu tiirlerden C. gloeosporioides viriillensligi en yiiksek olan tiir olarak
kaydedilmistir.

Son zamanlarda farkli Akdeniz iilkelerinde Colletotrichum ‘a bagli tiirlerin neden
oldugu siddetli enfeksiyonlar, turunggil iiretimi acisindan tehlike arz etmektedir.
Ozellikle, son yillarda Italya’ da mandarin ve portakal tiirlerinin yaprak ve meyvelerinde
hasat oncesi siddetli antraknoz belirtileri (Aiello et al. 2015, Perrone ve ark., 2016),
Tunus’ da portakal agaclarinin siirgiinlerinde kurumalar (Rhaiem & Taylor 2016), ve
Portekiz’de olgunlasmamis ve olgun limon meyvelerinde siddetli antraknoz
enfeksiyonlart kaydedilmektedir (Ramos ve ark., 2016).

Akdeniz Bolgesi’inde yiiriitiilen ¢alismada (Uysal ve Kurt, 2019), okitsu gesidi
mandarin ve kiitdiken limon tiirlerinde antraknoz belirtileri gosteren hastalikli dokulardan
elde edilen Colletotrichum izolatlarinin morfolojik ve molekiiler ¢aligmalar1 sonucunda
etmen Colletotrichum karstii seklinde tanimlanmis ve iilkemiz i¢in ilk kayit olarak
bildirilmistir.

Antraknoz hastaliklarinin miicadelesinde yaygin ve pratik olarak fungisitler
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kullanilmaktadir. Ornegin, ¢ili biberinde antraknoz hastalig1 i¢in kimyasal olarak
azoxystrobin (Quadris), trifloxystrobin (Flint) ve pyraclostrobin (Cabrio) gibi fungisitler
onerilmektedir (Alexander ve Waldenmaier, 2002; Lewis ve Miller, 2003). Biyolojik
savasimda Pseudomonas fluorescens kullanilarak hasat sonrasi meyve hastaliklarinin
biyolojik kontrolii saglanabilmektedir Antagonistik bakteriyel izolatlar (DGgl3 ve
BB133) C.capsici’ nin kontroliinde etkili oldugu bulunmustur (Intanoo ve
Chamswarng,2007).

Turunggil tiretim alanlarinda antraknoz etmeni olarak Colletotrichum’a bagl tiir
kompleksleri ve bunlara bagl tiirlerin tanilanmasi ve bu tiirlere karst miicadele
yontemlerinin aragtirilmasi konusunda genis kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Colletotrichum 'un farkl: tiirlerinin neden oldugu antraknoz hastaliklari, hem derim 6ncesi
bah¢e kosullarinda hem de derim sonrasi depo kosullarinda 6nemli kayiplara neden
oldugu i¢in bu fungal patojen iizerinde bilimsel ¢aligma yapilmasi zorunlu duruma
gelmektedir. Colletotrichum tiirlerinde ayni tiir bircok bitkiyi enfekte edebilme
yetenegindedir. Ayrica ayni bitki lizerinde birde fazla Colletotrichum tiiri de hastalik
olusturabilmektedir. Bu nedenle konukgu-patojen etkilesimini daha iyi anlamak igin
genetik cesitlilik ve popiilasyon yapisina gore bu tiir komplekslerinin tanimlanmasi ve
karakterize edilmesi son derece Onemli bir asamadir. Bu durumdan yola ¢ikarak
Colletotrichum cinsine ait tiirlerin kesin tanisinin son teknolojik cihazlar ve son tani ve
teshis yontemleri kullanilarak yapilmast ve buna gore de miicadele ydnteminin
belirlenmesi gerekmektedir. Konvansiyonel morfo-kiiltiirel karakterizasyon islemlerinin
yavas ve zaman alict olmasi gibi bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonizationTime- of- Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)
parmak izi teknigi, mikroorganizmalarin tamisi ve siiflandirilmasinda, klinik
teshislerdeki uygulamalarda, ¢evresel ve taksonomik arastirmalar ve gida siirecindeki
kalite kontroliinde kullanilan hizli, hassas, dogru ve giivenilir bir ara¢ olarak ortaya
cikmistir. MALDI-TOF MS Biotyper parmak izi sistemi, dakikalar icerisinde bakteri,
maya ve funguslarin kesin teshisini kolaylastirdig i¢in aragtirmacilara biiyiik olanaklar
saglamaktadir. Elde edilecek bu bilgiler fungal patojen tiirlerinin fungisit duyarliliginin
izlenmesinin yanisira dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ve 1slahinda faydali olacaktir.
Ayrica, ciftcilerimiz agisindan tam olarak bilinmeyen bu hastaliklar yanlis miicadele

yontemlerine ve kimyasal uygulamalara sebep olarak hem ¢evreye zarar verilmesine hem
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de iiriine zarar verilerek ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ulkemiz agisindan
Colletotrichum tiirleri tizerine genis kapsamli bir ¢alisma yapmak ve ¢ikan sonuglar
dogrultusunda ciftgilerimiz bilgilendirmek ve gerekli onlemler almak saglikli {iriin ve
ekonomik kazang i¢in 6nem arz etmektedir.

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yer alan Mersin, Adana ve Hatay illerinde
turunggillerde antraknoz etmeni Colletotrichum tiirlerinin morfolojik, patolojik ve
molekiiler karakterizasyonu ve fungisit duyarliliklarini belirlemek i¢in yiiriitilen bu
calismada;

(1) Bolgedeki ana turunggil iiretim alanlarindaki antraknoz etmeni Colletotrichum’un
tirlerine ait populasyonlarin orneklenmesi, temsili izolatlarin elde edilmesi ve
izolasyonlari,

(if) Colletotrichum izolatlarinin morfolojik, patojenik, multilokus molekiiler sekans ve
MALDI-TOF MS teknigi ile analiz edilmesi,

(iii) Colletotrichum’ un tiirlerine ait izolatlarin, segilen farkli fungisitlere karsi

duyarliliklarini in vitro kosullarda belirlenmesi amaglanmuistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Colletotrichuma ait tiirlerin kesin tanilamasini yapmak i¢in bir¢ok yontemler
kullanilmaktadir. Geleneksel morfolojik yaklasimlarda koloni, konidi ve apresoryumlarin
sekli ve biiylikligii onemlidir. Ayrica, teshis icin fizyolojik durum, cesitli besi yerlerinde
gelisme oranlart ve g¢esitli karbon kaynaklarinin asimilasyonu gerekli olmaktadir.
Gliniimiizde molekiiler calismalarda AFLP, RFLP gibi teknikler ile ¢oklu gen iliskisinden
yararlanilmaktadir (Damm ve ark., 2012; Cannon ve ark., 2012).

Colletotrichum i¢in yapilan en son revizyonda acutatum, boninense, dematium,
gloeosporioides, graminicola, orbiculare, spaethianum ve truncatum tiirleri
tanimlanmustir (Damm ve ark., 2012; Cannon ve ark., 2012 ; Weir ve ark., 2012).

Colletotrichum’ un geleneksel metodlarla tanisinda morfolojik farkliliklar
dikkate alinmaktadir. Bu amagla, koloni rengi, konidi sekli ve boyutu en uygun gelisme
sicakligi, bliylime orani, setanin varligi ya da yoklugu, telemorf evresinin olup olmadigina
gore morfolojik karakterler esas alinmaktadir. Molekiiler karakterizasyon icin ise, tiirlerin
ayiriminda basarili sekilde kullanilan teknikler, ap-PCR, niikleer DNA polimorfizmi,
ribozomal DNA (rDNA), mitokondriyal DNA (mnDNA) ve A+T-rich DNA’dir. Bunlar C.
acutatum, C.gloeosporioides, C.coccodes, C.fragariae, C.kahawae, C.magna,
C.orbiculare ve diger tiirlerin popiilasyonlar1 arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Freeman ve ark., 1998).

Yeni Zelanda'da meyve ciriklikleri ile iliskili Colletotrichum izolatlari,
arasindaki iliskileri acikliga kavusturmak i¢in morfolojik, kiiltiirel ve rDNA dizisi
yoniinden verilerin uygulanabilirligi arastirilmistir. Bunlar, hali hazirda kabul edilen C.
coccodes, C. musae, C. orbiculare ve Glomerella miyabeana tiirlerinin yani sira 3 C.
acutatum benzeri gruplar1 ve 9 C. gloeosporioides benzeri gruplari igermistir (Johnston
ve ark. 2005).

Ulkemizde, Rize ili ve ilgelerinde kivi yetistirilen alanlarda kivi yapraklarinda
Colletotrichum fungusunun neden oldugu lezyonlardan Colletotrichum’a ait farkl tiirler
izole edilmistir. Fakat, Colletotrichum cinsinin hangi tiirleri izole edildigi kesin olarak
bildirilmemistir (Karakaya ve ark., 2012).

Tiirkiye’de 1spanakta ilk kez kaydedilen antraknoz etmeni Colletotrichum

spinaciae Ellis & Halst’in Akdeniz bolgesinde Mersin, Adana ve Hatay illerinden
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izolatlar1 toplanmigtir. Bu alanlarda %40-70 arasinda hastalik orani1 gézlenmistir. Geng
ve yash yapraklarin {ist yiizeyinde olusan kiigiik, dairesel, suda 1slanmis gibi lezyonlarin
genisleyerek etrafinda sar1 haleler olustugu ve daha sonra klorotik ve nekrotik bir hale
dontstiigii saptanmustir. Hastalikli dokularin, 1spanak dekstroz agar (SDA) ve patates
dekstroz agar (PDA) besi yerinde 25°C” de 7 giin boyunca inkiibasyonu sonucunda;
pamuksu, beyaz-soluk gri miselyumlar ve etmenin eseysiz lireme yapisi olan
aservuluslarin olustugu belirlenmistir. Daha sonra mikroskobik incelemeler sonucunda
aservuluslar i¢inde koyu renkli seta yapilar1 ve konidiler bulundugu kaydedilmistir.
Konidilerin ise 17 - 28 x 2.5 - 6 um boyutlarinda, seffaf, piiriizsiiz, falgata seklinde her
iki uca dogru koniklesen bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. izole edilen fungal
DNA ise, ACT512F-ACT793R ve T1-Bt2b primerleri kullanilarak karakterize edilmistir
(Kurt ve ark., 2016).

Ulkemizde, Bat1 Anadolu Bolgesi’nde 4 farkli yerde defnede (Laurus nobilis I.)
fungal hastalik etmenlerinin saptanmasi bunlarin inokulum kaynaklar1 konusunda
yirlitiilen ¢alismalarla ilk kez arastirilmistir. Dallardan, yillik siirglinlerden ve
yapraklardan izolasyonlar sonucunda; Botryosphaeria sarmentorum, Phomopsis sp. ve
Phoma sp. siklikla izole edilirken, Seimatosporium lichenicola, Colletotrichum
gloeosporioides, Hendersonula sp., Phomopsis sp. A, Paraconiothyrium sp. ve
Colletotrichum dematium daha az siklikla ortaya ¢ikmistir (Gore ve Bucak, 2006).

Elaz1g ili Ortiialtt hiyar yetistiriciliginde 2011-2014 yillarinda goriilen fungal
patojenlerin koklerdeki yayginlik oranlari (%) R. solani (%9,3), Fusarium solani (%6,2)
ve F. oxysporum (%6,5) seklinde kaydedilmistir. Yapraklarda ise A. alternata (%16,4),
D. bryoniae (%10,8), S. solani (%5,5), P. cucurbitacearum (%2,7), P.cubensis (%27,5),
E. cichoracearum (%9,6) ve Colletotrichum lagenarium (%10,2) olarak tespit edilmistir.
Bu patojenlerin hastalik siddetleri; koklerde R. solani (%32,6), F. solani (%27,0) ve F.
oxysporum (%21,0), bildirilirken yapraklarda ise A. alternata (%35,3), D. bryoniae
(%20,0), S. solani (%28,1), P. cucurbitacearum (%15,9), P. cubensis (%36,5), E.
cichoracearum (%20,3), Colletotrichum lagenarium (%11,8) olarak tespit edilmistir
(Mutlu ve ark., 2015).

Colletotrichum’ un elmalarda neden oldugu o6nemli iki yikici hastalik, aci
ciirikliik ve Glomerella yaprak lekesidir. Aci giirtikliik, derim 6ncesi ve sonrasi elmalarda

%50 oraninda kayilara neden olmaktadir. Elma aci1 ¢iirtikligiiniin tipik belirtileri; acik
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kahverengi lezyonlarin daha sonra koyu renge doniismesidir. Tiim elma gesitleri aci
clirlikligii hastaligina kars1 duyarlidir. Glomerella yaprak lekesi, enfeksiyondan en az iki
giin sonra kirmizi lekeler halinde kendini gosterir, 7-10 giin i¢inde lekeler genisler ve
diizensiz sekiller olusturur (Velho ve ark., 2015).

Cin’ de kivide Colletotrichum gloeosporioides’in neden oldugu Antraknoz
hastalig1 ilk kez bildirilmistir. Cin’in bazi bdlgelerinde 2016 yilinda geng ve olgun Kivi
yapraklarinda tipik antraknoz belirtileri gozlenmistir. Bu belirtiler diizensiz sekilli
lezyonlar ile enfekteli yapraklar tizerinde kahverengi ve siyah lekeler seklinde
gozlenmistir. PDA besi yerinde gelisen koloniler ilk dnce beyaz daha sonra gri renge
doniismektedir. Bu kolonilerde fazla miktarda tretilen konidiler seffaf, tek hiicreli,
silindirik ve ortalama 10.45x3.56um boyutlarinda kaydedilmistir. Colletotrichum’un 5
izolatinin ITS, TUB2 ve GAPDH gen bélgelerine gore PCR ¢alismalart yapilmigtir. Blast
analizi sonucunda fungus ITS (ITS4/ITS5, KT004431) ve TUB (Bt2a/Bt2b, KC913205)
genlerinin sekans verisi Colletotrichum gloesporioides ile %99, GAPDH (GPD1/GPD2,
HQO022581) ile %100 oraninda benzerlik gostermistir. Patojenisite denemeleri igin,
yaralanan saglikli yapraklar steril edilerek petri kaplarina yerlestirilmistir. 10® konidi/ml
konsantrasyonda spor siispansiyonu yapraklara inokule edilmistir. Inkiibasyondan sonra
yapraklarda olusan belirtiler bah¢ede gozlenen enfekteli yapraklarda olusan belirtilere
benzerlik gostermistir (Li ve ark., 2017).

Tiirkiye’de nar bitkisinde Colletotrichum gloeosporioides’in neden oldugu
antraknoz hastaligi ilk kez bildirilmistir. 2017 yilinda nar bahgelerinde hastalik orani
%15-22 arasinda tespit edilmistir. Bu ¢alismanin amaci, bu fungal patojeni morfolojik,
molekiiler 6zelliklerine ve patojenisiteye dayali olarak karakterize etmektir. Hastalik
belirtisi goriilen yapraklarla iliskili olarak kiiltiirel ve morfolojik incelemeler ve DNA
sekans verileri, patojenin Colletotrichum gloeosporioides oldugunu ortaya koymustur
(Uysal ve Kurt, 2018).

Italya’da nar meyvelerinde derim sonrasi ¢iiriikliiklere neden olan Colletotrichum
acutatum etmeni ilk kez bildirilmistir. Soguk hava depolarindaki nar meyvelerinde
antraknoz belirtileri 2016 yilinda %11 oraninda gozlenmistir. Ortaya ¢ikan lezyonlar
konsantrik, dairesel, kahverengi- siyah lekeler seklinde olmustur. PDA besi yerinde
gozlenen koloniler, 6ncelikle beyazimsi, sonra pembe-somon rengini almistir. Konidiler

tekli, eliptik, fusiform, 11,26x4,22um boyutlarinda olmustur. Molekiiler analiz igin
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ITS5/1TS4, ACT512F/ACT783R, Bt2a/Bt2b, GDF1/GDF2 ve GSF1/GSR1 primerleri ile
DNA bolgeleri cogaltilmigtir. Koch postiilatin1 tamamlamak i¢in, Acco ve Wonderful
cesidi nar meyveleri steril edilip 5mm ¢apinda yaralanmis ve bu yaralara PDA besi
yerinde gelistirilen miselyal diskler yerlestirilmistir. inkiibasyondan sonra inokuleli
meyvelerden, C. acutatum geriye izole edilmistir (Mincuzzi ve ark., 2017).

Kaliforniya’da fistik bahgelerinde Colletotrichum fiorinia ve C. Kkarstii
patojenlerinin neden oldugu antraknoz hastaliginin ilk kez bildirilmistir. 2010 ve 2016
yillarinda Kaliforniya’ nin farkli bolgelerinde fistik agaglarinin yaprak ve meyvelerinde
siddetli antraknoz belirtileri gézlenmistir. Bu bdlgelerden toplanan izolatlar, morfolojik
olarak C. acutatum ve C. boninense kompleksine ait tiirler olarak tanimlanmistir. ITS1-
ITS4 ve Beta Tubulin (Bt2a-Bt2b) gen boélgelerine gore yapilan PCR ve dizileme
sonucunda Tulare bolgesinden toplanan 2 izolat, C. karstii ve Glenn bélgesinden toplanan
5izolat, C. fioriniae olarak belirlenmistir. Patojenisite denemeleri i¢in Joley, Red Aleppo,
Sirora ve Kerman ¢esitlerine ait 60 olgun fistik meyvesi ve Red Aleppo, Golden Hills,
Kerman c¢esitlerinin 20 adet yapraklar siringa ignesi ile yaralanmistir. Yaralanan
meyveler 5x10* konidi/ml konsantrasyondaki spor siispansiyonundan 10 pl olacak
sekilde inokiile edildikten sonra 25°C° de nem g¢emberinde inkiibe edilmistir.
Meyvelerdeki hastalik orani Joley’de %100, Red Aleppo’da %97, Sirora’da %93,
Kerman’da %73 olarak belirlenmistir. Yapraklardaki hastalik oran1 ise Kerman ve Red
Aleppo’da %90 ve Golden Hills’de %77,5 olarak saptanmustir (Lichtemberg ve ark.
2017).

Cin’de Colletotrichum fructicola’nin neden oldugu ceviz antraknozu ilk kez
bildirilmistir. 2014 yilinda Cin’in Shandong bélgesinde 2 ceviz bahgesinde antraknoz
belirtileri gosteren 20 ceviz meyvesinde diizensiz sekilli, giines yanigi lezyonlarina
benzer kahverengi-siyah lekeler gozlenmistir. PDA besi yerinde gelisen koloniler gri,
pamugumsu, sik dokulu kahverengimsi pigmentler olusturmustur. Konidiler tek hiicreli,
renksiz, ucu silindirik, 15,2x4,7 um boyutlarinda kaydedilmistir. Molekiiler tani igin,
ITS1/ITS2, ACTIN, GAPDH ve CHS-1 gen bélgelerine gore yapilan dizi analizleri
sonucunda, ITS ve ACT dizileri C. fructicola ile %100, GAPDH ve CHS-1 dizileri ise
%99 benzerlik gdstermistir. Patojenisite testleri icin yaprak ve meyvelere 10° konidi/ml

konsantrasyonda spor siispansiyonu inokiile edilmis ve inokulasyondan 7 giin sonra
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ortaya ¢ikan antraknoz belirtileri, bahgedeki lezyonlar ile benzerlik gostermistir (Wang
ve ark., 2018).

Hindistan’in bat1 bolgesinde bulunan Maharashtra eyaletinde liziim baglarinda
antraknoza neden olan Colletotrichum capsici, ilk kez bildirilmistir. Bu hastalik,
Hindistan’in sicak ve nemli tropikal ve subtropikal alanlarinda bulunan sofralik iiziim
cesitlerinde ekonomik olarak dnemli bulunmustur. Yaprak ve yaprak saplari iizerindeki
kiigiik, koyu kahverengi lekelerden e¢lde edilen C. gloeosporioides, morfolojik
karakterlere dayanarak tanimlanmistir. Beyaz, daha sonra koyu yesil veya yosun yesil
renge doniisen kolonilerde aservuluslar, hem daginik hem de konsantrik halkalar halinde
meydana gelmistir. Fungusun konidileri, 21,7%5,1um boyutlarinda ve falgata seklindedir.
Bu etmen, tiire 6zel primerler kullanilarak molekiiler olarak tanilanmistir. Patojenisite
icin, 1x10% konidi/ml konsantrasyondaki spor siispansiyonu ile yapay inokulasyon
yapilmis ve inokulasyondan 7 giin sonra reizolasyon gergeklestirilmistir (Sawant ve ark.,
2012).

Sri Lanka’ da Willard mangolarinda ilk kez Colletotrichum asianum’un neden
oldugu antraknoz hastaliginin meyvelerde kiigiik, koyu kahverengi diizenli lekeler
meydana getirdigi gozlenmistir Fungusun PDA ortamindaki kolonileri, baslangicta
beyaz, sonra merkezi grimsi yesil olup, konidileri tek hiicreli, seffaf ve dikdortgen sekilli
olarak tanimlanmistir. Etmenin izole edilen fungal DNA’ sinin ITS bdlgesi i¢in genel
primerler ITS1 ve ITS4 kullanilmistir. Patojenisite i¢in, Smm ¢apindaki miselyal diskler
yaralanmis mango meyvelerine yerlestirilmistir. inokule edilmis meyvelerde antraknozun
tipik belirtileri goriilmiistiir. Meyvelerden yapilan reizolasyon sonucunda Colletotrichum
asianum etmeninin patojen oldugu saptanmistir (Krishnapillai ve ark., 2014).

Belgika’da ¢ilek alanlarindan toplanan Colletotrichum izolatlari,  genetik,
morfolojik ve patolojik 6zelliklerine gore karakterize edilmistir. Temsili olarak secilen
211 izolatin; %97’si Colletotrichum acutatum, %2’si C. gloeosporioides ve %1’i C.
coccodes olarak belirlenmistir. C. acutatum izolatlarinin tiir i¢i gruplara dagilimi; A2
(%33), A3 (%5), A4 (%50), AS (%3) ve A7 (%6) seklinde saptanmistir. 146 izolatin
seleksiyonu spor morfolojisi, gelisim oram1 ve koloni rengindeki farkliliklar genetik
gruplarda dogrulanmistir. C. acutatum A2 ve C. gloeosporioides’ in Belgika izolatlarinin
meyveler iizerindeki virlilensliginin ¢ok yliksek oldugu kaydedilmistir. Bitkinin tepe

kisimlarma yapilan inokulasyonlarda C.acutatum A2 ve A5 gruplann ile C.
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gloeosporioides’ in Amerikan izolatlarinin viriilensliginin ¢ok yiiksek oldugu tespit
edilmistir. C.acutatum A4 ve A7 grubu izolatlari ile C. gloeosporioides in tiim Avrupa
izolatlarinin bitkinin tepe kisimda patojenik olmadiklar1 bildirilmistir (Van Hemelrijck,
2010).

Colletotrichum’un bitki patojeni olarak ¢ok 6nemli bir cins oldugu ve diinya
capinda tropik ve subtropik bolgelerde dnemli dagilim gosterdigi bilinmektedir. Ayrica,
Colletotrichum cinsi igerisinde C. coccodes, C. crassipes, C. dematium, C.
gloeosporioides ve C. graminicola tiirlerinin insanlarda enfeksiyona neden oldugu
bildirilmistir. En 6nemli patojen olan C.gloeosporioides’ in neden oldugu gozde keratitits
hastalig1 katarakt ameliyati gegiren bir hastanin ameliyattan 6 ay sonra goziinde
enfeksiyon seklinde gelismistir. GoOziin  kornea bdolgesi kazmnarak buradan
C.gloeosporioides izolati elde edilmistir. Etkin ilaglh tedavi yontemi olarak, natamycin ve
fluconazole kombinasyonu uygulanmistir. Ayrica, son zamanlarda C.acutatum tiiriiniin
deniz kaplumbagalarinda enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (Yamamoto ve ark.,
2001).

Israil’de avokado (Persea americana) antraknoz etmeni Colletotrichum’un yeni
tirlerinin tanimi, epidemiyoloji ve patolojisi ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Bugiine
kadar Israil’de avokado bitkisini enfekte eden patojenler olarak bildiren C.
gloeosporioides sensu lato ve C. aenigma, meyve bahgesinde taze siirgiinlerin yanisira
kisin ¢ogunlukla taze ve kuru yapraklar iizerinde canliligini siirdiirmektedir. Bu
caligmada Colletotrichum’un 538 izolatinin populasyonlarinin genetik ¢esitliligini
degerlendirmek i¢in 6nce morfoloji ve PCR c¢aligsmalar1 esas alinarak karakterizasyon
yapilmistir. Daha sonra, ITS, ACT, ApMAT, CAL, CHS1, GAPDH, GS, HIS3, TUB2
gen kombinasyonlarmin multilokus dizileri ile yiiriitiilen filogenetik analizler; Israil’de
avokado antraknoz patojeni olarak C. aenigma, C. alienum, C. fructicola, C.
gloeosporioides sensu stricto, C. karstii, C. nupharicola, C. siamense, C. theobromicola
olarak daha 6nceden de bilinen 8 tiir ve C. perseae olarak yeni bir tiir tanimlanmustir.
(Sharma ve ark., 2017).

Ispanya’da badem antraknozuna neden olan Colletotrichum acutatum izolatlarmin
morfolojik, patojenik ve molekiiler karakterizasyonda; Colletotrichum acutatum tiir
kompleksi igerisinde yer alan C. fioriniae ve C. godetiae tiirlerinin bugiine kadar hastalik

ile iligki oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada, Endiiliis bolgesinde antraknozdan etkilenen

20



badem meyvesinden elde edilen Colletotrichum izolatlar1 karakterize edilmistir.
Karsilastirma igin zeytin antraknozuna neden olan Colletotrichumun 2 izolat1 dahil
edilmistir. Morfolojik 6zellikler, izolatlar1 koloni morfolojisine dayanan gruplara
ayirmak i¢in kullanilmistir. Patojenisite denemesi sonucunda izolatlarin badem, zeytin ve
elma meyvelerindeki viriilenslik diizeyleri arasinda farkliliklar gézlenmistir. Molekiiler
karakterizasyon ile Colletotrichum izolatlari, C. fioriniae ve C. godetiae olarak
dogrulanmistir. C. acutatum pembe- turuncu renkte koloni rengine sahip olup, C.
acutatum tiir kompleksi i¢inde yer alan C. fioriniae 'nin pembe ve C. godetiae ’nin ise gri
koloni rengine sahip oldugu kaydedilmistir. Bdylece, C. acutatum tiir kompleksi icerinde
yer alan ve badem antraknozuna neden olan Colletotrichum’un yeni tiirleri, ilk kayit
olarak bildirilmistir (Lopez-Moral ve ark., 2017).

Avrupa’nin turunggil yetistirilen iilkelerinde (Yunanistan, Malta, Portekiz,
Ispanya) 2015 ve 2016 yillarinda turuncgil bahgeleri, fidanliklar ve ev bahgelerinde
hastalik belirtisi gosteren yaprak, yaprak sapi, dal ve meyvelerden Colletotrichum’un
174 izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin morfolojik karakterizasyonlari ile birlikte ITS,
GAPDH, ACT, CAL, CHS-1, HIS3 ve TUB2 gibi 7 genomik bdlgeyi kullanarak
multilokus filogenetik analiz gergeklestirilmistir. Colletotrichum’un temsili izolatlar ile
portakal meyvelerinde patojenisite denemesi yiiriitiilmiistiir. Sonugta, Colletotrichum
izolatlari, 3 biiyiik tir kompleksinin iiyeleri olarak tanimlanmistir. Bunlardan C.
gloeoesporioides ve 2 yeni tiir (C. helleniense ve C. hystricis), C. gloeoesporioides tiir
kompleksine dahil edilirken, C. karstii, C. novae-zelandiae ve 2 yeni tiir (C. catinaense
ve C. limonicola), C. boninense tiir kompleksi icerisinde yer almistir. Boylece, C.
gloeosporioides, Colletotrichum karstii, C. boninense, C. acutatum tiirleri turunggillerde
antraknoz hastaligina neden olan etmenler oldugu bildirilmistir. Bu tiirler i¢erisinde C.
gloeosporioides ve C. karstii, turunggillerde en yaygin izole edilen tiirler olarak
kaydedilmistir. Bu tiirlerden C. gloeosporioides, viriilensligi en yiiksek olan tiir olarak
belirlenmistir (Guarnaccia ve ark., 2017).

Ithal edilen turunggil meyvelerinde Colletotrichum’a ait tiirlerin filogenetik analiz
ve C. gigasporum tiir kompleksinin yeni bir tiirii ile ilgili ytiriitiilen bir ¢alismada, cografi
olarak farkli 17 iilkeden 9 turuncgil meyve tiiriiniin belirti gostermeyen ve hastalikli
dokularindan izole edilen Colletotrichum izolatlarinin molekiiler filogenetik ¢esitliligi,

kolonizasyonu ve yayginligi aragtirtlmigtir. Colletotrichum’un 454 izolati, morfo kiiltiirel
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olarak karakterize edilmis ve temsili bir morfo izolat alt grubu iizerinde ACT, ApMat,
CHS-1, GAPDH, ITS, TUB2 genleri ile multilokus dizi analizleri yapilmistir. Elde edilen
bulgulara gore C. gloeosporioides, C. karstii, C. siamense olarak 3 tiiriin tanimlanmasi
yapilmis ve Citrus maxima turunggil tiirlinden yeni bir soy igeren endofitik izolatlar elde
edilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak, C. citri-maximae, C. gigasporum tiir kompleksinde
ortaya ¢ikan yeni bir tiir olarak tanimlanmistir. Colletotrichum’un tiirlerinin dagilimi en
fazla Citrus sinensis meyvelerinde olmak tizere turunggil tiirleri arasinda degiskenlik
gostermektedir. Sonug olarak, C. gloeosporioides en yaygin olarak kaydedilirken, bunu
C. siamense izlemistir. Ayrica yeni tiirler harig, Colletotrichum’un diger tim tiirleri
turunggil yapraklarini kolonize etmis olup, meyveler lizerindeki genel cesitliligin
yapraklardan daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Douanla-Meli ve Unger, 2017).
Cin’de turunggillerle ile iligkili olan Colletotrichum’ a ait tiirlerin belirlenmesi
amaciyla caligmalar ylriitilmiistiir. Bu calismada, Cin’de turunggil iiretimi yapilan
alanlarda Citrus ve Fortunella tiirlerinin yaprak, silirgiin ve meyvelerinden
Colletotrichum’un 312 izolat1 elde edilmistir. Tim izolatlarin  morfolojik
karakterizasyonundan sonra ACT, TUB2, CAL, GAPDH, GS ve ITS gen boélgeleri
kullanarak multilokus filogenetik analizler siirdiriilmiistir. Bu izolatlar C.
gloeosporioides, C. boninense, C. acutatum ve son olarak turunggil tiirleri iizerinde ¢ok
nadir bulunan C. truncatum tiir kompleksleri igerisinde yer almislardir. Elde edilen
bulgulara gore C. gloeosporioides tiir kompleksi icerisinde C. gloeosporioides ve C.
fructicola; C. boninense tiir kompleksinde C. karstii ve yeni bir tiir olan C. citricola;
C.acutatum tiir kompleksinde ise yeni bir tiir olan C. citri dahil edilmistir. Turunggillerde
antraknoza neden olan C. gloeosporioides C. fructicola ve C. truncatum’un meyvelere
yapilan inokulasyonlari sonucunda patojen olduklart saptanmistir (Huang ve ark., 2013).
Akdeniz Bolgesi’'nde limonda antraknoz hastaligina neden olan Colletotrichum
gloeosporioides’in patojenik ve molekiiler karakterizasyonu konusunda yapilan
calismada (Uysal ve ark., 2016), 2014-2015 yillarinda Akdeniz Bolgesinde Hatay ve
Mersin illerinde yilin farkli zamanlarinda limon agaglarinda 6nemli antraknoz belirtileri
gozlenmistir. Bu belirtiler geriye dogru kurama, meyve dokiimii, yapraklar iizerinde
nekrotik lekeler, gen¢ ve yash siirgiinler lizerinde aservulus yapilarinin goriilmesi
seklinde ortaya ¢ikmustir. Fungus pamuksu, soluk-gri ve turuncu renkte seffaf miseller

olusturmustur. Patojenisite denemeleri etmenin, 5 izolat ile limon fidanlarinin
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siirgiinlerinde yiiriitiilmiistiir. Inokulasyondan 30-40 giin sonra, limon agaglarindakine
benzer belirtiler gézlenmistir. Hastalik belirtileri, morfolojik karakterler ve patojenisiteye
dayanarak fungus Colletotrichum gloeosporioides olarak teshis edilmistir. Molekiiler
karakterizasyon i¢in DNA, miselyumdan ekstrakte edilmistir. Actin ve B-tubulin (TUB2)
genleri, ACT512F-ACT793R ve T1-Bt2b primerleri ile ¢ogaltilmis ve sekanslanmistir.
Sekanslar, Gen bankasi veritabaninda BLAST araciligiyla karsilagtirllmig ve C.
gloeosporioides ile % 99 diizeyinde benzerlik gostermistir.

Bermuda’da C. gloeosporioides'in turunggillerde ¢igeklenme sonrasi meyve
dokiilmesine (PFD) neden oldugu bildirilmistir. Turunggillerde ¢igeklenme sonrasi
meyve dokiimiiniin ilk kez 1990° I1 yillarda Bermuda’da yaygin ve siddetli bir salgin
meydana getirdigi bilinmektedir. Hastaliktan kaynaklanan meyve kayiplarinin portakal,
altintop, limon ve Tahiti laym tiirlerinde % 25-35 arasinda oldugu tahmin edilmistir.
Cigeklenme sonrast meyve dokiilmesine neden olan funguslarin Colletotrichum
gloeosporioides veya Colletotrichum acutatum olabilecegini  bildirilmislerdir.
Colletotrichum'un Bermuda izolatlar1 hastalikli portakal agaglarindan, portakal, limon ve
altintop yapraklarindan ve portakalda meyve dokiimlerindeki tipik lezyonlarindan elde
edilmistir. Izolatlar morfolojik (konidial boyut ve sekil ile koloni rengi), fizyolojik
(24°C'de ve benomyl eklenmis bir ortamda biiyiime hizi), serolojik bir testten (ELISA)
ve molekiiler yontemler ile karakterize edilmistir. Serolojik ve molekiiler teknikler,
izolatlarin C. gloeosporioides olugunu ortaya koymustur. Bu rapor, C. gloeosporioides'in
ciceklenme sonras1 meyve dokiilmesine neden olan etmen olabilecegini dogrulamistir
(McGovern ve ark., 2012).

Italya'da portakalda derim oncesi hastaliklara sebep olan C.gloeosporioides ve C.
karstii’ nin karakterizasyonu ve patojenisitesi ile ilgili bir ¢alisma yapilmigtir. 2010-2013
déneminde Giiney Italya’nin Catania, Siracusa ve Enna illerinde 6 meyve bahgesindeki
portakalin farkli ¢esitlerinde derim dncesi belirtiler tespit edilmistir. Fungusun 56 adet tek
spor izolat1 elde edilmistir. Morfolojik ve molekiiler analiz sonuglarina gore; 44 izolat C.
gloeosporioides ve 12 izolat ise C. karstii olarak tanimlanmistir. Colletotrichum
izolatlarinin molekiiler olarak tanilanmasi, ITS1 ve ITS4 evrensel primerleri, spesifik
TubGF1-TubGR ve GDF-GDR primerleri ile gergeklestirilmistir. Bu primerlere gore elde
edilen DNA dizileri, BLAST programi ile analiz edilmistir. C. gloeosporioides ve C.

karstii’nin temsili izolatlarin1 kullanarak Tarocco Scire’ and ‘Tarocco Nucellare’
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cesitlerinin meyvelerinde patojenisite denemeleri yapilmistir. Deneme sonucunda ortaya
¢ikan belirtiler, bahgede gozlenen belirtiler ile benzerlik gostermistir. (Aiello ve ark.,
2015).

Brezilya'da turunggillerde dnemli seviyede kayba neden olan ¢igeklenme sonrasi
meyve dokiilmesi ile iliskili Colletotrichum 'un tiirlerinin, GAPDH geninin dizi analizi ve
multiplex PCR ile belirlenmesi konusunda bir ¢alisma yapilmistir. Hastalik, ilk olarak
Colletotrichum gloeosporioides iliskili olarak bilinen daha sonra, C.acutatum ile
baglantili oldugu saptanmistir. Ancak, yeni tiirlerden, C. abscissum, 2015 yilinda
Brezilya'da PFD'nin etmeni olarak tanimlanmistir. Sao Paulo eyaletinde, Colletotrichum
ile iligkili meyve bahgelerinde PFD hastalig: ile ilgili GAPDH intron bolgesinin dizi
analizi sonucu 227 izolat tespit edilmistir. Bunlardan, 172 izolat C. abscissum ve 55 izolat
C. gloeosporioides olarak tanimlanmistir. Morfolojik karakterler ve multilokus dizileme
sonucunda etmen C. abscissum olarak kabul edilmis ve bu tiiriin Brezilya'da PFD
hastaligi ile iligkili C. acutatum tiir kompleksindeki tek tiir oldugu bildirilmistir. C.
gloeosporioides izolatlarinin % 20'sinin benzimidazole grubu fungisitlerin yogun olarak
kullanildig1 boélgelerde s6z konusu fungisitlere duyarlt oldugu bulunmustur.
Degerlendirilen bu izolatlarin, in vitro’da bu fungisite karsi direng gosterdikleri tespit
edilmistir (Silva ve ark., 2017).

Tunus’da 2009’un basindan beri turunggillerde dallarda antraknoz belirtileri ile
iligkili olan C. gloeosporioides konusunda yeni bir ¢alisma yayinlanmigtir. Tespit edilen
etmenin kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri, C. gloeosporioides oldugunu kanitlamaktadir.
Bu sonuglar, internal spacer rDNA (ITS), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), glutamine synthetase (GS) and ApMat lokus bélgeleri ve multilokus
filogenetik analizler ile dogrulanmistir. Yapilan patojenisite testlerine gore, izole edilen
C. gloeosporioides turunggillerin solmus ince dallari ve yapraklarn iizerinde tipik
antraknoz belirtilerine sebep olmustur (Rhaiem ve Taylor 2016).

Portekiz’de limon siirgiinlerinde geriye dogru olim ile iligkili C. karstii ve
turunggil antraknozunun ana etmeni C. gloeosporioides'in karakterizasyonu ile ilgili
caligmalar yapilmistir. Portekiz’de turunggil {iretiminde son yirmi yilda antraknoz ile
ilgili belirtilerin 6nemli kayiplara neden oldugu kaydedilmistir. Bu belirtiler,
Colletotrichum gloeosporioides olarak bildirilmis olsa da diger Colletotrichum tiirlerinin

bu hastaliga sebep oldugu bilinmektedir. Colletotrichum izolatlarinin temsili grubunun
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patojenisitesi, morfolojik ve genetik degiskenlik karakterizasyonu; ISSR dizi profilleri ve
DNA dizisi  IDNA-ITS ve B-tubulin 2 gen bolgeleri ile birlikte ¢aligilmigtir. C. karstii (C.
boninense tiir kompleksi) ve C. gloeosporioides farkli turunggil gesitlerinin yaprak, dal,
cicek ve meyvelerin belirtilerinden elde edilmistir. Ancak, C. acutatum, Amerika'da,
turunggil antraknozuyla iliskili en yaygin tiir olmasina ragmen bu c¢alismada hig tespit
edilmemistir. C. gloeosporioides yiiksek siklikta (% 87) izole edilmesine karsin, C. karstii
ise belirli cografi bolgelerde limonun dal ve yapraklarinda daha sik gozlenmistir. C.
gloeosporioides sadece ¢igeklerde saptanmustir. Arastiricilar, C. karstii ve C.
gloeosporioides’in portakal g¢igek ve meyveleri ile tatli portakal, mandarin ve limon
yapraklarinda, referans olarak kullanilan C. acutatum turuncgil izolatlarinin key laym
cicek ve yapraklarinda patojen oldugunu bildirmislerdir (Ramos ve ark., 2016).

Ulkemizde ise turunggil antraknoz hastaligmin mevcut durumunu tespit etmek
icin yapilan calismada, (Uysal ve Kurt, 2018) 2016-2017 yillarinda Mersin’in Erdemli
ilgesinde turunggil bahgelerinde Onemli antraknoz belirtileri gosteren agaglarda
orneklemeler yapilmistir. Hastalikli bitki 6rneklerinden yapilan izolasyon islemleri
sonucu elde edilen 25 fungal izolatin morfolojik ve molekiiler karakterizasyonlar
sonucunda Colletotrichum gloesosporioides ve C. karstii seklinde 2 tiir tanimlanmustir.
Patojenisite denemeleri sonucunda, elde edilen tiim izolatlarinin viriilent oldugunu
oldugu ve hatta C. gloeosporioides izolatlarinin, C. karstii izolatlarina gore
viriilensliginin daha ytiksek saptanmistir. Ayrica, en fazla hastalik oran1 (%100) limonda
kaydedilirken, dikenli yediveren limon ¢esidi hastaliga kars1 en duyarli ¢esit olarak tespit
edilmistir.

Tiirkiye’de mandarin  (okitsu ¢esidi) ve limon (kiitdiken ¢esidi) ¢esitlerinde
antaknoz belirtileri gosteren hastalikli dokulardan elde edilen Colletotrichum izolatlarinin
morfolojik ve molekiiler ¢aligmalar1 sonucunda etmenin, Colletotrichum karstii oldugu
ilk kez kaydedilmistir. Bu tiiriin morfolojik olarak 11.54-16.0 x 4.0-5.6 um boyutlarinda
seffaf, tek hiicreli, silindirik sekilli, spor yapilarina sahip oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar, molekiiler olarak 4 farkli gen bdlgesinin multilokus dizi analizleri ile
dogrulanmistir (Uysal ve Kurt, 2019).

Glinlimiizde, biyokimyasal kitleri, serolojik testler, niikleik asit hibridizasyon
kokenli yontemler (Polimeraz Zincir Reaksiyonlari (PCR); small subunit ribosomal RNA

gen sekansi, tiim genom sekansi, multilokus sekanz tipi (MLST), amplified fragment
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length polimorfizm (AFLP), and DNA-DNA hibridizasyonu (DDH) seklinde teshis
yontemleri mikroorganizmalarin en giivenilir sekilde tanimlanmasin1 saglar, ancak zaman
alici, pahali hem de modern mikrobiyolojik tekniklerde uzmanlik gerektirir (Rahi ve ark.,
2016). Bu yontemler igerisinden yiiksek duyarliliga ve 6zgiilliige sahip olanlar ile ucuz
ve kisa siirede sonug veren yontemler tercih edilmektedir. Bu amagla, Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonizationTime- of- Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)
teknigi mikroorganizmalarin giivenilir sekilde tanimlanmasini olanak saglar.

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonizationTime- of- Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) parmak izi, mikroorganizmalarin tanist ve simiflandirilmasinda,
klinik teshislerdeki uygulamalarda ¢evresel ve taksanomik arastirma ve gida siirecindeki
kalite kontroliinde kullanilan hizli, hassas, dogru ve giivenilir bir arag olarak kabul
edilmektedir. MALDI-TOF MS Biotyper parmak izi sistemi, dakikalar igerisinde bakteri,
maya ve funguslarin kesin teshisini kolaylastirdig1 i¢in arastirmacilara biiyiik olanaklar
saglamaktadir (Maier ve ark., 2006). Bir ¢ok ¢alismada incelendigi lizere ticari olarak
kullanilan Bruker ve Shimadzu sistemleri ile maya izolatlarinin teshisi, sirastyla %97.6
ve %96.1 oranlarinda benzerlik gostererek basarili bir tanilama islemi gergeklestirilmistir
(Carolis ve ark., 2014).

Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometresi
(MALDI-TOF MS), mikroorganizmalarin hizli tanimlanmasi ve siniflandirilmasi igin
giivenilir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir. Bu bakimdan mikroskobik ve molekiiler biyoloji
yontemlerine karst giiclii bir miicadeleyi temsil etmektedir. Giinlimiizde ticari MALDI
sistemleri biyolojik arastirma ¢aligmalar1 yan1 sira klinik tip, biyoteknoloji ve endiistride
teshis uygulamalar i¢in erisilebilir durumdadir. Bakteriyel biyotipte kullanilmaktadir,
ancak mantarlarin analizi i¢in ¢ok sayida deneysel strateji de gelistirilmistir. Aspergillus,
Fusarium, Penicillium veya Trichoderma gibi bir¢ok mantar tiirleri ve ayrica Klinik
orneklerinden (6rn. Candida albicans) gesitli mayalar MALDI-TOF MS tarafindan
basartyla tanimlanmistir. Ancak, su anda sadece sinirli sayida matris bilesigi kullanilsa
da funguslar i¢in ¢cok yonlii bir yontem yoktur. Biyotropik fungal fitopatojenler, enfekteli
bitki organlarindan MALDI-TOF kiitle spektrumlarinin dogrudan elde edilmesi yoluyla
tanimlanabilmektedir. Funguslarin kiitle spektrometrik peptid / protein mantarlarin

profilleri, 1000 - 20 000 m / z bdlgesindeki pikleri gosterir, burada benzersiz bir biyolojik
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belirteg iyonlar1 olarak goriiniir ve bdylece 6rneklerin cins, tiir veya izolat diizeyinde
ayirimini saglar (Chalupova ve ark., 2014).

Mayalarin yol agtigi gida bozulmalari, yiiksek ekonomik kayiplara neden
oldugundan, gida ve gida ile ilgili iirtinlerle iligkili mayalarin hizli ve dogru sekilde
tanimlanmast gida endiistrisi i¢in onemlidir. Bu calismada, gida ile iliskili mayalari
tanimlamak i¢cin MALDI-TOF MS veritabani olusturulmus ve daha sonra gida ve gida ile
ilgili irinlerden elde edilen 146 maya kiiltiirii analiz edilmistir. Tiirlerin %98°1 log > 1.7
skor degerleri ile dogru bir sekilde tanimlanmistir. MALDI-TOF MS, tiirlerin ¢ogunu
ayirt edebilmis, ancak Kazachstania telluris ve Mrakia frigida gibi bazi tiir kompleksleri
icin sinirli bir ¢oziim tretmistir. Buna ragmen, MALDI-TOF MS'nin gida kaynakli
mayalarin rutin tanimlanmasi ve dogrulanmasi i¢in gegerli oldugunu gostermistir, ancak
referans veritabanlarinin daha fazla giincellenmesi gerektigi vurgulanmstir (Quintilla ve
ark., 2018).

Funguslarin dogru tiir ayrimi 6nemlidir, ¢linkii baz1 tiirlerde spesifik antifungal
duyarliliklar1 vardi ve yanlis tanimlama yanlis tedaviyle sonucglanabilir. Bu ¢alismada,
fungus kiiltiirtiniin dogrudan yiizey analizi ile tanimlanmasi igin, MALDI-TOF MS
kullanilmigtir. Kiiltiir koleksiyonu ile Aspergillus, Fusarium ve Mucorales'in 55 tiiriini
temsil eden tiirler, MALDI-TOF MS i¢in bir referans veri tabani olusturulmustur.
MALDI BioTyper 2.0 mikroflex yazilimi ile referans tiirlerin her biri i¢in gen¢ ve olgun
kolonilerin profilleri ve tiire 6zgii spektral parmak izleri elde edilerek analizler
gerceklestirilmistir. Referans veri tabaninda yer almayan tiirler harig, izolatlarin % 96.8’1
MALDI-TOF MS ile tiirlere gére tanimlanmistir. Sonug olarak, MALDI-TOF MS’in tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarinda funguslarin rutin tanimlanmast i¢in uygun oldugunu
bildirmislerdir (Carolis ve ark., 2012).

Kiiflerin tanimlanmasi i¢in hizli tek adiml ekstraksiyon yontemi ile MALDI-TOF
MS kullanimu ile ilgili calisma yapilmistir. Farkli oranlarda asetonitril ve formik asit
iceren ekstraksiyon ¢ozeltileri degerlendirilmis, kiiltiirler MALDI-TOF MS i¢in daha
sonra bir PowerLyzer yiiksek giiclii boncuk esasli homojenizatdr ve silipernatantlar
kullanilarak islenmistir. 106 klinik kif izolatimin analizi, toplamda 30 dakika kadar
ekstraksiyon siiresinde iyi bir performans ile sonuglanmistir. Mevcut rutin protokollerle
yapilan analizlerde ancak izolatlarin % 52.8” tanimlanirken MALDI-TOF MS protokolii

ile %63,8” e varan bir tanilama yapilmistir. Rutin yonteme gore hizli yontemin skor
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karsilagtirmalar1 daha yiiksek tekrarlanabilirlik gostermistir. Hizli ekstraksiyon yontemi
ile etkin analiz saglanmasi sonucu, klinik kiif analizleri ve planli toplu islemlerde
MALDI-TOF MS cihazi teshislerde daha fazla kullanilmaya baslanmistir (Luethy ve
Zelazny, 2018).

Beauveria bassiana ve Beauveria pseudobassiana entomopatojen tiirlerin hizli bir
sekilde tanimi1 i¢in MALDI-TOF kiitle spektrometrisinin kullanimi ile genetik analizleri
karsilastirmak ve elde edilen izolatlar ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgelerine gore
dizilenmistir. Izolatlarin protein analizinden elde edilen sonuglar: ile dizi verileri B.
bassiana ve B. pseudobassiana nin referans tiirleri ile karsilagtirilmistir. Her iki analizin
sonucunda dendrogram (filogenetik aga¢) olusturulmus ve sonuglar yiiksek derecede
tutarlilik gostermistir. MALDI-TOF MS Beauveria cinsi gibi ¢evre kaynakli edinilen
entomopatojen funguslarin tanimlanmasinda hizli ve giivenilir bulunmustur (Hricakova
ve ark., 2018).

Fusarium fujikuroi tiir kompleksi iginde ayirici tiir olarak Fusarium
ficicrenscens’in tanilamasi, MALDI-TOF MS araciligiyla ve geleneksel formik asit-
etanol ekstraksiyon yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen tiim spektrumlar ve
analizler, MALDI Biotyper V 2.0 software kullanilarak Bruker Mikroflex platformunda
degerlendirilmistir. Sonugta cihaz, Fusarium’ un 3 izolatinin 2.193, 2.200 ve 2.226 skoru
ile giivenilir bir tanilama yapmistir. Boylece Fusarium ficicrescens ve diger Fusarium
fujikuroi tirlerinin 13 izolatinin, MALDI-TOF MS analizleri ile dendrogrami
olusturulmustur (Al-Hatmi ve ark., 2016).

Colletotrichum tiirlerinin teshisi hastalik miicadelesi yoniinden 6nemlidir. Ciinki
farkli Colletotrichum tiirleri igin gesitli kontrol yontemleri kullanilmaktadir. Ornegin;
benzimidazole fungisitine kars1 C.acutatum orta diizeyde duyarlilik gosterirken oysa
C.gloeosporioides yiiksek diizeyde hassasiyet gostermistir. Boylece dogru ve kesin tani
hastalik kontroliinde 6nemli bir yer tutmaktadir (Ramdial ve ark., 2016).

Isvigre’de kiraz ve visnelerde antraknoz hastaligia kars1 fungisitlerin etkinligi ve
zaman ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Kirazlarda ¢igeklenmeden sonra 10-14 giin arayla
iki kez bakirli fungisitlerin uygulanmasiyla antraknoza karsi etkinlik saglanmistir.
Dithianon fungisitinin ¢igeklenmeden sonra 2 hafta araliklarla en az 2 kez
uygulanmasiin iyi sonu¢ verdigi bildirilmistir. Polonya’da visnede petal yapraklar

dokiilmeye basladiktan sonra 2 hafta aralikla 3 uygulama yapilarak antraknoz orani
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azaltmistir (Olszak ve Piotrowski,1985). Fungisitlerle yapilan 9 farkli ilag igeren
uygulamasinda, thiophanate- methyl harig, thiram, captan, carbendazim, mancozeb,
dichlofluanid, etaconazole+captan, penconazole+captan ve bitertanol fungisitleri
antraknoza kars1 etkili bulunmustur. Cek Cumhuriyeti’nde tebuconazole ile hasattan 1-2
hafta dnce yapilan ge¢ bir uygulama, visne meyvelerinde antraknoz diizeyini azaltmistir
(Kloutvorova ve Egert, 2004).

Portakal 'da antraknoza neden olan C. gloeosporioides’ e karst Qol fungisitlerinin
in vitro ve in vivo aktivitesini belirleme ¢alismalarinda; C. gloeosporioides’in 37 izolati
ve 3 farkli Qol fungisit (azoxystrobin, pyraclostrobin, trifloxystrobin) kullanilmis ve besi
ortamlarina salicylhydroxamic acid (SHAM) eklenmistir. Bu ¢aligmada, Qol fungisitlere
On duyarlilik profili belirlenmistir. Sicilya’da bahgelerden toplanan C. gloeosporioides’in
37 izolat ECso degerleri sirasiyla SHAM eklenen ve eklenmeyen olarak azoxystrobin i¢in
0.36-102 pgmL?, trifloxystrobin igin 0.047-0.49 pgmL? olarak belirlenmistir.
Pyraclostrobin’in ECso degerlerinin SHAM varliginda veya yoklugunda (sirasiyla 0.11
ve 0.14 ugmL — 1) benzerlik gostermistir. 2013-2014 yillar1 arasinda bahgede ayni
fungisitler kullanilarak in vivo denemeleri yapildiktan sonra derim oncesinde tatl
portakal lizerinde antraknoz enfeksiyonlarinin, %83.7-92 ve hasat sonrasi donemde
yaklasik olarak %81-% 91.6 oraninda azaldig: bildirilmistir (Piccirillo ve ark., 2018).

Azoxystrobin, picoxystrobin, difenoconazole, thiophanate-methyl, mancozeb ve
pyraclostrobin fungisitleri uzun yillardir antraknoz hastaliklarinin kontol etmek igin
Cin’de kullanilmaktadir. Pyraclostrobin etken maddesi Cin’ de 2016 yilinda sili
antaknozuna karsi kullanilmaya baslanmistir. Bu fungisitlerin C. acutatum'un 40
izolatinin misel gelisimine ve konidi ¢imlenmesine etkisi arastirilmis ve in vivo
caligmalar1 gergeklestirilmistir. In vitro denemelerde pyraclostrobin ve azoxystrobin
fungusun hem miselyal gelisimi hem de spor ¢imlenmesi, mancozeb ise sadece spor
¢imlenmesini ve difenoconazole ile thiophanate-methyl ise sadece miselyal gelisimin
engellenmesinde etkili oldugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglar, bu fungisitlerin C.
acutatum’u inhibe ettigini gostermektedir. Pyraclostrobin sporlanmay1 ve ¢im tiibiiniin
uzamasini engelledigi belirlenmistir. Pyraclostrobin’in inokulasyondan 72 saat kadar
tyilestirici etki sagladig1 ve 96 saate kadar ise koruyucu aktivite sagladig1 gozlenmistir.
Ayrica, tarla denemelerinde pyraclostrobin fungisitinin antraknozun oranini ve siddetini

azaltig1 ve dogrudan da silinin pazarlanabilir verimini artirdig1 saptanmistir. Bu sonuglar,
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biber antraknozunun miicadelesi i¢in pyraclostrobin fungisitinin yararli bir kimyasal
oldugunu kanitlayan bir ¢calisma olmustur (Gao ve ark., 2017) .

Colletotrichum tiirlerine kars1 bes adet SDHI fungisitlerin engelleme etkisini
belirlemek i¢in yapilan ¢alismada C. gloeosporioides, C. acutatum, C. cereale ve C.
orbiculare'nin izolatlari, YBA agar besiyerinde fluxapyroxad, fluopyram ve boscalid’e
kars1 duyarsiz bulunmustur. Aksine, C. orbiculare harig¢ tiim izolatlar, penthiopyrad’ a
kars1 nispeten duyarli olarak tespit edilmistir. Benzovindiflupyr tiim tiirlere kars1 en
yiiksek inhibitor aktivite géstermistir. Bu fungisit, C. orbiculare ile inokiile edilmis hiyar
bitkilerinin yan1 sira elma ve seftali meyvesinde C. gloeosporioides ve C. acutatum 'a
kars1 etkili bulunmustur (Ishii ve ark., 2016).

Brezilya’ da muzdan izole edilen Colletotrichum musae etmeninin thiophanate-
methyl fungisitine kars1 direncini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada, C. musae ‘nin 139
izolatinin in vitro da thiophanate-methyl’e karsi duyarliligi incelenmistir. Miselyal
gelisimde ECso degeri 0,003-48,73 pg / mL arasinda degiskenlik gostermistir. 0.003-4.84
pg / mL arasinda degisen ECso degerleri ile 130 izolat duyarli, 10,43-48,73 pg / mL
arasinda degisen ECso degerleri ile 9 izolat ise orta direngli olarak gruplandirilmistir.
Ancak, direngli ve yiiksek direngli izolat bulunamamustir (Vieira ve ark., 2017).

Ulkemizde  limonda  Antraknoz  hastaligi  etmeni  Colletotrichum
gloeosporioides’in DMI, SDHI, Qols, amid, aniline ve dithiocarbamate gibi farkli
kimyasal gruplardan farkli etki mekanizmalarina sahip bazi fungisitlere karsi duyarliligini
belirlemislerdir. Farkli fungisitlerin C. gloeosporioides’in LC5 izolatinin miselyal
gelisimi engellemesi lizerine etkileri incelendiginde, en diisiik konsantrasyonlarda (0.01
pgml-1) en yiiksek etkiyi gosteren fungisitler, sirasiyla fluopyram-+tebuconazole,
fluazinam, fluxapyroxad+difenoconazole ve dithianon+phosphorus acid %?100-81.7
araliginda etkili bulunmustur. Segilen fungisitlerin konsantrasyonlar1 yiikseltildiginde
(10-100 pgml-1), tebuconazole, pyraclostrobin+metiram, kresoxim methyl ve
dimethomorph+mancozeb %2100-45.8 araliginda etki gosterebilmistir. EC50 degerleri
tizerinden incelendiginde en  etkili  fungisitlerin  fluopyram+tebuconazole,
fluxapyroxad+difenoconazole ve fluazinam’in 0.001 pgml-1 EC50 degerleri ile en etkili
fungisitler oldugu belirlenmistir. Konidiyal ¢imlenmesini engellemesi iizerine etkisi ve
duyarliligr incelendiginde, 1 pgml-1 konsantrasyonun altinda fungusun konidi

cimlenmesinin  fluopyram+tebuconazole, fluazinam, dithianon+phosphorus acid,
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fluxapyroxad+difenoconazole ve kresoxim methyl+boscalid tarafindan %90’a yakin
degerlerde  engellendigi  saptanmistir.  Sonu¢ olarak en  yiliksek etkiyi,
fluopyram-+tebuconazole, fluazinam, fluxapyroxad+difenoconazole ve

dithianon+fosforoz asit fungisitlerinin gosterdigi belirlenmistir (Uysal ve Kurt, 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismada, antraknoz hastaligi etmeni Colletotrichum izolatlarinin elde
edilmesinde hastalikli bitki dokularmin yiizey dezenfeksiyonu igin %70’lik etanol,
kiiltiire almak i¢in patates dekstroz agar (PDA) besi ortamu ve steril kabin, izole edilen
fungusun gelistirilmesi i¢in inkiibator, kiiltiirlerin saklanmasi i¢in buzdolab1 (+4°C), derin
dondurucu (-80°C), morfolojik ¢aligmalar i¢in patates dekstroz agar (PDA), Sentetik
Nutrient Agar (SNA) ve Czapek dox agar (CDA) besi ortamlari, stereo mikroskop ve DIC
atacmanli trinokiiler arastirma mikroskobu, molekiiler ¢alisma i¢in mini santrifiij, Qubit,
ThermoCycler, Qiaxcel kapiler elektroforez, kiitle spektrum analizleri icin MALDI-TOF
MS (matrix asisted laser desorption ionization- time of flight mass spectrometry) gibi
laboratuvar cihazlari ve formik asit (FA), acetonitrile, trifluoroacetic asit (TFA), etil alkol

gibi kimyasallar kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hastalik Siirveyi

Antraknoz hastaligina neden olan Colletotrichum tiirlerinin belirlenmesi ve
orneklenmesi amaci ile 2016 (Eyliil ve Kasim) 2017 (Ocak, Mart, Temmuz) yillarinda
Mersin, Adana, Osmaniye ve Hatay illerini igine alan Dogu Akdeniz B6lgesi’nde limon,
mandarin, portakal, altintop, laym ve turung gibi turunggil tiir ve anaglarinda sérvey

calismasi yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yer alan turunggil iiretim alanlarinda inceleme,
gozlem ve ornekleme yapilan bahgelerin illere gore sayisal dagilimi
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Bolgede sorvey yapilan 4 ilde 4.705 dekar alanda toplam 203 turunggil bahgesinde
incelemeler gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1). Tesadiifi 6rnekleme yontemine gore alinan
her bir hastalikli bitki 6rnegi plastik torbalara yerlestirildikten sonra her bir bahge i¢in
GPS bilgileri, bitki tiirii ve ¢esidi kaydedilmistir. Farkli illerde segilen farkli turunggil
tiretim alanlarindan alinan hastalikli bitki 6rnekleri, laboratuvara getirilerek izolasyonlari

yapilincaya kadar + 4° C’ de saklanmustir.

Cizelge 3.1. Dogu Akdeniz Bolgesi’nde sorvey yapilan turunggil alanlarinda il diizeyinde
dagilimi ve incelenen bahge sayilari

Lokasyon Ekim Sorvey alani(da) Incelenen

alani(da) bahge sayisi
Adana 416.613 2.070 64
Yiiregir 205.328 1.027 20
Seyhan 82.054 410 15
Kozan 76.093 381 8
Karatas 32.523 163 5
Yumurtalik 7.099 36 3
Ceyhan 4.367 22 3
Cukurova 4.017 20 3
Imamoglu 1.624 8 5
Karaisali 608 3 2
Mersin 295.707 1.453 73
Erdemli 93.220 466 22
Tarsus 85.157 426 12
Akdeniz 58.462 292 8
Silifke 22.525 113 20
Mezitli 20.942 105 6
Yenisehir 5.745 29 3
Toroslar 4.348 22 2
Hatay 225.391 1.119 53
Erzin 95.264 476 14
Daortyol 72.670 363 18
Arsuz 25.671 128 5
Samandag 18.482 92 9
Payas 4.730 24 3
Defne 4.635 23 2
Antakya 2.576 13 2
Osmaniye 12.603 63 13
Sumbas 4977 25 5
Merkez 4.255 21 5
Toprakkale 1.620 8 1
Kadirli 940 5 1
Diizigi 811 4 1
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3.2.2. Colletotrichum fungusunun izolasyonu

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yapilan sorveyler sirasinda drneklenen ve antraknoz
hastalig1 ile enfekteli oldugundan kuskulanilarak alinan hastalikli bitkilerin yaprak, dal,
stirgiin ve meyvelerinden Colletotrichum tiirlerini izole etmek igin bitki dokular1 (Sekil

3.2), akan ¢esme suyu altinda yikanmustir.

B cililg. | O

Sekil 3.2. Hastalik etmeni fungusu belirlemek i¢in laboratuvara getirilen enfekteli
turunggil organlart; meyve (A), dal ve siirgiinler (B), (C), (D), ve yaprak ornekleri(E),

(F).

Enfeksiyon nedeni ile olusmus klorotik veya nekrotik dokulart igeren bitki
parcalari, steril bir bistiiri ile kesilmistir. 4-5 mm biiyiikliigiindeki bu pargalar, % 75°lik
etanolde 1 dakika siireyle yiizeyden dezenfekte edilmistir (Zhang ve ark., 2015).
Dezenfekte edilen bu doku pargalari, steril distile suda ¢alkalanip durulandiktan sonra
steril kurutma kagitlar1 arasinda 1-2 saat kurumaya birakilmistir. Steril edilmis bitki doku

kesitleri igerisine 250 mg/L oraninda streptomisin siilfat eklenmis PDA besi yeri i¢eren
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petri kaplarina aktarilmistir. Bu petri kaplari, 25°C’de 5 giin boyunca inkiibe edildikten
sonra besi yerinde gelisen kolonilerden PDA’ya saflastirmalar yapilmistir (Aiello ve ark.,
2015). Gelisen saf kolonilerden izolatlarin tek spor kiiltiirleri hazirlandiktan sonra
patojenisite kaybini1 6nlemek i¢in kuru steril filtre kdgidinda tanilar1 yapilincaya kadar -
20°C’de ve 6 cm’lik petrilerdeki PDA besi yerinde +4°C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Morfolojik Karakterizasyon

Turunggil iiretim alanlarindan izole edilen ve tek spor kiiltiirleri yapilan fungal-
izolatlar, Sutton, (1980) tarafindan Onerilen tiir tani anhatarlarindan yararlanilarak
tamimlanmustir. Morfolojik parametreler, fungusun patates dekstroz agar (PDA), sentetik
nutrient agar (SNA) ve czapek dox agar (CDA) besi yerlerinde koloni rengi, ters koloni
rengi, apresoryum ve aservulus olusumu, peritesyum iretimi, konidilerin sekil ve
boyutlar1 yoniinden degerlendirilmistir. Ayrica izolatlarin eseyli ireme yapilarina sahip
olup olmadig: arastirilmistir. Colletotrichum’un her bir tiiriine ait 20 izolat belirlenerek,
bunlarin PDA ve CDA besi ortamlarindaki 1, 5, 7 ve 15 giinliik koloni gelisimleri
kaydedilmistir. Bu amagla, izolatlarin PDA besi yerinde 5 giin boyunca gelistirilen
kolonilerinin kenar kismindan mantar delici yardimiyla alinan miselyal kesitleri, PDA ve
CDA besi ortamlari igeren petrilere (9 cm), miselyal kisim agar ylizeyine temas edecek
sekilde yerlestirilmistir. Her bir Colletotrichum izolatindan 3 petri olacak sekilde kurulan
denemede, kiiltiirlerin 25 °C’de inkiibasyonun 1, 5, 7 ve 15. giiniinde ortaya ¢ikan fungal
koloni gelisimleri (mm) oOlgiilmiistiir. Fungal izolatlariin konidilerinin, boyutlarini
belirlemek i¢in; PDA’da gelistirilen 7-10 giinliik kiiltiirlerden steril saf su ile spor
siispansiyonlar1 hazirlanmustir. Trinokiiler arastirma mikroskobu (NIKON Eclipse Ni-U
Model Floresan DIC Atagmanli DS-Ri2) kullanarak 20 izolatin her birinden segilen 35
konidinin boyutlart (um) kaydedilmistir (Pardo-De la Hoz ve ark., 2015). Bununla
birlikte Colletotrichum izolatlarinin SNA besi yerinde olusturdugu seta, aservulus,
apresoryum sekilleri ve peritesyum yapilart (Agostini ve ark.,1992), 20 giin gelistirilen
kiltlirlerden alinan en az 10 ornek ile trinokiiler arastirma mikroskobunda (Sekil 3.3)

yapilan inceleme ile kayit altina alinmstir.
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Sekil 3.3. Antraknoz belirtileri gézlenen bitki dokularinin stereo arastirma mikroskobu
altinda incelenmesi (A). Colletotrichum sp. tiirlerine ait mikroskobik yapilarin
trinokiiler aragtirma mikroskobu altinda incelenmesi (B)

3.2.4. Molekiiler Karakterizasyon

Turunggil bitki tiir ve cesitlerinden izole edilen ve morfo-kiiltiirel ¢aligmalarla
karakterize edilen Colletotrichum izolatlarinin kimligini dogrulamak i¢in PDA besi
yerinde 5-7 giin boyunca gelistirilen fungal kiiltiirlerden genomik DNA izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Bu amagla; kiiltiirden alinan bir miktar fungal hif, 2 ml’lik santrifiij
tiiplerine alinarak homojenizator yardimiyla parcalanmis ve iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda DNeasy (250) Plant mini kit (QIAGEN) protokolii uygulanmistir.
Ekstrakte edilen genomik DNA’larin miktar ve kalitesi, Qubit 3.0 fluorometer cihaz ile
Ol¢lilmiistiir. DNA kalitesi iyi olan 6rnekler igin evrensel ve Colletotrichum igin spesifik
primerler kullanilarak PCR islemleri gerceklestirilmistir. DNA amplifikasyonu igin
evrensel ve Colletotrichum i¢in spesifik primerler kullanilmistir (Cizelge 3.2).

PCR amplifikasyon kosullari, 95°C’ de 3 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C’ de 1
dk denatiirasyon, annealing sicakligi Actin i¢in 57°C, ITS i¢in 55°C, GAPDH ig¢in
63,4°C, TUB2 i¢in 52,5°C, CHS-I i¢in 60°C ile 72°C’ de 45sn ve final adimi olarak
72°C’ de 10 dk olarak belirlenmistir (Sekil 3.4). PCR {irtinlerinin kalitesinin belirlenmesi
icin fungal DNA fragment analizi, Kapiler jel elektroforez (QIAGEN, QIAxcel Advanced
system, Almanya) cihazi ile yapilmistir. Bu amacla, cihazda kartus kartinin kapilerleri
icin yikama soliisyonlari, cihaz i¢indeki bolmelerin ilgili yerlerine aktarilmistir. Bunun
icin, WP kistma 8ml Qx Yikama tamponu ve WI kisma yine ayni tampon ¢6zeltiden 8ml
aktarilmigtir. Bununla birlikte, BUF kismma Qx DNA Seperation tampondan 18ml

eklenmistir. Ayrica, 12 adet tiipiin herbirine 15ul Aligment marker ve iizerlerine 1 damla
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mineral yag eklenmistir (Sekil 3.5). Son olarak, PCR 6rnekleri yerlestirilerek jel yiirtitme
islemi gerceklestirilmistir. Sonugta, cihaza ait QIAxcel Advanced ScreenGel yazilim

programi kullanilarak DNA bandlar1 degerlendirilmistir.

Cizelge 3.2. Multilokus dizi analizlerinde (MSLA) kullanilan evrensel ve farkli gen
bolgelerine spesifik primerler hakkinda ayrintili bilgi

Baglanma DNA  Primer Adi Niikleotid Dizilimi Kaynak
Bolgesi fragment 31 (O-

uzunlugu (5'—>3") (Q- Bank)
Internal transcribed 615bp ITSIF  5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3' (White ve
spacers (ITS) bolgesi ITS-4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' ark., 1990)
Actin (ACT) geni 316 bp  ACT-512F 5-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3'  (Carbone ve

ACT-783R 5-TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3' Kohn 1999)
Glyceraldehyde-3- 308 bp GDF1  5-GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA (Templeton ve

phosphate GDR 5GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT ark., 1992)
dehydrogenase gene

(GAPDH) geni

Chitin synthase (CHS- 229bp  CHS-79F 5TGGGGCAAGGATGCTTGCAAGAAG(Carbone ve
1) geni CHS-345R 5TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG Kohn 1999)
Beta Tubulin (TUB2)  716bp Bt2b  5-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3' (Glass ve
geni T1 5-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Donaldson,

DNA amplifikasyonunda; her bir reaksiyon i¢in 5 pul 10x enzim buffer, 10mM
dNTP, 50mM MgCly, 0,5ul primer, 0,2 ul Tag DNA polimeraz ve 2 pl(ng) DNA ile

toplam 50pl olacak sekilde tizeri steril saf su ile tamamlanmistir.

PCR kosullarm
S52C
3 dk
952 C
1 dk
PCR islemleris
Ornelk basina e
10X PCR buffer s 45 sn
35 doéngii

10mM DNTP

5Om M Mgcil2 1

Primer F

2 T22C
e oo 10 dle
Stervil discile su 39,3

N oawa -

Tag DNA polymerase

Hedef IDINA 24l

Sekil 3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) i¢in 6rnek basina karisimlar ve
amplifikasyon i¢in belirlenen kosullar
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Sekil 3.5. Colletotrichum kiiltiirlerinden Plant mini kit ile genomik DNA izolasyonu (A)
PCR amplifikasyonu (B), QIAxcel Advanced ScreenGel goriintiileme cihazi (C),
QIAxcel Advanced ScreenGel goriintiileme cihazi kuyucuklarina PCR 6rneklerinin
yerlestirilmesi (D), QIAxcel Advanced ScreenGel goriintiileme cihazi yazilim
programinda jel goriintiileme ¢alismalar1 (E)

Elde edilen DNA bandlarin kalitesine gore segilen PCR iiriinlerinin dizileme
islemi igin, bu hizmeti veren O6zel bir firmadan hizmet alinmistir. Colletotrichum
izolatlarnin PCR iiriinlerine ait DNA niikleotid dizileri, NCBI (National Center for
Biotechnology Information) kiitiiphanesinde yer alan BLASTn algoritmasini kullanarak
(Boratyn ve ark., 2013) gerceklestirilmistir. Bu sonuglara gore tanisi yapilan izolatlarin,
NCBI Genbankas: kiitiiphanesinden erisim numaralari alinmigtir. Colletotrichum’un
farkl tiirlerine ait izolatlari, referans izolatlarla karsilastirmak icin (Cizelge 3.3), MEGA
7 programini kullanarak ITS, Actin, GAPDH, CHS-1 genleri i¢in akrabalik derecelerine
gore tekli ve birlestirilmis halde molekiiler filogenetik analizleri ger¢eklestirilmistir.

Maksimum likelihood yontemi kullanilarak izolatlar arasindaki genetik mesafeyi
gosteren dendrogram olusturulmus ve elde edilen filogenetik agacin teyidi, 1000 tekrarlt
olarak (Bootstrap, p-distance, pairwise deletion) yapilmistir (Kumar ve ark., 2016).

Cizelge 3.3. NCBI veri tabanindan alinarak filogenetik analizlerde kullanilan referans
izolatlara ait konukgu bitki, kokeni ve Genbankasi kayitlart
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Tiir Kiiltiir No. Konuk¢u Mensei GenBank erisim numaralari
Tiirii ITS ACT GAPDH CHS-1
Colletotrichum CBS 142407 Citrus Italya, KY856397 KY855968 KY856221 KY856133
acutatum CPC 27005 sinensis  Messina
C. boninense GZAAS5.09505 Citrus Cin  JQ247622 JQ247646 JQ247598 -
medica
C. citri CBS 134233 Citrus Cin  KC293581 KY855973 KC293741 KY856138
aurantiifolia
C. citricola CBS 134228 Citrus Cin  KC293576 KC293616 KC293736 KY856140
unchiu
C. CBS 112999 Citrus Italya JX010152 JX009531 JX010056 JX009818
gloeosporioides sinensis
C. helleniense =~ CPC 27108 Citrus  Yunanistan,KY856449 KY856022 KY856273 KY856189
reticulata Arta
C. hystricis CBS 142411 Citrus Italya, KY856450 KY856023 KY856274 KY856190
CPC 28153 hystrix Catania
C. johnstonii CBS 128532  Citrus sp. Yeni  JQ948443 JQ949764 JQ948774 JQ949104
Zelenda
C. karstii CPC 27999 Citrus limon Portekiz, KY856464 KY856037 KY856288 KY856205
Faro
C. limetticola  CBS 114.14 Citrus ABD, JQ948193 JQ949514 JQ948523 JQ948854
aurantifolia Florida
C. limonicola CPC 27862 Citrus limon Malta, KY856473 KY856046 KY856297 KY856214
Gozo
C. novae- CPC 27957 Citrus limon Malta, KY856478 KY856051 KY856302 KY856219
zelandiae Gozo
C. tropicicola  BCC 38877 Citrus Tayland JN050240 JN050218 JN050229 -
maxima
C. truncatum CBS 134232 Citruslimon  Cin  KC293580 KC293620 KC293740 KY856220
C. fructicola CBS 238.49 Ficus edulis Almanya JX010181 JX009495 JX009923 JX009839
C. asianum CBS 130418 Coffea Tayland FJ972612 JX009584 JX010053 JX009867
arabica
C. tropicale CBS 124949 Theobroma Panama JX010264 JX009489 JX010007 JX009870
cacao
C.catinaense  CBS 142416 Citrus Portekiz, KY856399 KY855970 KY856223 KY856135
CPC 28019 sinensis  Mesquita
C. abscissum COAD 1876 Citrus Brezilya KP843124 KP843139 KP843127 KP843130
sinensis
C. constrictum  CBS 128504 Citrus limon  Yeni  JQ005238 JQ005586 JQ005325 JQ005412
Phyllosticta CPC 27  Citruslimon Zelanda
paracitricarpa CPC 27169169 Citrus limon Hollanda KY855635 - - -
Magnaporthe Triticum  Hollanda
oryzae 12.1.315 aestivum  Brezilya - KY855690 - -

3.2.5. MALDI-TOF MS (Matrix asisted laser desorption ionization- time of flight

mass spectrometry) Analizleri
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Turunggil tiretim alanlarindan elde edilen Colletotrichum tiirlerine ait izolatlar,
PDA ortaminda 5-7 giin siire ile gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirler, Uysal ve ark. 2018’deki
sekilde ortalama 8ml PDB (patates Dekstroz broth) sivi besi yeri igeren tiiplere aktarilmis
ve rotatorde 2-3 giin siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra MALDI TOF MS analizleri
icin formik asitt+etanol ekstraksiyon islemlerine gegilmistir. Bu amagla, rotatorde
gelistirilen s1v1 besiyerindeki kiiltiirden 1.5 ml eppendorf tiipline aktarilmistir (Sekil 3.6).
Hazirlanan 6rnek, 13000 rpm’ de 2 dk. santrifiij edildikten sonra, pellet dipte kalacak
sekilde s1vi kisim uzaklastirilmstir. Pellet {izerine HPLC degerinde 1ml saf su eklenip
islem tekrarlandiktan sonra peletin lizerine 300 pul HPLC degerinde saf su ekleyip
vortekslenmistir. Orege, 900 pl etanol ekleyip vortekslenmis ve 13000 rpm’ de 2 dk.

santriflij edildikten sonra etanol tamamen uzaklastirilmis ve 37°C’de 5-10 dk. kurumaya

birakilmustir.
l
Baglangic Asamast 4
o~
?’x
A |
ETH/FA ekstraksiyonu l Ornegin ve matriksin
transferi
MALDI TOF MS
is akisi

Projenin
l olusturulmasi

Referans veri tabanin da .
estesme ‘ i MFMWM . MH | q— 1
Analiz sonucu ‘ MMM h-nunw

Spektrum olugumu

Parmak izi tarama

Sekil 3.6. MALDI-TOF MS analiz tekniginde is akigin1 gosteren diagram
Kuruyan pelletin iizerine ayn1 miktarlarda olacak sekilde, %70’lik formik asit ve

asetonitril eklenip tekrar vortekslenmistir. Son asama olarak, 13000 rpm’ de 2 dk.
santrifiij isleminden sonra iiste bulunan sivi kisitmdan 1ul alinip, MALDI-TOF MS

40



pleytinin kuyucuklarina yiiklenerek kurumaya birakilmistir. Kuruyan Ornegin iizeri,
HCCA (0-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) matris sivist ile kaplandiktan sonra cihaza
yiiklenmistir. Flex control yazilim programu ile elde edilen spektrumlar, MALDI Biotyper
Real-Time Classification (RTC) yazilimi ile karsilastirilarak tani islemi tamamlanmistir

(Sekil 3.7).

Aralik A Tamimlama Sembol Renk B

2.300... 3.000 (+++) yesil

2.000...2.299 (++) yesil

05 +
1.700...1.999 Cins diizeyinde tanimlama (+) sarn B g

0.000...1.699

(-) kirmizi

Sekil 3.7. MALDI TOF MS cihazinda MALDI Biotyper Real-Time Classification
(RTC) programindaki tan1 skalasi (A) ve Colletotrichum izolatlarinin protein
profillerinin kiitle spektrumlar1 (B)

Analiz sonucunda; 2.300-3.000 (yesil renk) aras1 skor degeri olasilig1, yiiksek tiir
teshisi; 2.000-2.299 (yesil renk), gilivenilir, cins diizeyinde ve muhtemel tiir diizeyinde
teshis; 1.700-1.999 (sar1 renk); muhtemel cins diizeyinde teshis; 0.000-1699 (kirmizi

renk), giivenilmez teshis olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. MALDI TOF MS cihazi (A) ve 6rnek analiz ¢alismalari (B)
Bu calisma sonucunda, fungusun birden fazla gen bdlgesinin dizi analizleri ile

birlikte morfolojik karakteristik 6zellikler, patojenisite denemeleri ve MALDI -TOF MS

analiz sonuglarina gore tanilar1 gergeklestirilen C. gloeosporioides ve C. karstii tiirlerine
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ait izolatlarin saf kiiltiirleri, Hatay MKU BISAK Uygulama ve Arastirma Merkezi’nin

kiiltiir koleksiyonun 6zgiin kodlari ile saklanmaktadir.

3.2.6. Patojenisite Calismalari

Patojenisite ¢alismalar1 3 farkli sekilde gerceklestirilmistir.

(i) Yaprak ve siirgiin uygulamasi igin; Oncelikle siirglin ve yapraklar %5’lik
sodyum hipoklorit soliisyonu ile dezenfekte edilip, steril saf su ile durulanmis ve fanl
kuru hava akimi uygulanarak kurutma kagitlar iizerinde kurumaya birakilmistir. Bu
yaprak ve siirgiinler, igerisinde steril kurutma kagidi bulunan petri kaplarina aktarilmis
ve bunlarin iizerine, PDA besi yerinde 7 giin boyunca gelistirilen fungus kiiltiirlerinden
alman, 5mm ¢apindaki miselyal diskler yerlestirilmistir. Petri kapaklar1 parafilm
kullanilarak kapatilmig ve 25°C’de inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.9; A-B)).
Inkiibasyondan 15 giin sonra lezyon alanlari dlgiilerek hastalik siddetleri belirlenmistir.

(i) Meyve uygulamasi igin; Washington portakal ve Interdonato limon
meyveleri, dncelikle %5°lik sodyum hipoklorit soliisyonu ile dezenfekte edilip steril saf
su ile durulandiktan sonra fanli kuru hava akimi uygulanarak kurutma kagitlar1 tizerinde
kurumaya birakilmistir. Inokulasyon i¢in kuruyan meyvelerin ekvatoral bolgelerine 5x5
mm ¢apinda 3 adet yara agilmistir. Spor siispansiyonunu hazirlamak icin, fungal kiiltiiri
iceren petri kabina steril saf su eklenmis ve miselyum yiizeyinden spatula yardimi ile
kazima yapilarak sporlarin suya gegmesi saglanmistir. Konidiyal siispansiyon, sporlari
miselyal pargalardan ayirmak i¢in 2 kath tiilbentten siiziilerek elde edilmistir.
Colletotrichum izolatlarinin fungal PDA kiiltiiriinden hazirlanan spor siispansiyonu,
haemacytometer yardimi ile 1x10° konidi/ml konsantrasyona ayarlanmistir. inokulasyon
islemi, pipet yardimiyla her bir yaraya spor siispansiyonundan 50 pl olacak sekilde
uygulanmistir. Deneme, Tesadiif Parselleri Deneme Deseninde 3 tekrarli, her bir tekrarda
3 meyve olacak sekilde kurulmustur. Kontrol meyvelere ise steril saf su uygulamasi
yapilmistir. inokiile edilen ve kontrol meyveler, polietilen torbalar iginde oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.9; C-D). Inokiilasyondan 15 giin sonra meyvelerin

hastalik siddetleri ve lezyon alanlar1 kaydedilmistir.
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Sekil 3.9. Turunggil yapraklarinin NaOCI (% 5) ile dezenfeksiyonu (A,B), kuruyan
yapraklarin petrilere yerlestirilmesi (C), ekvatoral bolgelerinden yara agilan meyvelere
spor siispansiyonu inokulasyonu (D), spor siispansiyonu inokiile edilen meyvelerin
polietilen torbalarda inkiibasyonu (E), spor stispansiyonu hazirlanmasi (F)

(ii1)) Mandarin fidanlarina uygulama i¢in; 6-8 aylik fidanlara spor siispansiyonu
ile piiskiirtme seklinde inokulasyon gergeklestirilmistir. Deneme, Tesadiif Parselleri
Deneme Desenine gore her tekrarda bir siirgiin olmak {izere 3 tekrarli olacak sekilde
diizenlenmistir. Colletotrichum izolatlarinin 1x10° konidi/ml konsantrasyona ayarlanmis
spor siispansiyonlart uygulanan fidanlar, polietilen torbalarla kapatilmistir. Kontrol
bitkilere sadece steril saf su uygulanmistir. Polietilen torbalarla 2 giin kapali tutulan

fidanlar agilarak, dogal yetistirme ortaminda gelismeye birakilmistir. Inokulasyondan bir
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ay sonra, her bir izolat i¢in hastalik orani (%) [HO=(enfekteli inokulasyon noktasi/toplam
inokulasyon noktas1)x100] formiiyle hesaplanmistir (Guarnaccia ve ark. 2017). Tim
deneme sonuglarinda elde edilen veriler, SPSS istatistik yazilim program ile analiz

edilmis ve ortalamalar, Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore karsilastirilmistir.

3.2.7. Colletotrichum gloeosporioides izolatimin Secilen Fungisitlere Kars: in vitro

Duyarhilik Denemeleri

Calismada kullanilan fungisitler (Cizelge 3.4); bakirl fungisitler sinifindan bakir
oksikloriir (Mass Bakir), dithiocarbamate’lardan propineb (Antracol), strobilurin
smifindan trifloxystrobin (Tugart), boscalid + pyraclostrobin (Signum) ve azoxystrobin
(Ozacc), triazole’lerden, myclobutanil (Merich), benzimidazole’lerden
carbendazim+chlorothalonil (Agricarde) ve thiophanate methyl (Sumitop) denemeye
almmistir (Sekil 3.10). Denemenin bu asamasinda, Colletotrichum gloeosporioides

tiiriine ait viriilensligi yiiksek olan LCS5 izolat1 kullanilmistir.

Cizelge 3.4. In vitro etkinlik denemelerinde kullanilan fungisitler, i¢erdikleri etken

maddeler ve ozellikleri

Ticari Isim Firma Etken Madde ve Orani Formulasyon

AGRICARDE AGRIFERM Carbendazim+ chlorothalonil SC
(100g/L+4509/L)

SIGNUM BASF Boscalid+ pyraclostrobin WG

) (9%26,7+%6,7)

TUGART GUNER Trifloxystrobin (% 50) WG

MERICH 24 E AR -TEC Myclobutanil 245 g EC

SUMITOP SUMI AGRO Thiophanate Methyl % 70 WP

ANTRACOL BAYER Propineb % 70 WP

OZACC PLATIN AGRO Azoxystrobin 250 g/l SC

MASS BAKIR ERTAR Metalik bakira esdeger WP
bakiroksikloriir % 50
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Sekil 3.10. In vitro etkinlik denemelerinde kullanilan ticari fungisit preparatlari (A),
steril suya eklenmis fungisit soliisyonlari, fungisit soliisyonlar1 (B,C), 50 C°* ye kadar
sogutulmus PDA besi ortamlar1 (D), fungisit eklenmis PDA besi yerleri(E,F).

3.2.7.1. Miselyal Gelisim Denemesi

Calismada yer alan fungisitlerden farkli konsantrasyonlarda bakir oksikloriir (0.01,
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0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100), propineb (0.1, 0.5, 1, 3, 5, 10, 50), trifloxystrobin (0.01, 0.1, 0.5,
1, 10, 50, 100), myclobutanil (0.001, 0.002, 0.004, 0.006, 0.008, 0.01), azoxystrobin
(0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10), thiophanate methyl (0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1),
boscalid + pyraclostrobin (1, 3, 5, 10, 40, 50), carbendazim+ chlorothalonil (0.001, 0.005,
0.01, 0.05) igeren kat1 besi ortamlarinda radyal gelismeyi Olgerek miselyal gelisimin
engellenme oran1 (%) saptanmistir. Colletotrichum’nin tiim fungisitlere duyarliligin
belirlemek igin standart olarak PDA kullanilmistir. Her bir fungisitin belirli
konsantrasyonlari, 50°C” ye sogutulmus PDA ortamina karistirilmis ve petri kaplarina
(15x100mm) dokilmistiir. Kontrol olarak herhangi bir fungisit icermeyen PDA’l1 petriler
kullanilmigtir. PDA” da 20°C’de 3 giin siireyle aktif olarak gelistirilmig Colletotrichum
kolonilerinin kenarlarindan kesilmis 5 mm ¢apindaki miselyal diskler mantar delici
yardimi ile alinmis ve yaklasik 10 ml PDA igeren Petri kaplarinin orta kismina miselyal
kisim alta gelecek sekilde yerlestirilmistir. Kiiltiirler, karanlikta 20°C’de 3-7 giin siire ile
inkiibe edilmistir. Bu siire boyunca ortalama koloni ¢aplar1 6l¢iilerek giinliik radyal
gelisme hesaplanmistir. Deneme, her bir izolat fungisit konsantrasyonu i¢in 3 kez

tekrarlanmustir.

3.2.7.2. Konidiyal Cimlenme Denemesi

Segilen fungisitlerin Colletotrichum gloeosporioides izolatinin konidi ¢imlenmesi
tizerine etkisini belirlemek i¢in, bakir oksikoloriir (0.5, 1, 10, 50, 100), propineb (0.1, 0.5,
1, 3), trifloxystrobin (0.1, 0.5, 1, 3, 5), myclobutanil (0.004, 0.006, 0.008, 0.01, 0.03),
azoxystrobin (0.1, 0.3, 1, 3, 5), thiophanate methyl (0.5, 1, 3, 5, 10, 20), boscalid +
pyraclostrobin (0.3, 0.5, 1, 2), carbendazim+ chlorothalonil (0.001, 0.003, 0.005, 0.008,
0.01)’in belirlenen konsantrasyonlart uygun hacimleri su agari (WA) besi yerine
eklenmistir. Her biri, 10 ml WA igeren Petri kaplarina 10ul konidi siispansiyonu damla
halinde pipetle damlatilmistir. Tiim denemeler, ayr1 Petri kaplarinda tekrar olacak sekilde
her bir konsantrasyon ic¢in her bir izolatin 3 tekrarini icermistir. Ayrica fungisit
uygulanmamig 3 tekrarli kontrol Petri kaplari olusturulmustur. Daha sonra konidileri
cimlenmeye birakmak i¢in Petri kaplari, karanlikta 20°C* de 14-18 saat bekletilmistir.
Cimlenme orani, bir konidinin en az 3 kati1 uzunluga sahip ve normal goriiniimlii ¢im

tiipleri igeren 100 konidi sayilarak belirlenmistir.
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Denemeler, tesadiif parselleri deneme deseninde kurulmus ve elde edilen tiim
veriler, varyans analizine tabi tutularak ortalamalar, Duncan Coklu Karsilastirma Testine
gore (P>0.05) karsilastirilmistir. Her bir fungisitin farkli konsantrasyonlarindaki
etkinlikleri, Abbott formiilii ile hesaplanmistir. Bununla birlikte Colletotrichum’in her bir
izolatinin ECsg degeri (spor ¢imlenmesi veya miselyal gelisimi %50 oraninda azaltan
etkili konsantrasyon), SPSS istatistik programi ile logl0 fungisit konsantrasyonuna kars1
gelisimin engellenme orami iizerinden regrasyon analizi yapilarak hesaplanmstir.

Fungisit konsantrasyonlar1 pg etken madde (e.m.) ml™* olarak ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Hastalhk Sorveyi ve Colletotrichum Etmeninin Izolasyonuna Ait Sonuglar

Calismanin yiiriitildiigii Dogu Akdeniz Bolgesi’ nde yer alan Adana, Hatay,
Mersin, Osmaniye illerinin turunggil liretim alanlarinda (Sekil 4.1) farkl: tiir ve cesitlerde
antraknoza neden olan Colletotrichum tiirlerinin ve bu tiirlerin genetik varyasyonun
belirlenmesi amaci ile 203 bahgede hastalik drneklemeleri yapilmistir. Sorvey yapilan
126 bahgede antraknoz hastaligi saptanmistir (Cizelge 4.1). Hastalikli bahgelerin illere
gore dagilimi incelendiginde, en fazla hastalik 58 adet bahge ile Mersin’de belirlenirken,

bunu 37 ile Hatay ve 25 bahge ile Adana izlemistir.

Sekil 4.1. Dogu Akdeniz Bolgesi’nde sorvey ¢alismalar: yapilan turunggil {iretim
alanlarindan elde edilen Colletotrichum izolatlarinin turunggil tiirlerine gére dagilimlar
(G: Altintop (Grapefruit); L: Limon; M: Mandarin; O: Portakal

S6z konusu illerde limon, portakal, mandarin, ve altintop gibi turunggil tiirlerinde
siirglinlerde uckurutan benzeri ve geriye dogru kuruma, yapraklarda ve meyvelerde
antraknoz lezyonlarin1 andiran belirtiler gosteren bitkilerden alinan Orneklerden

izolasyonlar yapilmistir. Sonra, tani islemleri sonucuna gore antraknoz hastaliginin Dogu
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Akdeniz Bolgesi’nde toplam % 62,1 oraninda yayginlik gosterdigi saptanmistir. Hastalik
yayginlik oranlarmin iller diizeyindeki dagilimlari incelendiginde, antraknoz % 79,5 ile
en fazla Mersin’de yaygin bulunurken, en az % 39,1 ile Adana’da tespit edilmistir
(Cizelge 4.1). Bu noktada dikkat gekici bir sekilde, Adana’da incelenen bahge sayisi,

Mersin iline yakin olmasina ragmen hastalik yayginliginin daha az oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Dogu Akdeniz Bolgesi’nde sorvey yapilan turunggil alanlarinda il diizeyinde
antraknoz hastaligi yayginligi

Lokasyon Incelenen bahge Hastalikh bahce Hastalik yayginhgi (%0)
sayisi sayisi

Yiiregir 20 5 25
Seyhan 15 2 13,3
Kozan 8 7 87,5
Karatag 5 4 80
Yumurtalik 3 - 0
Ceyhan 3 - 0
Cukurova 3 - 0
Imamoglu 5 5 100
Karaisali 2 2 100
Adana 64 25 39,1
Erdemli 22 22 100
Tarsus 12 5 41,7
Akdeniz 8 5 62,5
Silifke 20 19 95
Mezitli 6 6 100
Yenisehir 3 1 33,3
Toroslar 2 - 0
Mersin 73 58 79,5
Erzin 14 9 64,3
Dortyol 18 17 94,4
Arsuz 5 2 40
Samandag 9 9 100
Payas 3 0
Defne 2 - 0
Antakya 2 0
Hatay 53 37 69,8
Sumbas 5 1 20
Merkez 5 5 100
Toprakkale 1 - 0
Kadirli 1 - 0
Diizigi 1 - 0
Osmaniye 13 6 46,1
DOGU AKDENIZ

BOLGESI 203 126 62,1

Bolgede turuncgil bahgelerinden alinan hastalikli  6rneklerden yapilan

izolasyonlarin sonucuna gore Colletotrichum izolatlari elde edilmis ve bunlarin illere gore
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dagilimlar1 ortaya konmustur. Sonugta, Mersin’de en fazla Colletotrichum izolati
(Cizelege 4.2) Erdemli ve Silifke ilgelerinde tespit edilmistir. Toplam 59 izolattan 51°1
limon, 3’1i mandarin, 4’ii portakal ve biri de altintop’tan elde edilmistir. Bu durumun,
Mersin’de limon {iretim alanlarimin daha genis ve hastaligin bu alanlarda uzun siiredir
yerlesik oldugundan kaynaklanmis olabilecegi kanisin1 uyandirmaktadir.

Adana’da en fazla antraknoz izolati Karaisali, Kozan, Karatas ve imamoglu
ilgelerindeki sdrvey yapilan bahgelerden elde edilmistir. Ozellikle, Yiiregir ve Seyhan
ilgelerinde incelenen bahge sayisi fazla olmasina ragmen hastalikli bahge sayis1 oldukca
az bulunmustur. Bu durumun, Adana’daki turunggil tiretiminin kapama bahge seklinde
ve daha genis bir alanda yapilmasi ve bakim islemlerinin daha bilingli bir sekilde
yapilmasindan  kaynaklanmig olabilecegi  diisliniilmektedir. ~ Ayrica, toplanan
Colletotrichum izolatlarm 16’sinin limon, 4’ mandarin, 4’#i portakal, biri de turungtan
elde edilmistir. (Cizelge 4.3). Osmaniye’de yapilan sorveylerde ise incelenen 13
bahgeden 6’sinda antraknoz hastaligi saptanmustir. Elde edilen izolatlar mandarin ve
portakal tiirlerinden esit sayida bulunmustur (Cizelge 4.3).

Izolasyonlar sonucuna gére Colletotrichum izolatlarinin Hatay ilindeki dagilimi
degerlendirildiginde ise, incelenen bahgelerde antraknoz hastaliginin en fazla ortaya
ciktig1 ilgeler olan Dortyol, Erzin ve Samandag’da tespit edilmistir. Hatay’da turunggil
tiretimin en fazla yapildigi bu ilgelerde hastalik yayginliginin da fazla olmasi, izolatlar
yoniinden sasirtict olmamugtir. Ayrica, il diizeyinde toplanan Colletotrichum izolatlarinin
6’s1 limon, 30’u mandarin ve biri portakaldan elde edilmistir. Hastalik yayginligimin
mandarin tiirinde daha fazla goriilmesi, bu ilgelerde mandarin tiretiminin daha yogun
yapilmasindan kaynaklanmaktadir (Cizelge 4.4).

Calisma kapsaminda bu asamada, elde edilen sonuclara gore Dogu Akdeniz
Bolgesi’nden toplanan Colletotrichum izolatlarinin 73’4 limon, 48’i mandarin, 13’0
portakal, birisi altintop ve birisi de turunctan elde edilmistir. Sorveyler sonucunda
toplanan Colletotrichum izolatlari, turunggil tiirlerinin en fazla siirgiin ve yapraklarindan

temin edilmistir.
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Cizelge 4.2. Mersin ili Turunggil tiretim alanlarinda yapilan sérveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum izolatlariinin elde edildigi
lokasyon, konukgu tiirii ve ¢esitleri ve alindig1 organlar

Alinan bitki organlari

izolat Ada Lokasyon GPS koordinatlari Turuncgil tiirii Turuncgil cesidi Siirgiin  Yaprak Meyve
LC1 Silifke g 536: 426?'4%9322" Limon Yediveren +

LC4 Tarsus g 332: 457?'3%27152?," Limon Interdonato +

LC12 Tarsus g 332: 457?'3%727523" Limon Yediveren +

LC10 Erdemli g ;f: 137§'053(.)£984"'" Limon Interdonato +
LC6 Erdemli g 332: 137§'05303%984" Limon Yediveren +

LC7 Erdemli g;f: 1397 319..71658§'" Limon Interdonato +

LC13 Erdemli g;j: 1397 319.'71658?" Limon Yediveren +
LC14 Yenisehir g;’f:zé?'ssf;;%%" Limon Italyan Memeli +

LC16 Silifke g;ﬁ:zé?gsf;;%%" Limon Italyan Memeli +

LC20 Tarsus g 332:2?3?'55197(;9953" Limon Yediveren +

LC22 Silifke g;g: 5232 g35..636%1§'" Limon Italyan Memeli +

LC45 Silifke g;f: 13 97 319716%6" Limon Yediveren +

LC49 Silitke N 36°37 59. 156" Limon Kiitdiken +
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Cizelge 4.2 (devam). Mersin ili Turunggil tiretim alanlarinda yapilan sérveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum izolatlarininin elde
edildigi lokasyon, konukeu tiirii ve ¢esitleri ve alindig1 organlar

R(lF N 36° 21'43.840" . .
LC52 Silifke E 34°01' 06.781" Limon Yediveren +

- N 36° 21'43.840" . .
LC53 Silifke E 34°01" 06.781" Limon Yediveren +

- N 36° 25'39.483" . .
LC55 Silifke E 33953 38 875" Limon Yediveren +

- N 36° 21' 03.606" . .
LC56 Silifke E 34°58'30.111" Limon Yediveren +

. N 36° 28' 00.547" . .
LC59 Erdemli E 34°09' 16.515" Limon Yediveren +

. N 36° 28' 00.547" . .
LC61 Erdemli E 34°09' 16.515" Limon Yediveren +

. N 36° 31' 06.803" . o
LCk7 Erdemli E 34°12' 0]. 293" Limon Kiitdiken +

. N 36° 34' 14.299" . s
LCk6 Erdemli E 34°12' 17.915" Limon Kiitdiken +

N 36°31'06.803"

LCk2 Erdemli E 34°12' 01 293" Limon Molla Memet +
LCk3 Mezitli - Limon Italyan Memeli +
LCk4 Erdemli N 36° 28 00.547 Limon Yediveren +

E 34°09' 16.515"

. N 36° 28' 00.547" . .
LCkb5 Erdemli E 34°09' 16.515" Limon Yediveren +

- N 36° 25' 04.343" . .
LCk8 Mezitli E 33°54' 53.310" Limon Yediveren +

e N 36° 26'35.526" . .
LCk9 Mezitli E 34°06' 25.091" Limon Yediveren +

LCk10 Mezitli N 36°20'21.922" Limon Yediveren +
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Cizelge 4.2 (devam). Mersin ili Turunggil tiretim alanlarinda yapilan sérveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum izolatlarininin elde
edildigi lokasyon, konukeu tiirii ve ¢esitleri ve alindigi organlar

N 36° 39' 59.098"
E 34°23'51. 779"
. N 36° 39' 59.098" . s
LCk12 Erdemli E 34°23' 5] 779" Limon Kiitdiken +

N 36°20'21.922"

LCk11 Erdemli Limon Yediveren +

LCk15 Silifke E 33°54' 54.898" Limon Kiitdiken +
LCk17 Mezitli - Limon Yediveren +
LCk18 Mezitli ) Limon Kiitdiken +
LCk19 Akdeniz ) Limon Yediveren +
LCk21 Akdeniz ) Limon Yediveren +
LCk41 Silifke N'36% 22'45.428 Limon Yediveren +

E 34°02' 13. 509"
- N 36° 22'45.428" . . .
LCk42 Silifke E 34°02' 13. 509" Limon Italyan Memeli +

N 36°24' 14.092"

LCk43 Silifke E 34°03' 07. 096" Limon Italyan Memeli +
LCk46 Silifke 11;]536: 42;'053551%? Limon Yediveren +
LCka? Silifke g;j 0234"'0174.1(.)%96%" Limon Yediveren +
LCk48 Silifke g;f: fj’ 2133513,, Limon Molla Memet +
LCk50 Erdemli N 36% 35 29. 805 Limon Yediveren +

E 34° 16 26. 438"
LCk51 Silifke N 36° 25' 55.797" Limon Eureka +
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Cizelge 4.2 (devam). Mersin ili Turunggil tiretim alanlarinda yapilan sérveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum izolatlarininin elde
edildigi lokasyon, konukeu tiirii ve ¢esitleri ve alindigi organlar

N 36° 39' 59.098"
E 34°23'51. 779"
. N 36° 39'59. 098" . .
LCk57 Erdemli E 34°23' 5] 779" Limon Yediveren +

N 36°36' 50.694"

LCk54 Erdemli Limon Yediveren +

LCk58 Erdemli E 34°17 03.338"™ Limon Yediveren +
. N 36°33'41.219" . .
LCk60 Erdemli E 34°15' 5] 121" Limon Yediveren +
- N 36°33'41.219" . .
LCk62 Erdemli E 34°15'5]. 121" Limon Yediveren +
LCk63 Erdemli - Limon Yediveren +
MC1 Erdemli - Mandarin Satsuma +
- N 36° 34' 14.299" . .
MC3 Akdeniz E 34°12' 17. 915" Mandarin Okitsu +
MCk1 Erdemli - Mandarin Satsuma +
N 36°52'07.753" .
PC1 Tarsus E 34°47 36. 212" Portakal Washington +
. N 36°31'06.803" .
PC2 Akdeniz E 34°12' 01. 293" Portakal Washington +
- N 36°26'09.487"
PC12 Silifke E 33°46' 43, 044" Portakal Yafa +
PC13 Silifke i Portakal Washington +

AC1 Akdeniz Altintop Starruby +




Cizelge 4.3. Adana ve Osmaniye ili Turunggil {iretim alanlarinda yapilan sérveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum izolatlarininin elde
edildigi lokasyon, konukeu tiirii ve ¢esitleri ve alindigi organlar

Alinan bitki organlari

GS

izolat Adx Lokasyon GPS koordinatlar Turuncgil tiirii Turuncgil cesidi Siirgiin Yaprak Meyve
LC3 Imamoglu g;;:f; '433731216: Limon Interdonato s
LC2 fmamoglu Nl Limon Interdonato .
LC9 Karatas II::I ;56:159(')'5%83326"" Limon Interdonato .
LC1l Kozan g ; 56: 429% '3%%6%17(.)." Limon Kiitdiken +
LC26 imamoglu ) Limon Enterdonat +
LC27 Yiiregir g ;’56: 32 2157 2182"" Limon Interdonato .
LC28 Yiiregir g 3356: 5232 gj 56335"" Limon Interdonato .
LC29 Yiiregir g;g: gj 2157 2183’" Limon Interdonato .
LC30 Imamoglu I];j ;57: 251" j ; 3529'"' Limon Interdonato N
LC31 Karaisali N oo 204 Limon Meyer N
LC32 Kozan g;g;zlg?szsg;’" Limon Interdonato +
L3 Karaial E3608saapr  Limon Yediveren

LC34 imamoglu N 37°21'53. 429" Limon Interdonato +
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Cizelge 4.3. (devam) Adana ve Osmaniye ili Turunggil iiretim alanlarinda yapilan sorveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum
izolatlarininin elde edildigi lokasyon, konukgu tiirii ve ¢esitleri ve alindigi organlar

Lcss Yiregis NI SZORI nésrgoneto ;
lo@s Yiregi N3G ST, Interdonsto :

LCk37 Yiiregir AR Vo Limon Interdonato "

MC27 Kozan g 3357: 521} '355952588? Mandarin Clementine +
MC34 Karatag i Mandarin Satsuma +
MC36 Yiiregir g 3366: 392 ilg .' jg;)'"' Mandarin Satsuma +
MC37 Karatas i Mandarin Murcott +
TC1 Merkez - Turung Carizzo +
PC4 Kozan N 36%56 02. 4321 Portakal Valencia +

E 36°08 54. 311"

N 37°21'59.285" .
PC8 Kozan E 35°51' 35, 558" Portakal Washington +

N 37°23'34.210" .
PC9 Kozan E 35°49' 30. 687" Portakal Washington +

N 37°23'34. 210" .
PC10 Kozan E 35°49' 30. 637" Portakal Washington +
N 36° 54' 28.853"
E 35°21'10. 423"
N 36°22 53. 235"

MC26 Sumbas E 35° 53 04. 463" Mandarin Clementine +

PC11 Karatas Portakal Washington +
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Cizelge 4.3. (devam) Adana ve Osmaniye ili Turunggil tiretim alanlarinda yapilan sorveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum
izolatlarininin elde edildigi lokasyon, konukgu tiirii ve ¢esitleri ve alindigi organlar

N 37°01' 45.659"
E 36°08' 20. 740"
. N 37° 00'46. 463" . .
MC35 Osmaniye/Merkez E 36°08' 16. 635" Mandarin Okitsu +
N 37°09'27.915"
E 36°06' 30. 084"
N 37°08'28.809"
E 36°09' 38. 817"
N 37°22'41.680"

PC7 Osmaniye/Merkez E 35°49' 43 195" Portakal Washington +

MC33 Osmaniye/Merkez Mandarin Satsuma +

PC5 Osmaniye/Merkez Portakal Washington +

PC6 Osmaniye/Merkez Portakal Washington +

Cizelge 4.4. Hatay ili Turunggil iiretim alanlarinda yapilan sérveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum izolatlarininin elde edildigi
lokasyon, konukgu tiirli ve ¢esitleri ve alindig1 organlar

Alinan bitki organlari

izolat Adx Lokasyon GPS koordinatlar1 Turunggil tiirii Turunggil cesidi Siirgiin  Yaprak Meyve
LC15 Samandag I];I3356:251§'111591§71"" Limon Interdonato R
LC5 Erzin : 3356 5232 gi- 56335 Limon Interdonato .
LC64 Erzin g ??660292? 713%-?978" Limon Interdonato .
LCkl Erzin Limon Interdonato +

LCk23 Arsuz N 36° 21 47 933" Limon Interdonato +
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Cizelge 4.4. (devam) Hatay ili Turunggil tretim alanlarinda yapilan sérveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum izolatlariinin elde
edildigi lokasyon, konukeu tiirii ve ¢esitleri ve alindigi organlar

N 36° 50' 08. 896"
E 35°19'59. 002"

MC5 Samandag g;go 1599 5%8‘5326,, Mandarin Okitsu +
N 36° 50' 08.896"
E 35°19'59. 002"
N 36° 52 04 189"
E 36° 09 35. 954"
MC8 Samandag g;gozslé 1115‘59?71,, Mandarin Okitsu +
N 36° 43' 34.146"
E 35°20' 08. 766"
MC11 Daértyol g;’go 25f, 125225;, Mandarin Okitsu +
N 36° 07 28. 824"
E 36°01 05. 120"
N 36° 07 28. 824"
E 36° 01 05. 120"
MC16 Daértyol g;go 276 215(;) ) :ﬁ,, Mandarin Okitsu +
N 36° 06 10. 465"
E 35° 37 28. 444"
N 36° 06 05. 833"
E 35° 57 23. 833"
MC20 Dértyol gg’g 276 235 : 883333 Mandarin Okitsu +
] N 36° 06 56. 210"
Mc21 Erzin E 35°56 51. 174"

MC22 Erzin N 36°04 13. 880" Mandarin OKitsu +

MC4 Samandag Mandarin Okitsu +

MC6 Samandag Mandarin Okitsu +
Mandarin Okitsu +

MC7 Samandag

MC10 Samandag Mandarin Satsuma +

MC14 Daortyol Mandarin Okitsu +
MC15 Daortyol Mandarin Okitsu +
MC17 Daortyol Mandarin Okitsu +
MC19 Dértyol Mandarin Early Pride +

Mandarin OKitsu +
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Cizelge 4.4. (devam) Hatay ili Turunggil tretim alanlarinda yapilan sérveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum izolatlariinin elde
edildigi lokasyon, konukeu tiirii ve ¢esitleri ve alindigi organlar

. N 36° 04 13. 880" . .
MC24 Dortyol E 35° 58 05. 600" Mandarin Okitsu +

N 36° 21' 43. 840"

MC25 Erzin E 34° 01' 06.781" Mandarin Okitsu +
MC28 Dértyol i Mandarin Okitsu +
MC29 Samandag g33660 392 ;)g 91 ?j,, Mandarin Satsuma +
MC38 Dértyol i Mandarin Early Pride +
. N 36° 04 13. 880" . i
MC39 Erzin E 35° 58 05. 600" Mandarin Owari +
MC40 Daortyol g33660 392 Sg 1985?‘,, Mandarin Satsuma +
MC41 Daortyol - Mandarin Owari +
MCk9 Samandag N 36% 56" 13.181 Mandarin Okitsu +

E 35°21'11. 937"
N 36° 35 29 805"

MCk12 Daortyol E 34° 16 26.438" Mandarin Okitsu +

MCk13 Erzin N 36° 22 53. 235" Mandarin Okitsu +
E 35°53 04. 463"

MCk18 Daortyol N 36° 31 54 660" Mandarin Okitsu +
E 34° 13 01.866"
N 36° 2125 273"

MCk23 Dortyol E 33°5624.5]1" Mandarin Okitsu +




09

Cizelge 4.4. (devam) Hatay ili Turunggil tretim alanlarinda yapilan sérveyler sonucunda elde edilen Colletotrichum izolatlariinin elde

edildigi lokasyon, konukeu tiirii ve ¢esitleri ve alindigi organlar

MCk31

MCk32

PC3

Dortyol
Dértyol

Erzin

N 36°23 13 601"

E 33° 58 42.766" Mandarin
N 36°23 13 601" -
E 33° 58 42.766"

N 36°42 41 416"

E 34°27 13.672" Portakal

Satsuma

Satsuma

Navelina




Sekil 4.2. Colletotrichum etmeninin izolasyonu sonucu gelisen koloniler (A), PDA besi
ortaminda gelistirilen saf Colletotrichum kiiltiirleri (B)

Turunggil bahgelerinde Colletotrichum enfeksiyonlarinin neden oldugu ticari
verim kayiplari nedeniyle elde edilen son bulgular ve tiir kavramlarindaki degisiklikler,
turunggillerle iliskili patojen tiir ¢esitliligi, onlarin ortaya cikisi yaprak ve meyve
hastaliklar1 ile iligkilerini ¢aligmak i¢in yeni stratejileri gerekli kilmistir. Bununla birlikte
turunggil antraknozu ile iliskili Colletotrichum tiirleri, son 20-30 yildir tim diinyada
arastiricilarin belirgin 6l¢tide dikkatini ¢ekmistir (Ramos ve ark., 2016).

Benzer sekilde, Guarnaccia ve ark. (2017) ¢alismalarinda, 2015 ve 2016 yillarinda
Avrupa’nin turunggil yetistirilen Yunanistan, Malta, Portekiz ve Ispanya gibi iilkelerde
yer alan turunggil bahgeleri, fidanliklar ve ev bahgelerinde antraknoz hastalig1 yoniinden
inceleme yapmuslardir. Hastalik belirtisi gosteren yaprak, yaprak sapi, dal ve
meyvelerden toplam 174 Colletotrichum izolat1 elde etmislerdir. Bizim ¢alismamizda
oldugu gibi, Cin’de turunggil {iretimi yapilan alanlarda Citrus ve Fortunella tiirlerinin
yaprak, siirgiin ve meyvelerinden toplam 312 Colletotrichum izolatlar: elde edilmistir
(Huang ve ark., 2013).

Antraknoz belirtilerinin, turunggil konukgu tiirleri ve organlarina gore dagilimi
incelendiginde; Hatay’da en fazla Colletotrichum izolati mandarin tiiriine ait okitsu ve
satsuma cesitlerinden elde edilmis olup bunlar1 limon ve portakal tiirleri izlemistir.
Bununla birlikte konukgu bitki organlari agisindan en fazla izolat, siirgiin ve yapraklardan
elde edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Hatay ilinde turunggil tiir ve ¢esitlerinden elde edilen izolatlarin vejetatif ve
generatif organlara gore dagilimlari. Tiir ve gesitler; mandarin (Okitsu, Satsuma, Owari,
Early Pride), limon (Interdonato) ve portakal (Navelina)

Adana ve Osmaniye illerinde ise turunggil tiir ve g¢esitlerinde antraknoz
belirtilerinin gozlendigi konuk¢u dokularmin dagilimi degerlendirildiginde (Sekil 4.4);
en fazla izolat limon ve buna yakin olarak mandarin’den elde edilmistir. Hastaligin bu
illerde en fazla yapraklarda belirti olusturdugu saptanmistir. Hastaliga siirgiinlerde fazla
rastlanilmamasinin sebebinin, ug siirgiinlerde budama ve bakim iglemlerinin daha bilingli
ve zamaninda yapilmasindan kaynaklandigi disiintilmektedir. Ayrica, Adana’da
yetistirilen turunggillerde ¢ok farkli tiir ve gesitlerin yetistiriciligi yapilmaktadir. Boylece

elde edilen izolat sayisinda tiir ve ¢esit bazinda degisiklik gostermektedir.
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Sekil 4.4. Adana ve Osmaniye illerinde turunggil tiir ve ¢esitlerinden elde edilen
izolatlarin vejetatif ve generatif organlara gore dagilimlari. Tiir ve ¢esitler; mandarin
(Okitsu, Satsuma, Clementine, W. murcott), limon (Interdonato, Meyer, Yediveren,
Kiitdiken), portakal (Washington, Valencia, Navelina) ve Turung
Mersin’de turunggil tiir ve ¢esitlerinde antraknoz belirtilerinin gozlendigi
konukgu tiir ve dokularmin dagilimi incelendiginde (Sekil 4.5), en fazla izolat: yediveren
¢esidi limonun siirgiinlerinden elde edilmistir. Mersin’de Colletotrichum limonun farkli
cesitlerinin yetistiriciliginin yapilmasindan dolay:1 antraknoz hastaliginin ¢esitler bazinda

dagilimiin da fazla oldugu goézlenmektedir. Antraknozun en fazla limon c¢esitlerinin

stirglinlerinde, mandarinde ise yapraklarda olustugu saptanmustir.
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Sekil 4.5. Mersin ilinde turunggil tiir ve ¢esitlerinden elde edilen izolatlarin vejetatif ve
generatif organlara gore dagilimlari. Tiir ve ¢esitler; mandarin (Okitsu, Satsuma), limon
(Interdonato, Yediveren, Kiitdiken, Italyan memeli, Molla memet, Eureka), portakal
(Washington, Yafa) ve Altintop (Starruby)
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4.2. Morfolojik Karakterizasyon

Antraknoza neden olan Colletotrichum’un tiir ve/veya tiirlerine ait izolatlarini elde
etmek i¢in Adana, Hatay, Mersin ve Osmaniye illerinde yapilan 6rneklemeler sirasinda
aliman hastalikl1 bitkilerinden yapilan izolasyonlar sonucu elde edilen kiiltiirlerde
oncelikle grimsi renkte baglayan daha sonra turuncu renge doniisen pigmentlere sahip
koloniler gozlenmistir. Ayrica, bazi izolatlarin kolonilerinde yapiskanimsi, turuncu
renkte conidiomata benzeri yapilarin oldugu gdzlenmistir. Ileri asamalarda kiiltiirlerde
fungusun eseysiz lireme yapist olan aservuluslarin olustugu tespit edilmistir. Bazi
izolatlarda ise seffaf- krem rengi ve olgunlasan kiiltiirde az miktarda aservulus oldugu
kaydedilmistir.

Bu asamada, izole edilen her bir Colletotrichum izolati, morfolojik olarak Sutton
(1980) tarafindan 6nerilen dikotomik anahtarlar kullanilarak teshis edilmistir. Buna goére
fungusun koloni rengi, ters koloni rengi ve biiyiime orani gibi kiiltiirel karakter,
apresoryum, konidilerinin sekil ve biiytlikliigii ve aservulus olusturup olusturmadigi,
peritesyal yapilar1 gibi morfolojik o6zellikleri; PDA, SNA ve CDA besi ortamlarinda
degerlendirilmis ve 2 farkli izolat grubuna ait olduguna karar verilen sonuglar elde
edilmistir.

Morfolojik 6zellikleri tanimlamak igin ilk asamada; PDA ve CDA besi yerlerinde
ortalama gelisim hizina sahip olan izolatlar, 25°C” de 7 giinliik inkiibasyon sonucunda 63
mm koloni ¢apina ulasirken ayni besi yerlerinde 25°C” de 15 giinliik inkiibasyon
sonucunda 80 mm koloni gelisimi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. C. gloeosporioides’in PDA ve CDA agar besi ortamlarindaki miselyal
gelisimleri (mm)

Ayrica bu izolatlar, PDA’da beyaz hifsel gelisim sonrasinda gri renge doniiserek
havai miselyumlar olusturan koloniler meydana getirmistir. Bu miselyumlar arasinda,
turuncu renkte conidiomata yapilari ile siyah renkli eseysiz iireme organlart olan
aservuluslar gozlenmistir. Her iki besi yerindeki kiiltiirlerde olusan bu aservulus
yapilarinda, 7. giinden itibaren konidilerin iiretilmeye baslandigi kaydedilmistir (Sekil
4.7). Bu konidilerin silindirik, seffaf, bolmesiz, ortalama 17,6x4,3um boyutlarinda
oldugu tespit edilmistir. Ayrica kiiltiirlerin SNA besi yerinde 4 haftalik inkiibasyonu
sonucunda agik kahverengi, diizensiz, piiriizsiiz sekilli ve 11,2 x 5,5 um boyutlarinda
appresoryumlar olusturdugu gozlenmistir (Cizelge 4.5). Bu izolatlarin yer aldig1 grupta
peritesyum benzeri herhangi bir eseyli lireme yapisi gdzlenmemistir. Ayrica, taramall
elektron mikroskobunda (SEM) teshis i¢in gerekli karakteristik ozelliklerin ayrintili
gortinimleri morfolojik verileri desteklemistir (Sekil 4.8). Elde edilen bu izolatlar,
morfolojik karakterlere dayanarak gegici olarak bu asamada, C. gloesporioides olarak

tanimlanmustir.
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Sekil 4.7. C. gloeosporioides’in PDA besi yerinde 25°C’de 7 giinliik gelisme siiresi
sonucunda petrilerde iistten (A) ve alttan (B) koloni gelisimleri, aservulus (C),
conidiomata (D), aservulus-setae-konidi (E), konidi (F), konidi- konidiofor (G), SNA
besi yerinde 4 haftalik inkiibasyon sonucu ortaya ¢ikan apresoryumlar (H)

66



LS EML

N — f i
16 pm BBES T EMU

-

=N
L 18KU -~ %1, DOE S BEE3 “MEU EMU

Sekil 4. 8. C. gloeosporioides’in gelisimin farkli evreleri. Yaprak dokusunda aservulus
(Ax70,Bx450), conidiomata (Cx70), PDA besi ortaminda aservulus (Dx450), SNA
besi ortaminda aservulus (Ex350), konidi (Fx1.500), ¢im tiibii olusturmus Konidi
(Gx1.700), hif (Hx1.000) (Taramali elektron mikroskobu -SEM, Scanning Electron
Microscope)
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Cizelge 4.5. Colletotrichum izolatlarinin morfolojik parametrelere gore karakteristik
ozellikleri

Tiirler Konidilerin Sekil = Apresoryumlarin PDA’da Koloni  PDA’da
ve Boyutu Sekil ve Boyutu ozellikleri Miselyal
gelisim(mm)
C. Silindirik, seffaf, Acik kahverengi, Ik énce beyaz  63,0mm/7 giin
gloeosporioides bolmesiz diizensiz, piiriizsiiz gn, sonra koyu 25°C
Ort:17,6x4,3 ’ gri ve turuncu

Sdt hata:0,13 sekilli 11.2 x 5,5 um

C. karstii Silindirik, tek Acik kahverengi, Beyaz, grimsi  57,0mm/7 giin
bolmeli, seffaf diiz . . . . 25°C
Ort:14,6x4.0 diizenli, hafif koloni, ters
Std hata:0,17 yuvarlak, piirtizsiiz  koloni agik sar1

sekilli 9,6 x 6,7 um

Turunggil tiretim alanlarindan izole edilen ve PDA ve CDA agar besi yerlerinde
ortalama hizda gelisim gosteren bazi izolatlarin, 25°C’ de 7 giinliik inkiibasyon
sonucunda 57 mm koloni ¢apina ulastigi tespit edilmistir. Ayni besi yerlerinde kiiltiirlerin,
25°C’ de 15 giinliikk inkiibasyon periyodu sonucunda 80 mm’lik gelisim gosterdigi
kaydedilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 9. C. karstii’in PDA ve CDA agar besi ortamlarindaki miselyal gelisimleri

(mm)
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Bu izolatlarin, PDA’da beyaz, grimsi koloni, ters koloni agik sar1 ve kiiltiir
tizerinde az miktarda siyah renkli eseysiz iireme organi olan aservulus irettigi tespit
edilmistir (Sekil 4.10). Bu izolat grubunun, C. gloeosporioides tiiriinden farkli olarak
miselyal gelisim sirasinda yapiskanimsi, turuncu renkte herhangi bir conidiomata yapisi
olusturmadig1 gdzlenmistir. izolatlarmn her iki besi yerinde gelisen kiiltiirlerinde 7. giinden
itibaren aservuluslarda konidiler iiretilmeye baslandigi tespit edilmistir. Bu izolatlarin
konidilerinin, C. gloeosporioides tiiriiniin konidilerine gore daha kisa, silindirik, tek
bolmeli, seffaf, diiz (Sekil 4.10), ortalama 14,6x4,0um boyutlarinda oldugu
kaydedilmistir (Cizelge 4.5). SNA besi yerinde 4 haftalik inkiibasyon sonucunda bu
Colletotrichum izolatlarinin, diizensiz sekilli, kahverengi, 9,6 X 6,7 um boyutlarinda
appresoryumlar olusturdugu kaydedilmistir (Cizelge 4.5). Ayrica bu besi ortaminda,
Colletotrichum’un eseyli ireme yapisi olan peritesyumlar, ve bu peritesyumlarda askuslar
ve her askus 6-8 adet askospor goézlenmistir (Sekil 4.10). Bu morfolojik verilerden yola
¢ikilarak bu izolatlarin Colletotrichum karstii tiirtine ait oldugu sonucuna varilmistir.

Guarnaccia ve ark., (2017) yapmis olduklari morfolojik karakterizasyonlarda,
PDA ve SNA besi yerlerinde koloni karakterleri ve pigment iiretimini 10 giin boyunca
SNA’da degerlendirmislerdir. Koloni renklerine gore gruplandirilmig kiiltiirlerde,
periyodik olarak ascomata, conidiomata ve seta’nin gelisimi degerlendirilerek koloni
caplart 7 ve 10 giin sonra Olcililmiistiir. Fungal yapilarin morfolojik sonuglarina gore,
turunggillerde antraknoz etmeni Colletotrichum tiirlerini, C. gloeoesporioides ve iki yeni
tir (C. helleniense ve C. hystricis); C. gloeoesporioides tiir kompleksi igerisinde yer
alirken, C. karstii, C. novae-zelandiae ve iki yeni tiir (C. catinaense ve C. limonicola); C.
boninense tiir kompleksine dahil edilmistir.

Bu ¢alismadan bildirilen sonuglarla uyumlu bir sekilde mevcut arastirmamizdan
elde edilen veriler gosteriyor ki turunggil antraknozundan sorumlu ana funguslarin C.
gloeoesporioides ve C. karstii oldugunu, bunlarin 2 farkli tiir kompleksi igerisinde yer

aldiklar1 gostermektedir.
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Sekil 4.10. C. karstii’nin PDA besi yerinde 25°C’de 7 giinliik gelisme siiresi sonucunda
petrilerde tistten (A) ve alttan (B) koloni gelisimleri, aservulus-setae-konidi (C), konidi-
konidiofor (D), ve SNA besi yerinde 4 haftalik inkiibasyon sonucu ortaya ¢ikan
apresoryumlar (E), Peritesyum (F), Askus ve askosporlar (G).
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4.4. Molekiiler Karakterizasyon

Colletotrichum cinsine bagl tiirlerin bu asamada yapilan karakterizasyonu igin
gerceklestiren molekiiler filogenetik analizler i¢in oncelikle yapilan fungal DNA
izolasyonlart sonucunda 20-40 ng/ul arasinda degisen miktarlarda genomik DNA elde
edilmistir. Bu genomik DNA’lardan ITS (internal transcribed spacer), ACT (Actin),
GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) , CHS (Chitin synthase)
genlerine ait evrensel ve spesifik primerler kullanilarak multilokus filogenetik dizi
analiz (MLSA) c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. PCR amplifikasyon g¢alismalar ile
cogaltilan DNA iriinlerinden ITS, ACT, TUB, GAPD ve CHS genlerine ait primerler
ile, sirastyla 550, 300, 450, 280 ve 250 bp biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir (Sekil
4.11).

Sekil 4.11. Farkli primerlere goére PCR sonuglarinin QIAxcel Advanced ScreenGel
goriintiileme programinda DNA bant goriintiileri
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Sekil 4.11 (devam). Farkli primerlere gére PCR sonuglarmin QIAxcel Advanced
ScreenGel goriintiileme programimda DNA bant goriintiileri

Izolasyonlar sonucu elde edilen tiim izolatlarin bu genler ile PCR ¢alismalar,
29 izolatin 5 primer ile 100 izolatin GAPDH primeri ile elde edilen PCR firiinleri i¢in
de dizi islemleri yiritilmistir. Colletotrichum tiirlerine ait 100 izolatin diger
primerlerle elde edilen PCR firiinleri, jel goériiniimlerindeki baz biiyiikliikleri esas
alinarak degerlendirilmistir. NCBI veri tabanindan BLAST programi ile yapilan
karsilastirma sonucunda Colletotrichum gloeosporioides tiiriine ait 87 ve
Colletotrichum karstii tiirtine bagli 42 izolat tanimlanmustir. Colletotrichum izolatlari,
BLAST programi sonunda eslesme gosteren izolatlarla arasinda %99-100 arasinda
degisen bir niikleotid benzerlik oran1 gostermistir (Cizelge 4.6; Cizelge 4.7).

Ayrica ¢alismada, multilokus dizi (MLS) analizi sonucu belirlenen tiirlere ait
29 izolat, NCBI Gen bankasinda depolanarak bu izolatlar i¢in erisim numaralari

alinmstir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.6. Farkli turunggil tiirlerinden elde edilen Colletotrichum gloeosporioides
tiirline ait izolatlarin GAPDH primeri ile dizi analizleri ve BLAST benzerlikleri (%)

izolat Konukgu tiirii Genbankasi benzerlik (%)
LCgl Limon KP943528 %100
LCg3 Limon KX578776 %100
LCg4 Limon KX620243 %100
LCg2 Limon KX620243 %100
LCgl3 Limon KX620243 %100
LCgl5 Limon KX620243 %100
LCg5 Limon KX620238 %100
LCg8 Limon KX620243 %100
LCg9 Limon KX786447 %100
LCgl10 Limon KX620243 %100
LCgll Limon KX620243 %100
LCg6 Limon KX620243%100
LCqg7 Limon KX578785 %100
LCgl13 Limon HM034807 %100
LCgl4 Limon KX578781 %100
LCgl6 Limon HM034807 %100
LCg20 Limon KX620243 %100
LCg22 Limon KX620238 %100
LCg26 Limon KX620243 %100
LCg27 Limon KX620243 %100
LCg28 Limon KX620243 %100
LCg29 Limon KX620243 %100
LCg30 Limon KX578781 %100
LCg3l Limon KX620243 %100
LCg32 Limon KY271051 %100
LCg33 Limon KY271051 %100
LCg34 Limon KY271051 %100
LCg39 Limon KY271051 %100
LCg40 Limon KY271051 %99
LCg38 Limon KX786447 %100
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Cizelge 4.6. (devam) Farkli turunggil tiirlerinden elde edilen Colletotrichum
gloeosporioides tiiriine ait izolatlarin GAPDH primeri ile dizi analizleri ve BLAST
benzerlikleri (%)

LCg45 Limon KY271051 %100
LCg49 Limon KY271051 %100
LCg52 Limon KY271051 %100
LCg53 Limon KY271051 %100
LCg55 Limon KY271051 %100
LCg56 Limon KY271051 %100
LCg59 Limon FJ972582 %100

LCg61 Limon KM053196 %99

LCg64 Limon JQ005239 %100

LCg65 Limon JQ005239 %100

MCg4 Mandarin KY271051 %100
MCg5 Mandarin KY271051 %100
MCg6 Mandarin KY271051 %100
MCgl Mandarin KY271051 %100
MCg3 Mandarin KY271051 %100
MCg7 Mandarin KY271051 %100
MCqg8 Mandarin KY271051 %100
MCg10 Mandarin KY271051 %100
MCgll Mandarin KY271051 %100
MCgl4 Mandarin KY271051 %100
MCg15 Mandarin KY271051 %100
MCgl6 Mandarin KY271051 %100
MCgl7 Mandarin KX866447 %100
MCg19 Mandarin KP943528 %100
MCg20 Mandarin KC293715 %100
MCg21 Mandarin KY271051 %100
MCg22 Mandarin KY271051 %100
MCg24 Mandarin KY271051 %100
MCg25 Mandarin KY271051 %100
MCg26 Mandarin KY271051 %100
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MCg27
MCg28
MCg29
MCg33
MCg34
MCg35
MCg36
MCg37
MCg38
MCg39
MCg40
MCg41l
TCgl
PCgl
PCg2
PCg3
PCg4
PCg5
PCg6
PCg7
PCg8
PCg9
PCgl0
PCgl1l
PCg12
PCgl3
ACgl

Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Turung
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Altintop

KY271051 %100
KY271051 %100
HMO034807 %100
KX786447 %100
KY271051 %100
HMO034807 %100
KX786447 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
HM034807 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KX786447 %100
KX786447 %99

KY271051 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KY271051 %100
KP943528 %100
KY271051 %100
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Cizelge 4.7. Farkli turunggil tiirlerinden elde edilen Colletotrichum karstii tiiriine ait
izolatlarin tiirlerinin GAPDH primeri ile dizi analizler ve BLAST benzerlikleri (%)

izolat Konukgu tiirii Genbankasi benzerlik (%)
LCk1 Limon MF979074 %100
LCk7 Limon MF979074 %100
LCk6 Limon MF979074 %100
LCk2 Limon MF979074 %100
LCk3 Limon MF979074 %100
LCk4 Limon KX578772 %99
LCk5 Limon KP729611 %100
LCk8 Limon KP729611 %100
LCk9 Limon MF979074 %100
LCk10 Limon MF979074 %100
LCk11 Limon MF979074 %100
LCk12 Limon MF979074 %100
LCk15 Limon MF979074 %100
LCk17 Limon MF979074 %100
LCk18 Limon MF979074 %100
LCk19 Limon KY986897 %100
LCk21 Limon KY 986897 %100
LCk23 Limon K'Y 039986 %100
LCk36 Limon KY986897 %100
LCk41 Limon KY 986897 %100
LCk37 Limon KY986897 %100
LCk42 Limon KY039986 %100
LCk43 Limon MF543065 %100
LCk46 Limon KY039986 %100
LCk47 Limon KY 039986 %100
LCk48 Limon K'Y 039986 %100
LCK50 Limon KY 986897 %100
LCk51 Limon KY 986897 %100
LCk54 Limon KY 986897 %100
LCk57 Limon KM055654 %100
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Cizelge 4.7. (devam) Farkli turunggil tiirlerinden elde edilen Colletotrichum karstii
tiriine ait izolatlarin tiirlerinin GAPDH primeri ile dizi analizler ve BLAST
benzerlikleri (%)

LCKk58 Limon KY 986897 %100
LCk60 Limon KY986897 %100
LCk62 Limon KY 986897 %100
LCk63 Limon KY 986897 %100
MCk1 Mandarin KY986897 %100
MCK9 Mandarin KY 039986 %100
MCk12 Mandarin KY 039986 %100
MCk13 Mandarin K'Y 039986 %100
MCKk18 Mandarin K'Y 039986 %100
MCk23 Mandarin KY986897 %100
MCk31 Mandarin KY986897 %100
MCk32 Mandarin KY986897 %100

Molekiiler karakterizasyon caligsmalarindan sonra turunggil bahgelerinden elde
edilen Colletotrichum tiirlerinin turunggil konukg¢u tiirlerine gore dagilimlar
incelendiginde (Sekil 4.12) limonda C. gloeosporioides’in 40 izolat1 (%54,05) ve C.
karstii 'nin ise 34 izolati (%45,95) tanimlanmigtir. Mandarin tiirinde ise C.
gloeosporioides’in 32 (%80) ve C. karstii 'nin 8 izolat1 (%20) karakterize edilmistir.
Bununla birlikte, portakalda 13, altintop ve turung tiiriinde birer izolat olmak iizere
toplam 15 izolat (%100), C. gloeosporioides olarak tanimlanmistir. Bu sonuca goére
limonda Colletotrichumun 2 tiirline ait izolat sayisinin birbirine ¢ok yakin oldugu
tespit edilmistir.

Colletotrichum cinsine ait tiir kavramlarinin anlagilmasina yonelik son
gelismeler, bir¢ok taksonun tekli tiirlerden =ziyade tiir kompleksleri olarak
degerlendirilmesine yol agmstir (Weir ve ark., 2012). Ozellikle C. gloeosporioides tiir
kompleksi, glinlimiizde turuncgillerle iliskili oldugu bildirilen ek tiirleri de i¢ine alan
30'dan fazla tiirii igermektedir (Huang ve ark., 2013; Peng ve ark., 2012). Bu baglamda
multilokus gen dizi analizlerinin i¢inde bulundugu polifazik yaklasimlar1 esas alan
caligmalar, turunggil antraknozu ile iligskili Colletotrichum’ a ait tiirlerin C.

gloeosporiodes tiir kompleksinde yer aldigini, ancak C. boninense, C. acutatum ve

77



daha seyrek olarak C. truncatum tiir kompleksi i¢inde de yer alabildigini gostermistir
(Huang ve ark. 2013; Hyde ve ark. 2014).

limon mandarin
m C. gloeosporioides m C karstii m C. gloeosporioides ~ m C.karstii

B C. gloeosporioides

portakal
altintop
turunc¢

Sekil 4.12. Colletotrichum tiirlerine bagli izolatlarin turunggil konukgu tiirlerine gore
dagilimi (%)

Calismamizda izledigimiz yontem ve buna bagli elde ettigimiz bulgularla
uyumlu olarak Avrupa’da turunggil {iretimi alanlarindaki antraknoz hastalig ile iliskili
Colletotrichum cesitliliginin morfolojik ve molekiiler karakterizasyonla ilk kez ortaya
konmustur (Guarnacia ve ark., 2017; Douanla-Meli ve Unger, 2017). Benzer genomik
bolgelerinin multilokus filogenetik dizi analizleri sonucunda C. gloeosporioides, C.
karstii, C. siamense seklinde elde edilen veriler, calismamizda elde ettigimiz bulgular
dogrular nitelikte olmustur.

Son zamanlarda benzer sekilde, italya'da portakalda derim &ncesi hastalik
etmeni Colletotrichumun tiirlerini tespit etmek igin yapilan ¢alismada, fungusun 56
tek spor izolat1 elde edilmistir (Aiello ve ark., 2015). Bu izolatlarin, ITS1 ve 1TS4
evrensel primerleri ile spesifik TUbGF1-TUbGR ve GDF-GDR primerleri kullanarak

yapilan molekiiler ve morfolojik analizler sonucunda C. gloeosporioides’in 44 ve C.
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karstii 'nin 12 izolat1 tanimlanmistir. Bu veriler ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular
biiyiik oranda destekler nitelikte bulunmustur.

Benzer sekilde Huang ve ark., (2013), Cin’de turunggil iiretimi yapilan
alanlarda Citrus ve Fortunella konukgu bitki tiirlerinin yaprak, siirgiin ve
meyvelerinden Colletotrichum’un 312 izolatim1 elde etmislerdir. Arastiricilar hem
morfolojik hem de molekiiler filogenetik multilokus analizler sonucunda, C.
gloeosporioides tir kompleksi igerisinde C. gloeosporioides ve C. fructicola,
tiirlerinin; C. boninense tiir kompleksi igerisinde ise C. karstii ve yeni bir tiir olan C.
citricola tiirlerinin yer aldig bildirmislerdir. Turunggil tiirlerinde Colletotrichum un
farkli tirlerinin (C. fructicola ve C. citricola) bulundugu mevcut c¢alisma,
sonuglarimizi biiylik oranda dogrulamaktadir.

11 diizeyinde Colletotrichum a ait tiirlerin dagilimi incelendiginde (Sekil 4.13);
Hatay ilinde turunggil tiir ve gesitlerine gore, C. gloeosporioides, sadece interdonato
¢esidi limonun siirgiinlerinden elde edilirken, dort farkli mandarin ¢esidinde hem
stirglin hemde yapraklarda kaydedilmistir. S6z konusu tiir portakalda naveline

¢esidinin sadece yapragindan elde edilmistir.

I C.gloeosporioides I

Hatay

Mandarin Portakal

Interdonato I Okitsu I I Satsuma I I Ovari I IEarIyprideI I Navelina I

-

Sekil 4.13. Hatay ilinde C.gloeosporioides tiiriine ait izolatlarin turunggil tiir ve
cesitlerinin organlar1 diizeyindeki dagilimlari.
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Bir diger tiir olan Colletotrichum karstii, sadece yine limonun interdonato
¢esidinin siirglinlerinden elde edilirken (Sekil 4.14), mandarinin iki farkli ¢esidinin
(okitsu ve satsuma) hem yaprak hem de siirgiinlerinde saptanmigtir. Hatay ilinde
turunggil antraknoz etmenleri olarak kaydedilen C. gloeosporioides ve C. karstii
tiirlerinin, turunggil tiirlerinin siirglin ve yapraklarindan elde dilen izolat sayilarinin

birbirine yakin oldugu tespit edilmistir.

| C. karstii |
| Hatay I
| |
=

|
: Interdonato I

Sekil 4.14. Hatay ilinde C.karstii tiiriine ait izolatlarin turunggil tiir ve gesitlerinin
organlar diizeyindeki dagilimlari.

| Satsuma |

Mersin’de turunggil tiir ve gesitlerine gore Colletotrichum’un tiir ¢esitliligi
incelendiginde (Sekil 4.15), C. gloeosporioides tiirii; limon, mandarin, portakal ve
altintop tiirlerinde bulunmustur.

Bu fungal tiir, en fazla limonun 4 ¢esidinde siirgiin, yaprak ve meyvelerden
elde edilmistir. C. gloeosporioides, mandarinin OKitsu ve Satsuma ¢esitlerinin sadece
yapraklarindan elde edilirken, Washington ve Yafa portakallarin hem siirgiin hemde
yapraklarindan izole edilmistir. Altintopda ise sadece StarRuby ¢esidinin yapraginda
saptanmustir (Sekil 4.15).
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C. gloeosporioides

Mersin

B

Sekil 4.15. Mersin ilinde C.gloeosporioides tiiriine ait izolatlarin turunggil tiir ve
cesitlerinin organlar1 diizeyindeki dagilimlari

Bolgede turunggillerde tespit edilen bir diger antraknoz tiirii olan C. karstii,
Mersin’ in turunggil iiretim alaninda sadece limon ve mandarin tiirlerinde tespit
edilmistir (Sekil 4.16). Bu tiir, 5 farkli limon ¢esidinde en fazla siirgiinde olmak {izere,
yaprak ve meyvelerde saptanmigtir. Bu patojen mandarin tiiriiniin sadece satsuma

¢esidinin yapragindan izole edilmistir.
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Mersin

Mandarin

Sekil 4.16. Mersin ilinde C.karstii tiiriine ait izolatlarin turunggil tiir ve ¢esitlerinin
organlar diizeyindeki dagilimlari

Turunggil Colletotrichum tiirlerinin Adana-Osmaniye illerinde turunggil tiir ve
cesitlerine gore dagilimi incelendiginde (Sekil 4.17), her turunggil tiirtiniin birden fazla
farkli gesitlerinde antraknoz etmeni Colletotrichum tiirlerine rastlanmistir. Turunggil
tirlerinden limon ve mandarinde 4, portakalda 3 farkli ¢esit ve bir adet Carrizo
anacinin en fazla yapraklarinda olmak kaydiyla yaprak ve meyvelerden izole
edilmistir. Biiylik ¢ogunlugu yapraklardan elde edilen, antraknoz etmeninin tiimiiniin
C. gloeosporioides oldugu belirlenmistir. C. karstii ise, sadece interdonato limon
¢esidinin siirgiinleri tizerinde saptanmistir. Antaknoz etmeni Colletotrichum tiirlerinin
Adana ilinde turunggil siirgiinlerinde az rastlanilmasinin sebebi olarak, turuncgil
bahgelerinin budama ve ilaglama gibi bakim islemlerinin dengeli ve diizenli yapilmasi
gosterilebilir. Ciinkii genel itibari ile bahgelerde agaclarin siirgiinlerinde u¢ kurutan
(Plenodomus tracheiphilus) ve dal yanikligi (Pseudomonas syringae pv. syringae)

benzeri geriye dogru 6liim belirtilerine de rastlanilmamastir.
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C. karstii

Interdonato

@

Navelina

Sekil 4.17. Adana ve Osmaniye illerinde C. gloeosporioides ve C.karstii tiiriine ait
izolatlarin turunggil tiir ve ¢esitlerinin organlari diizeyindeki dagilimlari

Benzer bir ¢alismada (Ramos ve ark., 2016), Colletotrichum karstii (C.
boninense tiir kompleksinin bir iiyesi) ve C. gloeosporioides tiirlerinin, farkli turunggil
cesitlerinin yaprak, dal, ¢icek ve meyvelerinde neden oldugu belirtiler tanimlanmastir.
Mevcut ¢alismada, C. gloeosporioides yiiksek oranda (% 87) izole edilmesine karsin,
C. karstii ise belirli cografi bolgelerde limonun siirgiin ve yapraklarinda daha sik tespit
edilmistir. Calismamizda elde ettigimiz verilerden farkli olarak, C. gloeosporioides
tiirli ise sadece ¢igeklerde saptanmustir. Ayrica arastiricilar, turunggil C. karstii ve C.
gloeosporioides tiirlerinin, tatli portakal ¢icekleri ve meyveleri ile tath portakal,
mandarin ve limonun yapraklarinda patojen olduklarini bildirmiglerdir. Bu bulgularin
elde ettigimiz verileri destekler nitelikte oldugu goriilmektedir.

Colletotrichum’a ait tiirlerin molekiiler filogenetik analiz ¢aligmalari igin
mevcut arastirmada 22 izolat ve NCBI veri tabanindan 20 referans izolat sec¢ilmistir.
Konukgu bitki tiirlerine gore izolatlarin 16’s1 mandarin, 5’1 limon ve biride
portakal’dan alinmistir. Dizi analizleri sonucu elde edilen Genbankasi erisim
numaralar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. Sonugta C. gloeosporioides’ e ait 23 ve C.

karstii’ye bagl 6 izolata erisim numarasi alinmistir.
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Cizelge 4.8. C. gloeosporioides ve C. karstii tiirlerinin ACTIN, GAPDH, CHS, TUB ve ITS genomik bolgelerine gore yapilan dizi analizleri
sonucunda alinan GenBankas1 Erisim Numaralari

8

Tiir Adx izolat Kodu Konukcu Genbankasi Erisim Numaralar
furu ACTIN GAPDH CHS TUB ITS

C. gloeosporioides  MCI15 Mandarin MF480746 MG951770 MG951805 MH156770 MH156746
C. gloeosporioides ~ MC16 Mandarin MF480747 - MG951806 MHI156771 MH156747
C. gloeosporioides ~ MC8 Mandarin MF616518 MG951776 MG951813 MHI156772 MH156749
C. gloeosporioides  MCI13 Mandarin MF616519 MG951783 MG951814 MH156773 MH156750
C. gloeosporioides  LCI1 Limon MF480745 MG951769 - MG966508
C. gloeosporioides  MC3 Mandarin MF616512 MG951779 MG951816 MH156775 MH156751
C. gloeosporioides ~ MC10 Mandarin MF616513 MG951780 MG951817 MH156776 MH156752
C. gloeosporioides  LC5 Limon MF616514 MG951781 MG951819 MH156777 -

C. gloeosporioides ~ MC2a Mandarin MF616517 MG951785 MG951821 MH156779 MH156753
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Cizelge 4.8. (devam) C. gloeosporioides ve C. karstii tiirlerinin ACTIN, GAPDH, CHS, TUB ve ITS genomik bolgelerine gore yapilan dizi

analizleri sonucunda alinan GenBankasi Erisim Numaralar1

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

MC5

LClI

LC3

MC1

MC3b

MCIl11

OCl1

MC14

MC12

MC3a

LCl1b

Mandarin

Limon

Limon

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Portakal

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Limon

MG272474

MF480745

MG272475

MG387952

MG387954

MG951835

MF616510

MG951837

MG951836

MG387956

MF616511

MG951786

MG951769

MG951787

MG951772

MG951775

MG951790

MG951777

MG951792

MG951791

MG951773

MG951789

MG951822

MG951823

MG951824

MG951826

MG951829

MG951827

MG951831

MG951830

MG951815

MH156780

MH156781

MH156784

MH156786

MH156754

MG966508

MHO051304

MH156755

MH156758

MH156763

MH156759

MH156761

MH156760

MH156756
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Cizelge 4.8. (devam) C. gloeosporioides ve C. karstii tiirlerinin ACTIN, GAPDH, CHS, TUB ve ITS genomik bolgelerine gore yapilan dizi

analizleri sonucunda alinan GenBankasi Erisim Numaralar1

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. karstii

C. karstii

C. karstii

C. karstii

C. karstii

C. karstii

LC9

MC17

LC8

MCk6

LCk6

LCk7

LCk2

MCkla

LCkla

Limon

Mandarin

Limon

Mandarin

Limon

Limon

Limon

Mandarin

Limon

MF616516

MG951839

MG951838

MF511181

MF511182

MF616515

MG387953

MG387955

MFS511180

MG951778

MG951794

MG951793

MG951782

MG951784

MG951788

MG951774

MG951771

MG951828

MG951833

MG951832

MG951807

MG951808

MG951820

MG951825

MG951818

MHI156774

MH156785

MH156778

MH156782

MH156783

MHO051305

MH156762

MG966509

MH156748

MHO051303

MHO051306

MH156757

MG966510




Filogenetik analiz igin, ITS geni kullanilarak maksimum likelihood yontemi ile
olusturulan dendrogramda (Sekil 4.18), bu c¢alismada saptanan izolatlar ile NCBI
veritaninda secilen izolatlar arasinda farklilik oldugu gozlenmektedir. Calismada elde
edilen Colletotrichum izolatlar dendrogramda ayr1 bir grup seklinde yer almaktadir. Bu
sekilde ITS gen bolgesine gore Colletotrichum izolatlar: tiir bazinda ayirt edilememistir.

Actin genine spesifik primerlerle elde edilen dizi analizi ile gizilen dendrogramda
(Sekil 4.19), Colletotrichum tiirlerine ait izolatlar iki ayr1 gruba ayrilarak C.
gloeosporioides ve C. karstii referans izolatlari ile ayr1 gruplar olusturmustur.

GAPDH ve CHS genleri, C. gloeosporioides ve C. karstii tiirlerinin molekiiler
tanisi i¢in kullanilan spesifik gen boélgeler oldugundan, secilmis olan Colletotrichum’ a
ait izolatlar, C. gloeosporioides ve C. karstii tiirlerine ait kayith referans izolatlar1 ile ayni
grupta yer almistir (Sekil 4.20; Sekil 4.21).

Colletotrichum tiirlerinin ACTIN, GAPDH, CHS ve ITS gen bolgelerine gore
olusturulan kombinasyon halindeki dendrogramda (Sekil 4.22) goriilecegi gibi izolatlar,
C. gloeosporioides ve C. karstii seklinde iki gruba ayrilmistir. Bu filogenetik analizde
kullanilan temsili 22 izolattan 3’ C. karstii grubunda, 19 izolat ise C.gloeosporioides
grubunda yer almistir. C. gloeosporioides ana grubu altinda ayrilan izolatlardan birkag
izolat ana gruptan kii¢iik alt gruplara ayrilmigtir. Bunu durum, C. gloeosporioides tiir
kompleksi igerisinde ortaya cikan morfokiltirel olusumlar ile iligkili olabilecegi
diistinilmiistiir.

Son zamanlarda Colletotrichum tiir komplekslerinin sistematik c¢aligmalarinda,
taninabilir fenotipik karakterlerle birlikte multilokus filogenisini vurgulayarak tiir
tanisinda polifazik bir yaklasim kullanilmaya baslanmistir.

Benzer sekilde, Rhaiem ve Taylor (2016) elde ettikleri, C. gloeosporioides
izolatlarmin, kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri internal spacer rDNA (ITS),
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), glutamine synthetase (GS) ve
ApMat lokus bolgeleri ve multilokus dizilerini kullanarak filogenetik analizler ile
dogrulamislardir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar gosteriyor ki Akdeniz Bolgesi’nde turunggil
tiretim alanlarinda goriilen Antraknoz hastaligi etmenlerinin C. gloeosporioides ve C.
karstii oldugu ilk kez birden fazla tani1 yontemi ile ayrintili olarak bu ¢aligma ile ortaya

konmustur. Colletotrichum’un yeni taksonomik siniflandirmast 15181 altinda, antraknozda
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sorumlu etmenlerin/patojenlerin fungal populasyon yapisin1 aydinlatmak ve tanimlamak
dikkate deger bir durum olarak ifade edilebilir. Bu ayrica turunggil antraknoz hastaliginin
yonteminde daha fazla arastirma ve uygulama i¢in hizli ve glivenilir tan1 araglarinin
gerekli oldugunun altin1 ¢izmektedir. Diger bir ifadeyle, multilokus dizi analizleri ve
virtilenslik denemeleri ile elde edilen bilgilere dayanarak Colletotrichum-turunggil

interaksiyonlarina yonelik daha fazla arastirma i¢in yararl bir alt yap1 olusturabilecektir.

MC5
MC13
MC17
|LC8
MC14
ocC1
MC3b
MC3a
|LC2
Cmet
MC10
|MC3
|MC8
MC15
85 MC2a
] |LCO
MC11
MC12
96
LC3
|ILC7
"MCila
MC6
KY855635.1 Phy llosticta paracitricarpa strain CPC 27169
JQ948193.1 Colletotrichum limetticola culture-collection CBS:114.14
99 | KP843124.1 Colletotrichum abscissum strain CDA916
o7 KC293581.1 Colletotrichum citri isolate YNO1
KY856397.1 Colletotrichum acutatum strain CPC 27005
JQ948443.1 Colletotrichum johnstonii culture-collection IMI:357027
JN050240.1 Colletotrichum tropicicola strain L58/LC0598

84 |-JX010152.1 Colletotrichum gloeosporiocides culture ICMP:17821
97

JX010181.1 Colletotrichum fructicola culture CBS:238.49

FJ972612.1 Colletotrichum asianum isolate BPDI4

KY856449.1 Colletotrichum helleniense strain CPC 27108

KY856450.1 Colletotrichum hy stricis strain CPC 28153

JX010264.1 Colletotrichum tropicale culture CBS: 124949

KC293580.1 Colletotrichum truncatum isolate XY02

JQ005238.1 Colletotrichum constrictum culture-collection CBS: 128504

69 |-KC293576.1 Colletotrichum citricola isolate SXC151
KY856464.1 Colletotrichum karstii strain CPC 27999

—JQ247622.1 Colletotrichum boninense strain GZAASS5.09505

56 [KY856473.1 Colletotrichum limonicola strain CPC 27862

KY856478.1 Colletotrichum nov ae-zelandiae strain CPC 27957

KY856399.1 Colletotrichum catinaense strain CPC 28019

0.050

Sekil 4.18. Turunggil tiirlerinden elde edilen Colletotrichum izolatlarinin ITS gen
dizisine ait dendrogrami
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KY855970.1 Colletotrichum catinaense strain CPC 28019
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89 _|—_J0949514.1 Colletotrichum limetticola culture-collection CBS:114.14
88 KP843139.1 Colletotrichum abscissum strain CDA916

KY855690.1 Phy llosticta paracitricarpa strain CPC 27169

87

0.050

Sekil 4. 19. Turunggil tiirlerinden elde edilen Colletotrichum izolatlarinin Actin gen
dizisine ait dendrogrami
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MC10
MC3
MC8

— JX010056.1 Colletotrichum gloeosporioides culture ICMP:17821

81 LCY

JX010053.1 Colletotrichum asianum culture ICMP:18580

89

JX010007.1 Colletotrichum tropicale culture CBS:124949

KY856274.1 Colletotrichum hy stricis strain CPC 28153

41

79 ' JX009923.1 Colletotrichum fructicola culture CBS:238.49

—— KY856273.1 Colletotrichum helleniense strain CPC 27108

15 KC293740.1 Colletotrichum truncatum isolate XY02

JQ005325.1 Colletotrichum constrictum culture-collection CBS: 128504

og | KY856302.1 Colletotrichum nov ae-zelandiae strain CPC 27957

KY856223.1 Colletotrichum catinaense strain CPC 28019

69 KY856297.1 Colletotrichum limonicola strain CPC 27862

JQ247598.1 Colletotrichum boninense strain GZAAS5.09505

51 89 KC293736.1 Colletotrichum citricola isolate SXC151

LC2
|:Y856288.1 Colletotrichum karstii strain CPC 27999

JN050229.1 Colletotrichum tropicicola strain L58/LC0598

JQ948774.1 Colletotrichum johnstonii culture-collection IMI:357027

KY856221.1 Colletotrichum acutatum strain CPC 27005

97

KC293741.1 Colletotrichum citri isolate YNO1

58 JQ948523.1 Colletotrichum limetticola culture-collection CBS:114.14

59 - KP843127.1 Colletotrichum abscissum strain CDA916

XM 016990577.1 Magnaporthe ory zae 70-15

0.10

Sekil 4.20. Turuncgil tiirlerinden elde edilen Colletotrichum izolatlarinin GAPDH gen
dizisine ait dendrogrami
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MC1

o

JX009818.1 Colletotrichum gloeosporioides strain IMI 356878

MC12

_|: KY856190.1 Colletotrichum hy stricis strain CBS 142411
72 JX009867.1 Colletotrichum asianum strain C1315.4

JX009839.1 Colletotrichum fructicola strain C1275.7

— JX009870.1 Colletotrichum tropicale strain 5101

KY856189.1 Colletotrichum helleniense strain CPC 27108

76 1KY856219.1 Colletotrichum nov ae-zelandiae strain CPC 27957

99 | 1KY856135.1 Colletotrichum catinaense strain CBS 142416

KY856214.1 Colletotrichum limonicola strain CPC 27862

KY856140.1 Colletotrichum citricola strain CBS 134228

48 82

1KY856205.1 Colletotrichum karstii strain CPC 27999

MC1a

73 —_JQ949104.1 Colletotrichum johnstonii culture-collection IMI:357027

KY856133.1 Colletotrichum acutatum strain CBS 142407

86

KY856138.1 Colletotrichum citri strain CBS 134233

73
JQ948854.1 Colletotrichum limetticola culture-collection CBS:114.14

98 'KP843130.1 Colletotrichum abscissum strain CDA916

JQ005412.1 Colletotrichum constrictum culture-collection CBS: 128504

KY856220.1 Colletotrichum truncatum strain CBS 134232

KU953242.1 Magnaporthe ory zae isolate 12.1.315

0.050

Sekil 4.21. Turunggil tiirlerinden elde edilen Colletotrichum izolatlarinin CHS gen
dizisine ait dendrogrami
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100

JX009584.1 Colletotrichum asianum culture ICMP: 18580

JX009489.1 Colletotrichum tropicale culture CBS:124949

79
KY856023.1 Colletotrichum hy stricis strain CPC 28153

49 -_JX009495.1 Colletotrichum fructicola culture CBS:238.49

KY856022.1 Colletotrichum helleniense strain CPC 27108

KC293620.1 Colleborichum runcaum solae xvoz | Funcatum

JQ005586.1 Colletotrichum constrictum culture-collection CBS: 128504
28 g0 |KY856051.1 Colletotrichum nov ae-zelandiae strain CPC 27957
100 I: KY855970.1 Colletotrichum catinaense strain CPC 28019

99 64 |— KY856046.1 Colletotrichum limonicola strain CPC 27862

JQ005505.1 Colletotrichum boninense culture-collection CBS: 128506

KC293616.1 Colletotrichum citricola isolate SXC151

99

Boninense

KY856037.1 Colletotrichum karstii strain CPC 27999

———_JQ949764.1 Colletotrichum johnstonii culture-collection IMI:357027

KY855968.1 Colletotrichum acutatum strain CPC 27005

100

KY855973.1 Colletotrichum citri strain CBS 134233

72
JQ949514.1 Colletotrichum limetticola culture-collection CBS:114.14

96 KP843139.1 Colletotrichum abscissum strain CDA916

0.050

Sekil 4. 22. Turunggil tiirlerinden edilen edilen Colletotrichum izolatlarinin ITS,
ACTIN, GAPDH ve CHS gen dizilerinin kombinasyonu ile olusturulan dendrogram
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4.5. MALDI-TOF MS (Matrix asisted laser desorption ionization- time of flight
mass spectrometry) Analizleri

MALDI-TOF MS, bu ¢alismada incelenen turunggil Colletotrichum izolatlarinin
smiflandirilmasinda kullanilan bir diger analitik tekniktir. Bu amagla, etanol-formik asit
ektraksiyonundan sonra cihaza yiiklenmis ve Flex kontrol yazilimi ile spektrumlar
alimmustir (Sekil 4.23). Bu spektrumlar, Maldi Biotyper Real-Time Classification (RTC)

ile karsilastirilarak tani islemi gergeklestirilmistir.

C. gloeosporioides

C. karstii

e, 2137

co.
= %o E-3 =% (= =3 == = ==

Sekil 4.23. MALDI Biotyper 3.0 programi kullanilarak tiir tanist yapilan turunggil
antraknoz etmeni C. gloeosporioides ve C. karstii 'in temsili izolatlarinin MSP
dendrogamu ile temsili C. karstii (mavi) ve C. gloeosporioides (kirmiz1) izolatlarinin
MALDI-TOF MS spektrumlari

Protein parmak izi tanisina gore yapilan MALDI TOF MS sonucunda farkli
turuncgil tlirlerinden alinan temsili izolatlardan dendrogram ¢izilmistir Teshis sonucunda
C. gloesporioides tiirii ile eslesme gosteren izolatlar, daha once turunggillerden izole
edilip molekiiler olarak kesin tanisi ortaya konan referans C. gloesporioides tiirii ile ayni
grupta yer almigtir. Bununla birlikte, C. karstii tiirli ile eslesme gosteren izolatlarin, ayni
sekilde referans C. karstii tiirii ile ayn1 grupta yer aldig tespit edilmistir (Sekil 4.24)

Boylece, MALDI TOF MS verileri, Colletotrichum izolatlarinin gen bolgelerinin
multilokus dizileme ile tiir diizeyinde elde edilmis olan filogenetik analiz sonuglarini
dogrulamistir. MALDI TOF MS ile ilgili olarak 6nerilen metot, incelenen Colletotrichum
izolatlarinin hizli ve giivenilir ayrimi ve smiflandirilmasinda uygun bulunmustur. Bu

sonuglardan yola ¢ikarak MALDI biyotipleme, Colletotrichum tiirlerinin yol agtigi
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turunggil antraknoz hastaliginin rutin tanist i¢in ekonomik bir arag olarak

distiniilmektedir.

MSP Dendrogram

Colletotrichum spinaciae_2160415
-IMC6

-IMCla

-| Colletotrichum karstii-2_20170502

-| Colletotrichum karstii-1_20170502

-|LC7

Colletotrichum karstii_20170616
Colletotrichum coccodes- PCc1_20171114

Colletotrichum siamense-1_20170502
Colletotrichum fructicola_20170502

MC10

MC1

MC2a

MC13

LC8

MC11

LC3

Colletotrichum gloeosporioides_CM1_20160509
MC14

OC1

MC5

MC3b

Colletotrichum gloeosporioides_CD2_20160509
Colletotrichum gloeosporioides_CD1_20160509
MC17

LC9

MC8

MC15

MC12

MC3

MC3a
LC2

r r r r r

1000 800 600 400 200 0
Distance Lewel

Sekil 4.24. MALDI TOF MS cihazinda tiir tanisi yapilan C. gloeosporioides ve C.
karstii izolatlarin MALDI Biotyper 3.0 programi kullanilarak olusturulan MSP
dendrogrami

MALDI TOF MS teknigi ile Colletotrichum tiirlerinin tanisinin yapilmast,
caligmamizda yer alan filogenetik analiz sonuclarinin dogrular niteliktedir. Bu sekilde
Colletotrichum cinsine ait tiirleri molekiiler islemlerinden 6nce protein analizine gére 6n
bir tan1 islemi gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma, Colletotrichum’a ait tiirlerinin
tanilanmasinda MALDI TOF MS tekniginin kullanilmasi tilkemizde ilk olma 6zelligi
tasimaktadir.

Tim izolatlar degerlendirildiginde, C. gloeosporioides’in 54 izolat1 ile C.
karstii nin 30 izolat1 2.300-3.000 (yesil renk) aras1 skor degerleri, C. gloeosporioides’in
18 izolat1 ile C. karstii'nin 12 izolat1 1.700-1.999 (sar1 renk) skor degerleri seklinde
gruplandirilmistir (Cizelge 4.9).

Funguslarin tanisinda kullanilan MALDI TOF MS teknigi ile yapilan, Fusarium
fujikuroi tiir kompleksi iginde ayirici tiir olarak Fusarium ficicrenscens’in tanilamasi,

calismamizla benzer sekilde formik asit-etanol ekstraksiyon yontemi ile analiz edilmistir.
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Elde edilen tiim spektrumlar ve analizler, MALDI Biotyper V 2.0 yazilim1 kullanilarak
Bruker Mikroflex platformunda degerlendirilmistir. Sonugta cihaz, Fusarium’ un 3
izolat1 2.193, 2.200 ve 2.226 skoru ile giivenilir bir tanilama yapmustir. (Al-Hatmi vd.
2016).

Cizelge 4. 9. MALDI TOF MS cihazinda tiir tanis1 yapilan C. gloeosporioides ve C.
karstii izolatlarmmn MALDI Biotyper Real-Time Classification (RTC) programinda
analiz sonuglari

izolat Konukcu Tiir tamis1 Deger
LC1 Limon C. gloeosporioides
LC3 Limosl C.gloeosporioides
LC4 i on C.gloeosporioides
LC2 Limilt C.gloeosporioides 1.915
LC13 Wimon C.gloeosporioides 1.861
LC15 Liion C.gloeosporioides
LC5 Limon C.gloeosporioides
LC8 Limon C.gloeosporioides
LC9 Limon C.gloeosporioides
LC10 Limon C.gloeosporioides
LC11 Limon C.gloeosporioides
LC6 Limon C.gloeosporioides
LC7 Limon C.gloeosporioides
LC13 Limon C.gloeosporioides
LC14 Limon C.gloeosporioides
LC16 Limon C.gloeosporioides
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Cizelge 4.9. (devam) MALDI TOF MS cihazinda tiir tanis1 yapilan C. gloeosporioides
ve C. karstii izolatlarmin MALDI Biotyper Real-Time Classification (RTC)
programinda analiz sonuglari

LC20

LC22

LC26

LC27

LC28

LC29

LC30

LC31

LC32

LC33

LC34

LC39

LC40

LC38

LC45

LC49

LC52

LCS53

LC55

LC56

LC59

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides

C.gloeosporioides
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1.733

1.913

1.814

1.913

1.765

1.778

1.789




Cizelge 4.9. (devam) MALDI TOF MS cihazinda tiir tanis1 yapilan C. gloeosporioides
ve C. karstii izolatlarmin MALDI Biotyper Real-Time Classification (RTC)
programinda analiz sonuglari

LC61

LC64

LC65

LCk1

LCk7

LCk6

LCk2

LCk3

LCk4

LCk5

LCk8

LCk9

LCk10

LCk11

LCk12

LCk15

LCk17

LCk18

LCk19

LCk21

LCk23

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

C.gloeosporioides
C.gloeosporioides

C.gloeosporioides
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C karstii

C karstii

C karstii

C .karstii

C .karstii

C karstii

C.karstii

C karstii

C karstii

C .karstii

C karstii

C .karstii

C .karstii

C karstii

C .karstii

C karstii

C karstii

C karstii

1.788

1.766

1.900

1.789

1.666

1.861




Cizelge 4.9. (devam) MALDI TOF MS cihazinda tiir tanis1 yapilan C. gloeosporioides
ve C. karstii izolatlarmin MALDI Biotyper Real-Time Classification (RTC)
programinda analiz sonuglari

LCk36

LCk41

LCk37

LCk42

LCk43

LCk46

LCk47

LCk48

LCk50

LCk51

LCk54

LCk57

LCk58

LCk60

LCk62

LCk63

MC4

MC5

MC6

MC1
MC3

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Limon

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii

C karstii

C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides

C.gloeosporioides
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1.912

1.978

1.914

1.863

1.734




Cizelge 4.9. (devam) MALDI TOF MS cihazinda tiir tanis1 yapilan C. gloeosporioides
ve C. karstii izolatlarmin MALDI Biotyper Real-Time Classification (RTC)
programinda analiz sonuglari

MC7

MC8

MC10

MC11

MC14

MC15

MC16

MC17

MC19

MC20

MC21

MC22

MC24

MC25

MC26

MC27

MC28

MC29

MC33

MC34

MC35

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

Mandarin

C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides

C.gloeosporioides
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1.999

1.876

1.899

1.799

1.711

1.934

1.924




Cizelge 4.9. (devam) MALDI TOF MS cihazinda tiir tanis1 yapilan C. gloeosporioides
ve C. karstii izolatlarmin MALDI Biotyper Real-Time Classification (RTC)
programinda analiz sonuglari

MC36

MC37

MC38

MC39

MC40

MC41

MCk1

MCk9

MCk12

MCk13

MCk18

MCk23

MCk31

MCk32

TC1

PC1

PC2

PC3

PC4

PC5

PC6

Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin
Mandarin

Mandarin

Mandarin
Mandarin
Mandarin

Mandarin

Mandarin
Mandarin
Mandarin

Mandarin

Turung
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal
Portakal

Portakal

C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.karstii
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides
C.gloeosporioides

C.gloeosporioides

100

1.733

1.910

1.861

1.990




Cizelge 4.9. (devam) MALDI TOF MS cihazinda tiir tanis1 yapilan C. gloeosporioides
ve C. karstii izolatlarmin MALDI Biotyper Real-Time Classification (RTC)
programinda analiz sonuglari

PC7 Portakal C.gloeosporioides 1.966
PC8 Portakal C.gloeosporioides 1.861
PC9 Portakal C.gloeosporioides -
PC10 Portakal C.gloeosporioides 1.999
PCI1 Portakal C.gloeosporioides 1.733
PC12 Portakal C.gloeosporioides -
PC13 Portakal C.gloeosporioides 1.990
ACl Altintop C.gloeosporioides 1.876

4.6. Patojenisite Calismalari

Patojenisite denemesinin meyve, yaprak ve siirgiin uygulamalarinda; Interdonato
limon, satsuma mandarin ve Washington portakal cesitlerinde ortalama lezyon
uzunluklar1 ve hastalik siddeti belirlenmistir.

Interdonato limonun meyve uygulamasinda C. gloeosporioides’ in, C. karstii
tiiriine gore en yliksek oran olan 43,0 mm ile daha fazla lezyon uzunluguna neden oldugu
tespit edilmistir. Hastalik siddeti yoniinden degerlendirildiginde C. gloeosporioides
tiurtinde yine daha yiiksek hastalik siddeti belirlenmistir (Cizelge 4.10). Yaprak
uygulamasi incelendiginde; her iki Colletotrichum tiiriinde birbirine yakin lezyon
uzunlugu kaydedilirken C. karstii tiiriniin, C. gloeosporioides tiiriine goére daha fazla
lezyon uzunlugu olusturdugu saptanmistir. Hastalik siddeti degerleri yoniinden
incelendiginde, her iki tiiriin birbirine yakin oranlarda lezyonlara neden oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4. 25).
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Cizelge 4.10. C. gloeosporioides tiiriine ait temsili izolatlarin, Interdonato limon meyve,
yaprak ve siirgiinlerini kullanarak yiiriitiilen patojenisite denemesinin sonuglari

Meyve Yaprak Siirgiin
izolat Ort. Le;yon Has tallkOrt. Le}yon Has tallkOrt. Le;yon Hastalik
kodu ?rf:::iggp:u) ;iddeti(%)z‘;‘;‘l‘é%“) siddeti (%)?Ifll:llllj:légEu) siddeti (%)
LC5 38,6+0,8 ki 66,6  20,3+1,5 bc 75 30,3£1,5d 77,7
LC9 38,6+0,6 ki 55,5  10,0+£5,0 ab 75 28,3%1,2cd 66,6
LC3 38,6+0,8 ki 66,6 10,3+5,2 ab 50  29,3£0,6cd 100
LC2 31,6+1,8 g-1 44,4 17,6£1,5 be 100 16,6+1,2a-d 55,5
LC8 35,0+2,5 j-I 33,3 10,0+5,0 ab 25 3,343,3a 100
LC1 31,6+0,8 f-I 33,3 10,3+5,2 ab 50 18,6+3,4 a-d 100
LC14 36,6+2,0 j-I 22,2 17,0+1,0 be 100  6,6+3,3ab 33,3
LC4 34,0+2,6 h-l 444  19,3+0,6 bc 25  28,3%1,2cd 100
LC32 30,6+2,4 e-l 55,5 17,6+1,5 be 75 29,3+0,6cd 55,5
LC7 28,6+4,3 d-k 66,6  20,6+0,6 bc 50 30,3+1,45d 100
LC13 39,0+2,6 ki 100 19,3+0,6 be 25  283+1,2cd 66,6
LC15 43,0+0,5 1 77,7 17,6+0,3 be 75  29,3+0,6cd 66,6
LC16 22,3+1,2 b-i 33,3  20,0+1,0 be 75 10,6+1,2 a-d 44,4
LC20 34,0+2.4 h-l 444  213£1,0c¢ 50  23,6+0,6a-d 100
LC22 35,6+1,0 j-I 555  23,3+0,3 ¢ 100  28,0+0,6¢d 44,4
LC10 33,0+0,8 g-I 100 17,6+1,0 be 50  29,6+0,3cd 77,7
LC11 20,3+0,8 b-f 44,4  10,0+£5,0 ab 100  24,3+1,5b-d 66,6
LC6 34,3+0,8 i-l 55,5  10,3+5,2 ab 75 3,3+4,0a 100
LC26 35,0+1,0 j-I 55,5 10,3+5,0 ab 100  21,6+3,3a-d 66,6
LC33 33,0+0,8 g-1 66,6 17,6+0,6 bc 75  29,3+0,3cd 100

*Siitun iginde farkl harflerle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Karsilastirma Testine (p=0,05) gore birbirinden 6nemli dlgiide farklidir

Siirgiin - denemesinde;

C.gloeosporioides tiirtiniin  yiiksek oranda lezyon

uzunluguna yol agtig1 kaydedilirken hastalik siddeti yoniinden her iki tlirde benzer

oranlarda hastalik degerleri saptanmistir. Limonun Interdonato ¢esidinin meyve, yaprak

ve dallarin1 kullanarak yiiriitilen denemelerde, lezyonlu alanlarda Colletotrichum

tiirlerinin eseysiz lireme yapilar1 gézlenmistir (Sekil 4.25). Sonugta; C.gloeosporioides’
in LC5 (%66,6, %75, %77,7) ve C. karstii’ nin LCk36 (%66,6,% 75,% 100) izolatlarimnin,

en yliksek viriilenslik diizeyine sahip olduklari belirlenmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. C. karstii tiiriine ait temsili izolatlarinin, Interdonato limon meyve, yaprak
ve siirgiinlerini kullanarak yiiriitiilen patojenisite denemesinin sonuglari

Meyve Yaprak Siirgiin
izolat Ort. Le}yon Has tallkOrt. Le}yon Has tallkOrt. Legyon Hastalik
kodu z‘;‘::l‘i‘;gE“) siddeti (%)?;l;l:é% siddeti (%)?Ifll::llé%;) siddeti (%)
LCk7 16,3+4,3b-d* 66,6 19,3+£5,0 ab 100  19,343,3 a-d 100
LCk1 16,6+4,3 b-d 55,5 17,0+0,6 be 75 17,6+3,4 a-d 77,7
LCké 22,340,8 b-i 55,5 19,3+0,3 bc 100  18,34+3,0 a-d 88,8
LCk2 10,0+2.4 ab 33,3  20,6+1,5bc 50 33t1,5a 55,5
LCk3 13,0+4,0 a-C 33,3  20,6+0,3 be 100 4,0+1,0 ab 444
LCk4 19,3424 b-f 55,5  19,3+0,6 bc 50 33£1,2a 33,3
LCk5 21,6+0,8 b-i 444  20,3+0,3 be 100 9,3+3,4 a-c 55,5
LCk8 12,3+2,4 a-C 33,3 19,6+0,6 be 50 17,6+4,0 a-d 100
LCk9 21,6+0,8 b-i 55,5  20,0+1,5 be 50  21,6+0,6 a-d 100
LCk10  15,3+4,0 be 55,5 19,6+0,6 bc 50 11,0+1,5 a-d 100
LCk1l  15,6+0,8 bc 44,4  20,340,6 bc 100  13,3+1,2 a-d 88,8
LCk12  20,6+0,8 b-g 55,5 17,6+5,0 bc 100 17,6422 a-d 77,7
LCk15  24,6+0,8 c-j 55,5 19,6+1,5 bc 100  18,343,3 a-d 66,6
LCk17  16,0+1,4 be 44,4  24,0+03 ¢ 50 7,3£1,5 ab 100
LCk18 3,3+24a 22,2 24,0+03 ¢ 75 18,0+3,3 a-d 100
LCk19  9,6+2,0 ab 22,2 24,6+03 ¢ 50 17,3+3,3 a-d 100
LCk21  14,6+0,8 a-C 44,4  17,6+1,5 bc 100  19,3+1,5 a-d 55,5
LCk23  18,6+0,8 b-e 66,6  20,0+0,6 bc 50 17,6+3,4 a-d 100
LCk36  21,3+1,0 b-i 66,6  19,6+0,6 bc 75 18,3+3,3a-d 100
LCk41l  22,3+0,8 b-i 44,4 17,6£5,0 be 100 10,0+1,5 a-d 66,6

*Siitun iginde farkl harflerle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Karsilagtirma Testine (p=0,05) gore birbirinden dnemli 6lgiide farklidir.

Satsuma mandarin meyvelerinde yiiriitiilen viriilenslik ¢aligmalarinda her iki
Colletotrichum tiiriiniin lezyon uzunluklar1 birbirine yakin bulunmustur. Hastalik siddeti
degerleri agisindan C. karstii izolatlar1, daha yiiksek degere sahip olmustur. Bu ¢alismada
C. karstii’nin MCk9 (%88,8, %75, %100) ve C. gloeosporioides’in MC4 (%88,8, %50,
%100) izolatlar1, yiiksek hastalik orani sergilemiglerdir. Yaprak denemelerinde, her iki
Colletotrichum tiiriiniin lezyon uzunluklar1 ve hastalik siddeti degerleri birbirine yakin
olup, MCk13 izolat1 en viriilent izolat olarak saptanmistir. Siirgiin denemesinde, her iki

tiirde izolatlar arasinda farkliliklar oldugu goze garpmaktadir. Ozellikle C.karstii’ nin
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MCKk13 izolati, meyve ve yaprak uygulamasinda yiiksek hastalik siddeti gostermesine
ragmen siirgiin denemesinde diisiik oranda viriilenslik sergilemistir. Ote yandan
C.gloeosporioides’ in MC3(%44,4, %75, %11,1) ve MC7(%22,2, %75, %11,1)
izolatlarinin viriilensligi ¢ok diisiik bulunmustur. Tiim uygulamalarda virtilenslik diizeyi

en yliksek olan izolat, C. gloeosporioides’in MC4 izolat1 olmustur (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. C. gloeosporioides ve C. karstii tiirlerine ait temsili izolatlarinin, satsuma
mandarin meyve, yaprak ve siirgiinlerini kullanarak ytiriitiilen patojenisite denemesinin
sonuglari

Meyve Yaprak Siirgiin

izolat Ort. Lezyon HastahikOrt. Lezyon HastahikOrt. Lezyon Hastahk
kodu uzunlugu siddetiuzunlugu siddetiuzunlugu siddeti

(mm=SE) (%)(mm=SE) (%)(mm=SE) (%)
MC4 24,0+0,6 c-f* 88,8 17,6+1,5b-d 50 26,3+0,8 e-g 100
MC5 14,0£7,0 a-e 55,5 10,0+£5,0 ab 75 25,3+2,3 dg 71,7
MC6 13,0+0,8 a-e 44,4 10,3£5,17 a-C 75 27,6%1,5 e-g 100
MC1 8,3+4,2 ab 22,2 17,6+1,5b-d 100  8,3+4.4 a-c 66,6
MC3 21,0+0,6 b-f 44,4  10,0£5,0 ab 75 3,3+33a 111
MC7 8,3+4,2 ab 22,2 10,3+5,2 a-Cc 75 4,0+4,0 a 111
MC8 21,3+0,3 b-f 44,4 20,0+0,6 c-e 100  30,3%1,5f 100
MC10 11,3£5,7 a-c 55,5 21,3+0,8 d-f 100 28,3+1,2e-g 71,7
MC11 13,3+£0,3 a-e 44,4 233+0,3 d-f 100  29,3+0,6 fg 71,7
MC14 16,3+0,3 a-f 33,3  17,6£1,5b-d 100  25,3+2,3d-g 66,6
MC15 21,6+0,6 b-f 33,3  10,0+£5,0 ab 75 21,6+0,6 b-g 71,7
MC16 7,0£7,0 a 11,1 10,3+5,2 a-Cc 50 13,0£6,5 a-e 44,4
MC17 24,3+0,3 c-f 55,5 17,0+1,0 b-d 75 21,6+0,6 b-g 100
MC19 29,003 f 66,6 19,3+0,8 b-e 100  30,3+0,6 f 88,8
MC20 23,3+0,3 c-f 66,6 5,0£5,0a 25 28,3+0,6 e-g 100
MC21 15,3+0,3 a-f 444  17,6+£1,0 b-d 50 29,3+1,2 fg 66,6
MC22 8,3+4,2 ab 22,2 10,0£5,0 ab 50 24,0+0,6 c-g 100
MC24 16,0+0,3 a-f 55,5 10,3+5,2 a-C 50 13,6+3,3 a-f 100
MC25 14,0£5,7 a-e 66,6 17,6+0,8 b-d 75 21,6+0,6 b-g 71,7
MC37 16,3+4,2 a-f 100  10,045,0 ab 75 13,6+1,2 a-f 44,4
MCk1 15,3+0,3 a-f 66,6 9,3+6,5 a-C 25 17,0+0,3 b-d 100
MCk9 26,0+0,3 ef 88,8 19,3+0,8 b-e 75 17,6+4,4 a-g 100
MCk12 15,3+£7,0 a-f 66,6 19,352 b-e 75 18,3+4,0 a-g 100
MCK13  24,0+0,3 c-f 77,7 24,0+0,3 d-f 100 3,3£54a 22,2

*Siitun iginde farkli harflerle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Karsilagtirma Testine (p=0,05) gore birbirinden 6nemli dl¢tide farklidir
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Bununla birlikte satsuma mandarinin meyve, yaprak ve silirgiin denemeleri
sonucunda lezyonlu alanlarda, Colletotrichum tiirlerinin eseysiz iireme yapilar
gozlenmistir (Sekil 4.25).

Cizelge 4.13. C. gloeosporioides tiiriiniin ait temsili izolatlarinin, Washington portakal
meyve, yaprak ve silirglinlerini kullanarak yiiriitiilen patojenisite denemesinin sonuglari

Meyve Yaprak Siirgiin

: Ort. Ort. Lezyon ort.
Izolat Lezyon Hastahk o Hastahk Lezyon Hastahk
kodu uzunlugu siddeti(%0) ?;l::ilggEu) siddeti(%) uzunlugu siddeti(%0)

(mm=SE) (mm=SE)
PC1 6,0+0,5 a* 22,2 28,0+1,7d 100 3,333 a 44,4
PC2 7,0£3,5a 22,2 13,6+0,6 ab 25 16,3+0,8 be 100
PC3 3,3t1,7 a 111 21,3+0,8 cd 100 0,0+0,0 a 0
PC4 9,6+0,8 a 33,3 20,3+0,3 be 75 8,3+4,4 ab 44 4
PC5 6,6+£3,3 a 22,2 21,0+1,2 cd 100 3,333 a 33,3
PC6 5,3+0,8 a 22,2 21,3+0,8 cd 100 4,0+4,0 a 33,3
PC7 21,3+0,8 b 100 8,0+4,0 a 25 8,3+4,4 ab 66,6
PC8 7,3+£0,8 a 444 20,0+0,5 be 100 3,333 a 55,5
PC9 11,3£0,6 a 44,4 21,0+0,8 cd 100 4,0+4,0 a 55,5
PC10 24,0+5,5b 100 7,0£3,5 a 25 3,333 a 44 4
PC11 6,6£3,3 a 33,3 23,0+0,5 cd 100 7,3+£3,7 ab 66,6
PC12 9,0+4,5 a 22,2 8,0+4,0 a 25 19,0+£1,5 ¢ 100
PC13 7,0+£3,5 a 111 7,0£3,5 a 25 19,0+0,5 ¢ 100

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

Portakalda, sadece C. gloeosporioides tiirii elde edildigi i¢in bu tiir ile ilgili
denemeler kurulmustur. Washington portakal uygulamalarinda, meyvelerden elde edilen
PC7 ve PCI0 izolatlari, meyve denemelerinde yliksek diizeyde viriilent oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.13).

Yaprak denemesinde, genel olarak viriilenslik yiiksek olurken, siirgiin
uygulamasinda PC2 (%100), PC12(%100) ve PC13(%100) izolatlar1 hari¢ diger
izolatlarda viriilenslik diisiik olarak saptanmistir. PC2, PC12 ve PCI13 izolatlari,

stirgiinlerden izole edildigi i¢in daha yiiksek oranda viriilenslik gostermislerdir.
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Sekil 4.25. Mandarin (satsuma), limon (interdonato), portakal (washington) turunggil
tiirlerinde patojenisite ¢alismalari; yapraklar (A,B,C), siirgiin (D,E,F) ve limon (G),
portakal (H) meyvelerinde lezyon gelisimleri

Patojenisite denemelerinde en viriilent olarak belirlenen her iki tiirden birer izolat
secilerek in vivo fidan uygulamasi gergeklestirilmistir (Sekil 4. 26). Bu amagla, C.
gloeosporioides tiirii igin LC5 C. karstii tiirii igin MCK9 izolat1 segilmistir. Her iki izolat
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icin ticer adet mandarin fidani1 ve her fidanin 3 ayr1 dali tekerriir olarak kullanilmaistir.
Piiskiirtme seklinde inokulasyon ¢alismalart sonucunda 1 ay sonra deneme
degerlendirilmis ve her iki tiirde birbirine yakin sonuglar vermistir.

Sekil 4.26” da belirtildigi gibi hastalik siddeti en fazla C. gloeosporioides tiiriine
ait LCS5 izolatinda saptanmistir. Mandarin dallarinda kurumalar bahg¢ede go6zlenen
belirtilere benzer seklide olusmustur. Yapraklarda olusan lezyonlarda bahge
sorveylerinde karsilasilan belirtilere benzer antraknoz belirtileri gozlenmistir. Ayrica
fidanlarda yaprak saplarinda Once sararma seklinde belirtiler olusup, sonra yaprak

dokiimii de gergeklesmistir (Sekil. 4.27).

100
100

o O
o O o o
1 1 1 1

m C. gloeosporioides

333 m C. karstii

A O o
o O
1

Hastalik Siddeti (%)

w
o
1
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10 +

1. fidan 2. fidan 3. fidan

Sekil 4.26. Colletotrichum tiirlerinin Satsuma mandarin fidanlarindaki patojenisite
denemesinde kaydedilen hastalik siddeti (%) degerleri

Tirkiye’de turunggil iretimi ile baglantili Colletotrichum tiir gesitliliginin
molekiiler karakterizasyonla birlikte patojenik olarak ilk kez ortaya konmasi dnemli bir
asamadir. Benzer bir ¢alismada, Colletotrichum izolatlarinin, patojenisite denemelerini
secilen temsili izolatlar ile sadece portakal meyvelerinde gergeklestirilmis (Guarnaccia
ve ark., 2017) ve Colletotrichum gloeosporioides viriilensligi en yiiksek olan tiir olarak
kaydedilmistir. Bu sonuglar, ¢alismamizda elde ettigimiz verileri biiyiik oranda dogrular

nitelikte bulunmustur.
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Asya’da turuncgil antraknozu ile iliskili yeni patojenler konusunda ¢esitli raporlar
yayinlanmigtir. Bununla birlikte sonuglarimiza benzer sekilde C. gloeosporiodes, Cin’de
biiylik oranda baskin patojen olarak (Huang ve ark., 2013) veya Gana’da tanimlanmis
olan tek patojen olarak bildirilmistir (Honger ve ark., 2016). Hatta italya’da C.
gloeosporiodes, C. karstii'den daha sik ve daha viriilent olarak bulunmustur (Aiello ve
ark., 2014).

Buna karsilik lilkemizde turuncgillerde ilk kez tarafimizdan bildirilen antraknoz
etmeni C. karstii (Uysal ve Kurt, 2019), son yillarda Avrupa'da bazi turunggil ¢esitleri ve
bitki organlar1 yoniinden en az C. gloeosporiodes kadar viriilent olarak belirtilmistir
(Guarnaccia ve ark., 2017). Son gelinen bilimsel asama dikkate alindiginda bu ¢alisma,
hem {iilkemizdeki turunggil antraknoz hastaliginin mevcut durumu hemde bu hastaliga
neden olan Colletotrichum’a bagl tiirlerin varligin1 ve taksonomik en son verilerini

ortaya koymasi ile dikkate deger bir arastirma olarak diistiniilebilir.

Sekil 4. 27. Mandarin (satsuma) fidanlarina yapilan patojenisite denemelerinde
stirglinlerde olusan hastalik belirtileri
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Sekil 4. 27 (devam). Mandarin (satsuma) fidanlarina yapilan patojenisite denemelerinde
stirglinlerde olusan hastalik belirtileri

4.7. Colletotrichum gloeosporioides izolatinin Secilen Fungisitlere Karsi in vitro

Duyarhhk Denemeleri

Farkli etki mekanizmalarina sahip 8 fungisite ait ticari preparatlarin, in vitro’da
C. gloeosporioides’in misel gelismesi ve konidi ¢imlenmesi tizerine etkilerini belirlemek
icin, fungisitlerin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak fungusun duyarlilik diizeyleri

belirlenmistir.

4.7.1. Miselyal gelisim denemesi

Bu asamada, bakir oksikloriir’ in 0.01, 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100 png.ml™ propineb’in
0.1, 0.5, 1, 3, 5, 10, 50 pg.ml?! trifloxystrobin’in 0.01, 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 100 pg.ml™
myclobiitanil’in 0.001, 0.002, 0.004, 0.006, 0.008, 0.01 ug.ml'1 azoxystrobin’in 0.003,
0.01, 0.03 pg.ml-1 0.1, 0.3, 1, 3, 10 pg.ml-1 thiophanate methyl’in 0.005, 0.01, 0.05,
0.1, 0.5, 1 pg.ml-1 carbendazim+ chlorothalonil’e 0.001, 0.005, 0.01, 0.05 ugml?,
boscalid + pyraclostrobin’nin 1, 3, 5, 10, 40, 50 pg.ml-! konsantrasyonlarinda C.
gloeosporioides’in LC5 izolatinin miselyal gelisimine olan etkileri incelenmistir.
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Calisma sonucunda, bakir oksikloriir’iin 1.0 pg.ml™* konsantrasyonunda fungusun
ortalama miselyal gelisimi, 72,6 mm olmasina karsin 100 kat1 arttirildiginda bu gelisme,
62,3 mm olarak kaydedilmistir. Propineb’in en diisiik 0,1 mgml™? konsantrasyonunda,
fungusun ortalama miselyal gelisiminin 70,6 mm, en yiiksek konsantrasyonda ise 40,6
mm olarak belirlenmistir. Trifloxystrobin’in en diisiik 0,01 pg.ml? konsantrasyonunda,
fungusun ortalama miselyal gelisimi 50,6 mm, en yiiksek konsantrasyon olan 100 pg.ml’
! ise 13.0 mm oldugu gozlenmistir. Arastirilan literatiirde Colletotrichum’ un farkl
tiirlerine kars1 etkili sonu¢ alinmis oldugu bilinen myclobutanil fungisiti denemede
kullanilmistir. En diisiik konsantrasyon olan 0,001 ugmL™ de 39,3 mm miselyal gelisimi
gosterirken, 10 kat arttirildiginda 4,6 mm miselyal gelisimi ile tamamen engellemeye
yakin oldugu gozlenmistir. Strobilurin grubuna ait fungusitler Colletotrichum tiirlerine
kars1 etkili oldugu bilinmektedir. Bu gruba ait bir diger fungisit olan azoxystrobin’in
genis bir konsantrasyon araligi denemede ¢alisiimistir. Buna gore azoxystrobin’in en
diisiik konsantrasyonu 0,003 pg.ml™’ de miselyal gelisim oran1 46,6 mm iken en yiiksek
konsantrasyon olan 10 mg.ml"" de ise 13,6 mm miselyal gelisim orani gdzlenmistir.
Benzimidazole grubuna giren thiophanate methyl’in miselyal gelisimi duyarlilik
calismasinda, en diisiik 0,005 pg.ml? konsantrasyonda 78,6 mm miselyal gelisim ile en
yiiksek 1,0 pg.ml? konsantrasyonda 0,0 mm oldugu belirlenmistir. Benzimidazole
grubuna giren bir karsim fungisit carbendazim+ chlorothalonil en diisiik konsantrasyon
olan 0,001 pg.ml’ de 46,0 mm miselyal gelisim oram, en yiiksek 0,05 pg.ml?
konsatrasyonda 0,0 mm miselyal gelisim oran1 gozlenmistir. Strobilurin grubuna giren
karistm fungusit boscalid + pyraclostrobin en diisiik konsantrasyon 1.0 ugml' de
miselyal gelisim 54,0 mm iken en yiiksek konsantrasyonda 9,6 mm miselyal gelisim orani
belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Bakar oksikloriir’ iin kontroldeki ortalama fungal gelisimi ile kiyaslandiginda en
diisiik konsantrasyonda yaklasik % 1, en yliksek konsantrasyonda ise, %21,4 oraninda
engelleme orani saptanmistir. Konsantrasyonlarin artmasina ragmen engelleme oranlari
% 50 etkiyi bile gosterememektedir. Buna gore, sonuglar izolatin bu fungisite
duyarliliginin az oldugunu ortaya koymaktadir. Propineb’in ayrica en diisiik
konsantrasyonda engelleme orant % 11,7 iken en yiiksek konsantrasyonda engelleme
orani % 49,2 olarak saptanmustir.

Cizelge 4.14. Fungisitlerin farkli konsantrasyonlarinda C. gloeosporioides izolatinin
ortalama miselyal gelisimleri (mm)
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Trifloxystrobin

Kontrol 0,01 0,1 0,5 1 10 50 100
80+0,0e* 50,6+0,6d 50,0+0,0d 49,0+0,57d 45,0+0,0c 43,6+0,67¢31,6+0,88b 13,0+1,0a
Bakiroksikloriir

Kontrol 0,01 0,1 0,5 1 10 50 100

80,0+0,0c 79,3+0,67c 71,6+1,67b71,6+1,67b 72,6+1,45b 71,0+1,0b 69,3+0,67b 62,3+1,2a
Azoxystrobin

Kontrol 0,003 0,01 0,03 0,1 0,3 1 3 10
80,0+0,0h 46,6+0,33g 43,6+0,33f 35,3+0,33e 32,6+0,33d 32,0+0,0d 28,3+0,33c 24,0+0,57b 13,6+0,33a
Propineb
Kontrol 0,1 0,5 1 3 5 10 50

80,0+0,0g 70,6+0,67f 65,0+0,0e 63,3+0,88¢ 53,3+0,88d 50,0+£0,0c 47,0+1,0b 40,6+0,67a
Thiophanate - methyl

Kontrol 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5 1
80,0£0,0e  78,6+0,67¢  78,0+1,15¢ 59,3+0,67d 29,3+0,67c 14,3+0,67b 0,0+0,0a

Carbendazim+chlorothalonil

Kontrol 0,001 0,005 0,01 0,05
80,0+£0,0e 46,0+1,0d 19,3+0,67¢ 13,3+0,88b 0,0+0,0a
Myclobutanil
Kontrol 0,001 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

80,0+0,0g 39,3+0,67f 25,6+0,67¢ 14,640,33d  13,3+£0,33¢  9,6+0,33b 4,6+0,33a
Boscalid+ pyraclostrobin

Kontrol 1 3 5 10 40 50
80,0+0,0g 54,0+0,57f 48,0+1,15¢ 36,0+0,57d 32,3+0,33¢ 25,34+0,33b 9,6+0,33a

*Herbir satir i¢inde farkli harflerle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Karsilastirma Testine (p=0,05) gore birbirinden 6nemli 6lgtide farklidir.

Buna gore bu fungisitin en yiiksek konsatrasyonunda engelleme oran1 %50 nin
altina diistiigii gozlenmistir. Fungusun bu fungisite kars1 az da olsa duyarli oldugu
gozlenmistir. Trifloxystrobin’in engelleme oranlar1 kontrole gore kiyaslanirsa en diisiik
konsantrasyonda % 37,5, en yiiksek konsantrasyonda ise % 83,8 olarak saptanmustir.
Buna gore fungisitte en yiliksek konsantrasyonda biiyilk oranda engelleme oldugu
gdzlenmistir. Myclobutanil’in engelleme oranlarinda, 0,001pg.ml™ konsantrasyonda
%50,8 orani, en diisiik konsantrasyonda %350’den fazlasi etkiledigi goézlenmistir. En
yiiksek konsantrasyonda ise %94,2 ile yliksek bir engelleme orani oldugu saptanmuistir.
Ayrica, denemede calisilan diger fungisitler icerisinde en diisiik konsantrasyonla en
yiiksek engelleme oranina sahip fungusit oldugu gézlenmistir. Azoxystrobin’in en diigiik
konsatrasyonda %50’ ye yakin engeleme orani belirlenmis, en yliksek konsatrasyon olan
10 ug.ml™™ de % 82,9 orani ile oldukga yiiksek bir sonug gozlenmistir. Boylece, diger
Strobilurin grubuna giren fungusitler arasinda diisiik konsatrasyonda en yiiksek engeleme
oranina sahip oldugu da saptanmistir. Thiophanate methyl’in engelleme oranlar

incelendiginde, 0,005 pg.ml™ konsantrasyonda % 1,7 oran ile diisiik oldugu gozlenirken
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konsantrasyonlar arttirdigimizda 1,0 pg.ml™ konsantrasyonda % 100 bir engelleme orani
ile tamamen engelleyen konsantrasyon bulunmustur. Carbendazim+ chlorothalonil en
yiiksek 0,05 pg.ml-1 konsantrasyonda %100 engelleme oldugu saptanmistir. Boscalid +
pyraclostrobin’in engelleme oranina bakilinca, en diislik konsantrasyonda %32,5 iken en
yiiksek konsantrasyonda %87,9 olarak saptanmistir. Konsantrasyonlar artik¢a kademeli
olarak engelleme oraninin arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.28; Sekil 4.29).

Limonda Antraknoz hastaligi etmeni Colletotrichum gloeosporioides’in DMI,
SDHI, Qols, amid, aniline ve dithiocarbamate gibi farkli kimyasal gruplardan farkl etki
mekanizmalarina sahip bazi fungisitlere kars1 duyarliligi belirlenmistir (Uysal ve Kurt,
2019). Calismamizda kullanilan C. gloeosporioides’in LCS5 izolatinin miselyal gelisimi
engellemesi lizerine farkli fungisitlerin etkileri incelendiginde, en diisiik
konsantrasyonlarda (0.01 pgml-1) en yiiksek etkiyi gosteren fungisitler, sirasiyla
fluopyram + tebuconazole, fluazinam, fluxapyroxad + difenoconazole ve dithianon +
phosphorus acid %100-81.7 araliginda etkili bulunmustur. Secilen fungisitlerin
konsantrasyonlari yiikseltildiginde (10-100 ugml-1), tebuconazole,
pyraclostrobin+metiram, kresoxim methyl ve dimethomorph+mancozeb %100-45.8
araliginda etki gosterebilmistir.

Benzer sekilde yapilan bir ¢aligmada, ¢ili biberinde C. acutatum’un neden oldugu
antraknoz hastaliginin miicadelesi i¢in strobilurin grubu fungisitleri olan azoxystrobin
(Quadris), trifloxystrobin (Flint) ve pyraclostrobin (Cabrio) kullanilmis ve etkili
bulunmustur. (Alexander ve Waldenmaier, 2002; Lewis ve Miller, 2003). Bizim
caligmamizda benzer fungisitler, C. gloeosporioides’e karsi kullanilmis ve %80 nin
tizerinde engelleme oldugu saptanmistir. Ayni1 fungisitlerin Colletotrichum cinsine ait
farkli tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlari kontrol altina aldig1 gozlenmistir.

Isvigre’de kiraz ve visnelerde antraknoz hastaligina kars: fungisitlerin etkinligi ile
ilgili caligmalar yapilmistir. Dokuz adet fungisit igeren uygulamada, thiophanate- methyl
hari¢, thiram, captan, carbendazim, mancozeb, dichlofluanid, etaconazole+captan,
penconazoletcaptan ve bitertanol fungisitleri antraknoza kars1 etkili oldugunu
saptamislardir (Olszak ve Piotrowski,1985). Cek Cumhuriyeti’'nde tebuconazole ile
hasattan 1-2 hafta once ge¢ bir uygulama visne meyvelerinde antraknoz miktarini

azaltmistir (Kloutvorova ve Egert, 2004).
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Sekil 4. 29. C. gloeosporioides izolatinin trifloxystrobin (A), azoxystrobin (B),
thiophanate methyl (C), bakiroksikloriir (D), boscalid+ pyraclostrobin (E),
myclobutanil (F), eklenmis PDA besi yerinde koloni gelisimleri

Miselyal gelisimi i¢in ECso degerleri incelendiginde, bakir oksikloriir’ iin, 119
pg.ml? konsantrasyon ile en yiiksek ECso degerine sahip fungisit olarak belirlenmistir.
Propineb’in ECso degerlerine incelendiginde, ise 38,83 mg.ml? ile yiiksek olarak
degerlendirilebilir. Trifloxystrobin’in ECso degeri, fungusitin 1,78 pg.ml? olarak,
diisiik konsantrasyonda bile etkili olabildigi saptanmistir. Myclobutanil’in ECso degeri
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incelendiginde ise, 0,001 konsantrasyon ile denemede calisilan diger fungisitler
icerisinde en diisiik konsantrasyonda etkili sonug¢ veren fungusit oldugu ve fungusun
bu fungusite ¢ok duyarli oldugu belirlenmistir. Azoxystrobin’in ECso degeri, 0,063
ng.ml? ile diisiik bir konsatrasyonda oldugu belirlenmistir. Denemede ¢alisilan diger
Strobilurin grubuna giren fungusitler icerisinde fungusun en ¢ok duyarlilik gosterdigi
fungusittir. Thiophanate methyl’in ECso degerine gore, 0,288 ng.ml™? konsantrasyon
ile sifirin altinda degerle etkili oldugu goze ¢arpmaktadir. Boylece, C.gloeosporoides
fungusunun bu fungusite duyarlilik gésterdigi belirlenmistir. Benzimidazole grubuna
giren bir karsim fungisit carbendazim+ chlorothalonil’in ECso degeri ise 0,086 pg.ml”
! konsatrasyonu ile diisiik konsantrasyonda etkili oldugu belirlenmistir. Strobilurin
grubuna giren karisim fungusit boscalid + pyraclostrobin ECso degeri 4,5 pg.ml™
konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Strobilurin grubuna ait fungusitler igerisinde
miselyal gelisim duyarlilik ¢alismasi1 agisindan en az etkili fungisit olarak
belirlenmistir (Sekil 4.30).

Misel gelisimi icin EC;, Degerleri
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Sekil 4.30. Fungisistlerin farkli konsantrasyonlarinda C. gloeosporioides izolatinin
miselyal gelisimi i¢in hesaplanan EC50 degerleri
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Uysal ve Kurt, (2019)’da limonda Antraknoz hastalig1 etmeni Colletotrichum
gloeosporioides’in DMI, SDHI, Qols, amid, aniline ve dithiocarbamate gibi farkli
kimyasal gruplardan farkli etki mekanizmalarina sahip bazi fungisitlere karsi
duyarlilik caligmasinda, ECsp degerleri incelendiginde, en etkili fungisitlerin
fluopyram+tebuconazole, fluxapyroxad+difenoconazole ve fluazinam’in 0.001 pgml-
1 ECso degerleri ile en etkili fungisitler oldugu belirlenmistir. Calismamizda oldugu
gibi, bu fungisitlere C. gloeosporioides’in olduk¢a duyarlilik géstermesi ¢alismamizi
destekler niteliktedir.

Brezilya’da muzdan izole edilen Colletotrichum musae etmeninin thiophanate-
methyl fungisitine karsi reaksiyonunu belirlemek igin yapilan ¢aligmada, C. musae
‘nin 139 izolatiin in vitro da thiophanate-methyl’e kars1 duyarliligi incelenmistir.
Miselyal gelisimde, ECso degeri 0.003-48.73 pgml? arasinda degiskenlik
gostermistir. Bu fungisit, calismamizda C. gloeosporioides’e karst miselyal gelisim
denemelerinde, 0,288 pg.ml? ECso degeri ile duyarli oldugu saptanmis, konidiyal
cimlenme denemelerinde ise 4,61 pg.ml™* ECso degeri belirlenmistir. 0.003-4.84 pg.ml
! arasinda degisen ECso degerleri ile 130 izolat duyarli, 10.43-48.73 ug.ml™* arasinda
degisen ECso degerleri ile 9 izolat ise orta direngli olarak gruplandirilmistir. Sonug
olarak, ECso degerleri incelendiginde, C. musae tiirtine gore C. gloeosporioides’in
daha duyarli oldugu gézlenmistir (Vieira ve ark., 2017).

Benzer ¢alismada, portakal ‘da antraknoza neden olan C. gloeosporioides’ e
kars1 Qol fungisitlerinin in vitro ¢alismalarinda; C. gloeosporioides’in 37 izolat1 ve 3
farkli Qol fungisit azoxystrobin, pyraclostrobin ve trifloxystrobin kullanilmigtir. C.
gloeosporioides’in 37 izolat ECso degerleri azoxystrobin igin 0.36-102 pg.ml?,
trifloxystrobin i¢in 0.047-0.49 pg.ml? Pyraclostrobin’in EC50 degerlerinin 0.14
ug.ml? olarak belirlenmistir. Aym fungisitler, ¢alismamizda limon bitkisinden elde
edilen C. gloeosporioides’in izolatina karsi azoxystrobine daha duyarl, diger
fungisistlerde bu calismaya gore daha dayanikli oldugu saptanmistir. Buna gore, ayni
Colletotrichum tiiriintin farkli konukgulardan elde dilen izolatlarinin fungisitlere karsi

duyarliliklarinda farklilik saptanmistir (Piccirillo ve ark., 2018).
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4.7.2. Konidiyal cimlenme denemesi

Bu asamada, farkli konsantrasyonlardaki (ngml™) bakir oksikloriir 0.5, 1, 10,
50, 100 pgml™, propineb 0.1, 0.5, 1, 3 pgml?, trifloxystrobin 0.1, 0.5, 1, 3, 5 pgml™,
myclobutanil 0.004, 0.006, 0.008, 0.01, 0.03 pg.ml-1 azoxystrobin 0.1, 0.3, 1, 3, 5
pgml?, thiophanate methyl 0.5, 1, 3, 5, 10, 20 ug.ml-1 carbendazim+ chlorothalonil
0.001, 0.003, 0,005 0.008, 0.01 pug.ml-1 boscalid + pyraclostrobin 0,3, 0,5, 1, 2 pg.ml-
1 fungisitlerine kars1 C. gloeosporioides’in LC5 izolatimin konidiyal gelisimlerinin
duyarliliklart incelenmistir.

Bakir oksikloriir’ iin 1.0 pg.ml? konsantrasyonunda fungusun konidiyal
cimlenmesine etkileri incelendiginde, en diisiik konsantrasyon ile en yiiksek
konsantrasyon arasinda farklilik gozlenmemektedir. Propineb’in en diisiik
konsantrasyonunda (0,1 pg.ml ™), fungusun ortalama konidiyal ¢cimlenme oran1 %62,6
iken en yiiksek konsantrasyonda higbir ¢imlenme gozlenmemistir. Trifloxystrobin
incelendiginde ise, en diisiik 0,1 pug.ml? konsantrasyonunda, fungusun ortalama
konidiyal ¢imlenme oran1 %82,6 iken, en yiiksek konsantrasyon olan 5 pg.ml™? ise 0,0
oldugu gozlenmistir. Myclobutanil fungisitinin etkileri incelendiginde, en diisiik
konsantrasyon olan 0,004 pg.ml™’de %74,6 oraninda konidiyal ¢imlenme gozlenirken,
10 kat arttinldiginda %14,6 oram1 saptanmistir. Azoxystrobin’in en diisiik
konsantrasyonu 0,01 pug.ml*’de konidiyal ¢imlenme oram1 %81,6 iken en yiiksek
konsantrasyon olan 5 pg.ml™’de ise 0,0 oraninda oldugu gozlenmistir. Benzimidazole
grubuna giren thiophanate methyl’in konidiyal ¢cimlenme duyarlilik ¢alismasinda, en
diisiik 0,5 pg.ml? konsantrasyonda %90,3 konidiyal ¢gimlenme ile en yiiksek 20 pg.ml°
! konsantrasyonda %16,0 orani oldugu belirlenmistir. Benzimidazole grubuna giren
bir karsim fungisit carbendazim+ chlorothalonil en diisiik konsantrasyon olan 0,001
png.mll’de %46,0 oraninda cimlenme orani gozlenirken, konsantrasyon 10 kat
arttiginda, yani 0,01 pg.ml™>’de %0,0 konidiyal ¢imlenme oran1 gézlenmistir. Boscalid
+ pyraclostrobin en diisiik konsantrasyon 0,3 pg.ml™*’de ortalama konidiyal ¢imlenme
oran1 %40,3 iken en yiiksek konsantrasyon 2 pg.ml™*’de ise %0,0 oran1 belirlenmistir
(Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15. C. gloeosporioides izolatinin fungisitlerin farkli konsantrasyonlarindaki
ortalama konidi ¢gimlenmeleri (%)

Trifloxystrobin

Kontrol 0,1 0,5 1 3 5
100+£0,0* 82,6+0,3¢ 72,6+1,45d 48,3+0,8¢ 18,3+0,8b 0,0£0,0a
Bakiroksikloriir
Kontrol 0,5 1 10 50 100
100+£0,0f 93,0+1,7¢ 86,3+0,8d 74,3+0,8c  70,0+0,0b 61,0+1,0b
Azoxystrobin
Kontrol 0,1 0,3 1 3 5
100+£0,0f 81,6+0,8¢e 72,6+1,45d 30,3+0,33¢  17,6+0,33b 0,0+0,0a
Propineb
Kontrol 0,1 0,5 1 3
100+0,0e 62,6+1,45d 52,6+1,45¢  31,0+1,0b 0,0+0,0a
Carbendazim+chlorathalonile
Kontrol 0,001 0,003 0,005 0,008 0,01
100+0,0f 46,0£1,0e  30,3+0,3d 21,0+0,57b 12,0+1,0b 0,0+0,0a
Myclobiitanil
Kontrol 0,004 0,006 0,008 0,01 0,03

100+0,0f 74,6+0,3e  61,640,8d 50,6+0,6¢ 38,3+0,8b 14,6+0,3a
Boscalid+ pyraclostrobin

Kontrol 0,3 0,5 1 2
100+£0,0e  40,3+1,0d 30,3+0,3¢ 20,6+0,3b 0,0+0,0a
Thiophanate methyl
Kontrol 0,5 1 3 5 10 20

100£0,0g  90,3+0,3f  76,0+2,08¢ 64,0+0,57d  42,6+1,45¢c 30,3+1,45b 16,0+1,0a

*Siitun iginde farkl harflerle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Karsilagtirma Testine (p=0,05) gore birbirinden énemli 6l¢tide farklidir.

Konidiyal ¢imlenme engelleme oranlari incelendiginde; Bakir oksikloriir’ {in
1.0 pg.ml™? konsantrasyonda %13,7 oraninda, konsantrasyonu 100 Kat arttirildiginda
¢imlenmeyi engelleme %39 oraninda kalmistir. Buna gore, sonuglar fungusun bu
fungisite duyarliliginin az oldugunu ortaya koymaktadir. Bakirli preparatlar koyucu
amach fungisitler olarak kullanilmasi hastalig1 tedavi etmekte yetersiz kalmaktadir.
Propineb’in en diisiik konsantrasyonda (0,1 pg.ml* ) engelleme oran1 % 37,3 iken en
yiiksek konsantrasyonda (3 pg.ml?) engelleme oran1 % 100 olarak saptanmustir.
Fungisit, fungusun misel gelisimine gore konidiyal ¢imlenmeyi daha fazla
engellemistir.  Trifloxystrobin  engelleme oranlarina bakilinca en  diisiik
konsantrasyonda % 17,3, en yiiksek konsantrasyonda ise % 100 olarak saptanmustir.
Myclobutanil engelleme oranlarinda, 0,004 pg.ml™* konsantrasyonda %25,3 oran ile

en diisiik konsantrasyonda ise %85,3 oraninda oldugu gozlenmistir. Azoxystrobin’in
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en diislik konsatrasyonda %18,3 engeleme oran1 belirlenmis, en yiiksek konsatrasyon
olan 5 pg.ml*’de % 100 orani ile tamamen engelleme gozlenmistir. Benzimidazole
grubuna giren thiophanate methyl’in engelleme oranlarma bakilirsa, 0,5 pg.ml?
konsantrasyonda % 9,7 orani ile diisiik oldugu gozlenirken, konsantrasyonlari
artigimizda % 90,3 bir engelleme orani ile yiiksek engellemeye gozlenmistir.
Benzimidazole grubuna giren bir karsim fungisit carbendazim+ chlorothalonil
engelleme oranlarina bakilinca, en yiiksek konsantrasyonda %100 engelleme oldugu
saptanmistir. Boscalid + pyraclostrobin engelleme oranina bakilinca, en diisiik
konsantrasyonda %59,7 ile en diisiik konsantrasyonda bile engelleme orani %50’yi
geemistir. En yiiksek konsantrasyonda %100 olarak saptanmustir (Sekil 4.31; Sekil
4.32).

Cin’de azoxystrobin, picoxystrobin, difenoconazole, thiophanate-methyl,
mancozeb ve pyraclostrobin fungisitleri, Colletotrichum acutatum'un neden oldugu
antraknoz hastaliklarmin kontrol etmek igin Cin’de kullanilmaktadir. /n vitro
denemelerde pyraclostrobin ve azoxystrobin hem miselyal gelisimi hem de spor
¢imlenmesi, mancozeb ise sadece spor ¢imlenmesini ve difenoconazole ile
thiophanate-methyl ise sadece miselyal gelisimin engellenmesinde etkili oldugu
bildirilmistir. Elde edilen sonuglar, bu fungisitlerin calismamizda C. gloeosporioides’i
engelledigi gibi C. acutatum’u inhibe ettigini gostermektedir. Pyraclostrobin
sporlanmay1 ve ¢im tiibiiniin uzamasin1 engelledigi belirlenmistir. Pyraclostrobin
inokulasyondan 72 saat kadar iyilestirici etki sagladig1 ve 96 saate kadar ise koruyucu
aktivite sagladigi kaydedilmistir (Gao ve ark., 2017). Pyraclostrobin’in boscalid ile
karisimini kullandigimiz ¢alismamizda yiiksek oranda etki gosterdigi belirlenmistir.

Uysal ve Kurt, (2019)’da yapmus olduklar1 ¢alismada kullanilan fungisitlerin
C. gloeosporioides’in LC5 izolatinin konidiyal ¢imlenmesini engellemesi {izerine
etkisi ve duyarliligi incelendiginde, 1 pg.ml? konsantrasyonun altinda fungusun
konidi ¢imlenmesinin fluopyram+tebuconazole, fluazinam, dithianon+phosphorus
acid, fluxapyroxad+difenoconazole ve kresoxim methyl+boscalid tarafindan %90’a
yakin degerlerde engellenmenin saptanmasi, ¢alisgmamizdaki bakiroksikloriir hari¢

diger fungisitlerdeki sonuglar1 desteklemektedir.
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Sekil 4.32. Konidi ¢cimlenme denemelerinin kontrol (A) ve etkili dozlarin (B,C,D) trinokiiler arastirma mikroskobu altinda goriiniimii



Konidi ¢imlenmesi i¢in ECso degerleri incelendiginde, Bakir oksikloriir’ in ECsg
degerleri 477,7 pg.ml™ oran1 ile oldukca yiiksek bir deger goze ¢arpmaktadir. Propineb’in
ECso degeri ise 0,64 pgml! ile oldukca diisiik olarak degerlendirilebilir.
Trifloxystrobin’in ECso degerine bakilinca, bu fungusitin 1,14 pg.ml? olarak diisiik
konsantrasyonda etkili oldugu saptanmistir. Myclobutanil’in ECso degeri 0,007 pg.ml™
konsantrasyon ile denemede ¢alisilan diger fungisitler arasinda en diisiik konsantrasyonda
etkili sonu¢ veren fungusit oldugu saptanmistir (Sekil 4.33). Bdylece, fungusun bu
fungusite duyarli oldugu belirlenmistir. Azoxystrobin’in ECso degerine bakilirsa, 0,89
pg.ml? ile 0’ dan diisiik konsantrasyonda etkilli oldugu goze ¢arpmaktadir. Calismada
kullanilan fungisitler arasinda konidi ¢imlenmesi ECso degeri en diisiik fungisit olarak
belirlenmistir. Benzimidazole grubuna giren thiophanate methyl’in ECso degerine gore,
4,61 pg.ml? degerle etkili oldugu gdzlenmistir. Benzimidazole grubuna giren bir karsim
fungisit carbendazim+ chlorothalonil ECso degeri ise 0,037 pg.ml™? konsantrasyonu ile
diisiik konsantrasyonda etkili oldugu belirlenmistir. Boscalid + pyraclostrobin’in ECso

degeri 0,289 pg.ml* konsantrasyonda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 33. Fungisistlerin farkli konsantrasyonlarinda C. gloeosporioides izolatinin
konidi ¢imlenmesi i¢in hesaplanan EC50 degerleri
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5.SONUC VE ONERILER

Colletotrichum cinsine bagh C. gloeosporioides ve C. karstii tiirleri tarafindan
2016 ve 2017 yillarinda limon, mandarin, portakalin agirlikli oldugu altintop ve turung
gibi turunggil tiir ve ¢esitlerinin siirgiinlerinde olusturulan ugkurutan benzeri geriye dogru
oliim, meyveler ve yapraklarda antraknozu andiran belirtiler gozlenmistir. Dogu
Akdeniz bolgesinde turunggil yetistiriciligin yapildigi, Hatay, Adana, Osmaniye ve
Mersin illerinde bu hastaligin goriilmesi sebebiyle, hastalik etmenlerinin morfolojik,
patojenik, molekiiler karakterizasyonu ve tiir teshisinde yeni teknolojik cihaz olan
MALDI TOF MS ile tanilanmas1 bu arastirma ile gerceklestirilmistir.

Bu c¢alisma sonucunda elde edilen 6rneklerden yapilan izolasyonlarda 161
Colletotrichum izolat1 elde edilmistir. Toplanan bu izolatlardan 72’si limon, 40’1
mandarin, 13’ {i portakal, 1 adeti altintop ve biride turunctan elde edilmistir. izolasyonlar
sonucu elde edilen kiiltiirlerde 6ncelikle grimsi renkte baslayan sonrada turuncu renge
doniisen pigmentler gézlenmistir. Bazi izolatlarin kolonilerinde yapiskanimsi, turuncu
renkte conidiomata yapilarinin ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. Olgunlasan kiiltiirlerde
patojenin tireme yapisi aservuluslarin olustugu gozlenmistir. Bazi izolatlarda ise seffaf-
krem rengi ve olgunlasan kiiltiirde az miktarda aservulus oldugu belirlenmistir. 3.

Koloni rengi, konidi sekil ve boyutlari ile eseyli lireme yapilar1 ve apresoryum
yapilarina gore morfolojik tani karakterleri esas alinarak Colletotrichum cinsine ait C.
gloeosporioides ve C. karstii tiirleri tanimlanmuistir.

Fungusun morfolojik o6zelliklerini dogrulamak i¢in yiiriitilen molekiiler
filogenetik analizler sonucu limonda 40 izolatin C. gloeosporioides ve 34 izolatin C.
karstii oldugu tespit edilmistir. Mandarinde ise 32 izolat C. gloeosporioides ve 8 izolat
C. karstii olarak saptanmistir. Portakaldan 13 izolat, altintopdan 1 izolat ve turungtan 1
izolat, C. gloeosporioides tiiriine bagli olarak belirlenmistir. Dort genin birlikte
kullanilarak yapilan filogenetik analizle kombine seklinde olusturulan dendrogramda, bu
calismada kullanilan izolatlar C. gloeosporioides ve C. karstii seklinde iki gruba
ayrilmistir. Buna gore kullanilan 22 izolattan 3* i C. karstii grubunda, 19’u C.
gloeosporioides grubunda yer almistir.

Fungal tiirlerin morfolojik ve molekiiler karakterizasyonunu desteklemek i¢in
yiiriitilen MALDI TOF MS analiz sonucunda, C. gloeosporioides tiiriinde 63 izolat; C.
karstii tiirtinde ise; 30 izolat 2.000-2.299 (yesil renk) aras1 deger giivenilir tiir diizeyinde

teshis seklinde tiir tanis1 yapilmistir. C. gloeosporioides tiiriinde 25 izolat; C. karstii
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tiirlinde 12 izolat 1.700-1.999 (sar1 renk) aras1 deger muhtemel cins diizeyinde teshis,
seklinde tanimlama yapilmistir. Patojenisite denemesinde, C. gloeosporioides tiirii i¢in
LC5, C. Kkarstii tiirii igin MCKk9 izolat1 segilmistir. C.gloeosporioides tiiriine baglh LC5
izolat1 ve C. karstii 'nin LCk36 izolatinin daha virtilent olduklari belirlenmistir. C. karstii’
nin MCk9 ve C.gloeosporioides tiirinde MC4 izolatlar1 yiiksek hastalik orani
gostermislerdir.

Fungisit duyarlilik denemelerinde etkili miselyal gelisim ve konidiyal ¢imlenme
seklinde iki asamali olarak yapilan ¢alismalarda, C. gloesporioides fungusunun
denemelerdeki tiim fungisitlere kars1t olduk¢a duyarli oldugu gézlenmistir. Denemede
kullanilan fungisitler igerisinde, myclobutanil, boscalid+pyraclostrobin, trifloxystrobin,
carbendazim+ chlorothalonil ve thiopmate methly en etkili fungisitler oldugu
saptanmistir.

Bu arastirma, tilkemizde turunggil antraknoz hastaligi ile iligkili Colletotrichum
tiirlerinin tanilanmasi ve miicadelesi konusunda yapilan en genis kapsamli ¢alismadir.
Colletotrichum tiirlerinin neden oldugu antraknoz hastaliklari, hem derim 6ncesi hem de
derim sonrast énemli kayiplara neden oldugu igin bu cins iizerinde bilimsel c¢alisma
yapilmasi 6nem arz etmektedir. Colletotrichum tiirlerinde ayni tiir bir¢ok bitkiyi enfekte
edebilme yetenegindedir. Ayrica ayni bitki tizerinde birde fazla Colletotrichum tiirii de
hastalik olusturabilmektedir. Ayrica, gift¢ilerimiz agisindan tam olarak bilinmeyen bu
hastalik, yanlis miicadele yontemlerine ve kimyasal uygulamalara sebep olarak hem
cevreye zarar verilmesine hem de iirline zarar verilerek ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Ulkemiz acisindan Colletotrichum tiirleri {izerine genis kapsamli bir calisma
yapmak ve ¢ikan sonuglar dogrultusunda cift¢ilerimiz bilgilendirmek ve gerekli dnlemler
almak saglikl iiriin ve ekonomik kazang i¢in 6nem arz etmektedir. Calisma sonucunda
elde edilen veriler hem bilimsel olarak hemde turunggil {ireticileri acgisindan oldukca
Oonem tasimaktadir. Bu calisma ile, yillardir turunggillerde g6z ardi edilen antraknoz
hastaliginin enfeksiyon sekli ile miicadelesi ve en onemlisi iireticiler tarafindan tam
olarak taninmadig ortaya ¢ikmustir. Ureticiler tarafindan ugkurutan (Phoma tracheiphila)
olarak bilinen hastaligin artik geri planda kaldigi ve yerini antraknoz (Colletotrichum
spp.) hastaligina biraktig1 yapilan arazi gézlemleri ve laboratuvar analizleri ile kesinlik
kazanmustir.

Sonugta, Colletotrichum’a ait tiirlerin turunggillerdeki popiilasyon yapisinin
morfolojik, genetik ve patojenik karakterizasyonu ve diger bolgelerdeki tiirlerle

karsilagtirilmasi, antraknoz hastalifinin etiyolojisinin daha iyi aydinlatilmasi ve etkili
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hastalik yonetim stratejilerinin gelistirilmesinin tesvik edilmesinde zorunludur. Ayrica,
turunggillerde hastaliklara kars1 dayanikli ¢esit gelistirme ve 1slah caligmalar yiiriiten
aragtiricilarin, 6nemli bir patojen grubu olarak Colletotrichum tiirlerinin potansiyel
tehlikesini g6z Oniine almalar1 faydali olacaktir. Bu konuyla ilgili zirai miicadele teknik
talimatlarin diizenlenmesi, standart ilag deneme metodlarinin olusturulmasi ve bu
hastalikla ilgili ila¢ ruhsatlama ¢alismalarinin tesvik edilmesi oncelikli konular arasinda

yer almalidur.
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EKLER

EK1

Patates Dekstroz Agar(PDA)’min hazirlanisi

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

121°C’de 15 dk steril edilmistir.
Sentetik Nutrient Agar (SNA) ortaminin hazirlamsi

1 litre ortam igin, 1g KH2PO4, 1g KNO3, 0,59 MgS04.7H20, 0,59 KCl, 0,2g
Glukoz, 0,2g Sakkaroz, 20g Agar karistirllmig ve lizeri saf su ile tamamlanarak

121°C’de 15 dk otolavda steril edilmistir.

EK2

C. gloeosporioides ve C. karstii’ye ait spor dl¢timleri

fzola | Konukeu tiirii | Konidi Konidi Konidi sekli
t /Alinan doku uzunlugu(pm) genisligi(um)

max | min | ort ma | mi ort

X n

MC1 | Mandarin/ 184 | 164 | 17.4 | 5.9 | 3.7 | 4.8 | Silindirik,hafif
a yaprak 1 3 2 7 7 7 ince
MC1 | Mandarin/ 18.2 | 16.2 | 17.0 | 5.4 | 3.3 | 4.4 | Silindirik,hafif
b yaprak 4 0 0 7 3 0 ince
MC2 | Mandarin 16.3 | 148 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
a /dal 0 0 0 3 2 0 kalin
MC3 | Mandarin/ 174 | 164 | 17.4 | 54 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif
a yaprak 1 3 2 5 4 4 ince
MC4 | Mandarin/yapr | 185 | 16.4 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
a ak 6 9 0 6 2 5 ince
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MC4 | Mandarinfyapr | 17.4 | 154 | 16.4 | 49 | 4.2 | 5.0 | Silindirik,hafif

b ak 1 3 6 7 3 1 ince

MC5 | Mandarin/dal 194 | 144 | 176 | 45 | 3.8 | 4.9 | Silindirik,hafif

a 5 8 7 5 8 8 ince

MC5 | Mandarin/dal 179 | 164 | 17.3 | 5.2 | 3.2 | 3.8 | Silindirik,hafif

b 8 3 4 1 3 7 ince

MC6 | Mandarin/yapr | 16.2 | 145 | 148 | 6.6 | 4.4 | 5.0 | Silindirik,biraz

a ak 5 6 0 5 0 0 kalin

MC6 | Mandarinfyapr | 16.2 | 14.7 | 135 | 55 | 4.2 | 4.4 | Silindirik,birazk

b ak 0 6 8 5 1 5 alin

MC7 | Mandarin/dal 189 | 154 | 16.4 | 5.0 | 3.6 | 4.8 | Silindirik,hafif

a 8 3 8 0 0 7 ince

MC8 | Mandarin/dal 19.3 | 165 | 17.0 | 5.3 | 3.0 | 4.2 | Silindirik,hafif

a 1 5 6 4 0 1 ince

LC1 Limon/dal 183 | 16.0 | 17.2 | 54 | 3.7 | 4.8 | Silindirik,hafif

a 4 0 3 5 7 7 ince

LC1 Limon/dal 18.2 | 16.1 | 17.0 | 54 | 3.2 | 4.4 | Silindirik,hafif

b 4 1 4 7 3 6 ince

LC2 Limon/dal 16.3 | 148 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz

a 0 0 0 3 2 0 kalin

LC2 Limon/dal 174 | 164 | 174 | 54 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif

b 1 3 2 5 4 4 ince

LC3 Limon/dal 185 | 164 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif

6 9 0 6 2 5

LC4 Limon/ 16.3 | 148 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
yaprak 0 0 0 3 2 0 kalin

PC1 Portakal/ 174 | 164 | 174 | 54 | 3.4 | 4.4 Silindirik,hafif
dal 1 3 2 5 4 4 ince

PC2a | Portakal/ 185 | 164 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
yaprak 6 9 0 6 2 5 ince

PC2 Portakal/ 16.3 | 148 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz

b yaprak 0 0 0 3 2 0 kalin

MC1 | Mandarin/dal 174 | 164 | 174 | 54 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif

a 1 3 2 5 4 4 ince

MC2 | Mandarin/yapr | 185 | 16.4 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif

a ak 6 9 0 6 2 5 ince

MC2 | Mandarinfyapr | 16.3 | 14.8 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz

b ak 0 0 0 3 2 0 kalin
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MC3 | Mandarin/yapr | 18.3 | 16.4 | 17.4 | 5.9 | 3.7 | 4.8 | Silindirik,hafif

a ak 4 3 4 7 7 8 ince

MC3 | Mandarin/yapr | 18.2 | 16.2 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.4 | Silindirik,hafif

b ak 4 0 0 7 5 1 ince

LC1 Mandarin/yapr | 16.6 | 14.0 | 155 | 6.6 | 4.8 | 5.7 | Silindirik,biraz

a ak 6 1 8 3 8 8 kalin

LC1 Mandarin/yapr | 17.8 | 16,5 | 17.3 | 5.0 | 3.4 | 4.2 | Silindirik,hafif

b ak 7 3 8 0 1 3 ince

MC1 | Mandarin/dal 185 | 164 | 17.4 | 5.6 | 3.3 | 4.5 | Silindirik,hafif

a 5 4 0 6 2 2 ince

MC1 | Mandarin/dal 16.4 | 148 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz

b 6 0 0 3 4 0 kalin

MC2 | Mandarin/yapr | 18.4 | 16.4 | 17.2 | 5.4 | 3.0 | 4.4 | Silindirik,hafif
ak 9 4 1 5 0 9 ince

MC3 | Mandarin/yapr | 185 | 16.4 | 17.2 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
ak 6 9 3 6 2 5 ince

MC4 | Mandarin/yapr | 16.3 | 14.8 | 155 | 5.6 | 4.4 | 5.0 | Silindirik,biraz

a ak 0 0 0 3 2 1 kalin

MC4 | Mandarin/fyapr | 17.4 | 16.4 | 175 | 6.4 | 3.8 | 5.4 | Silindirik,hafif

b ak 9 2] 6 5 9 4 ince

MC4 | Mandarin/yapr | 185 | 16.4 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif

c ak 6 5 0 6 2 5 ince

MC5 | Mandarin/dal 16.2 | 147 | 155 | 6.8 | 4.4 | 5.6 | Silindirik,biraz

a 1 8 3 9 2 7 kalin

MC5 | Mandarin/dal 185 | 159 | 17.4 | 59 | 3.6 | 4.8 | Silindirik,hafif

b 1 9 2 9 1 8 ince

MC6 | Mandarin/yapr | 18.3 | 16.2 | 17.0 | 5.4 | 3.3 | 4.3 | Silindirik,hafif

a ak 4 5 1 7 0 9 ince

MC6 | Mandarin/yapr | 16.7 | 14.8 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz

b ak 0 3 0 3 2 1 kalin

TC1 | Turung/ 179 | 16.6 | 174 | 54 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif
yaprak 1 6 2 5 9 4 ince

LC1 [ Limon/ 185 | 164 | 17.0 | 56 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
yaprak 6 1 9 4 9 5 ince

LC2 Limon/ 169 | 148 | 155 | 6.2 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
yaprak 0 0 5 3 4 0 kalin

LC3 [ Limon/ 174 | 164 | 174 | 54 | 3.4 | 45 | Silindirik,hafif
yaprak 1 4 2 4 4 ince

LC4 Limon/ 186 | 16,5 | 17.4 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
yaprak 6 5 3 0 2 5 ince
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LC5 Limon/ 16.7 | 149 | 156 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
yaprak 6 8 5 3 8 0 kalin

LC6 Limon/ 179 | 16.2 | 17.4 | 54 | 3.2 | 4.5 | Silindirik,hafif
yaprak 8 1 3 5 1 5 ince

LC7 Limon/ 185 | 164 | 171 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
meyve 5 6 0 6 2 5 ince

LC8 Limon/ 16.6 | 142 | 152 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
meyve 6 3 2 3 4 1 kalin

LC9 Limon/dal 184 | 164 | 17.4 | 59 | 3.2 | 4.8 | Silindirik,hafif
1 3 2 7 3 8 ince

LC1 Limon/dal 18.2 | 16.2 | 174 | 5.4 | 3.9 | 4.8 | Silindirik,hafif
0 4 0 0 7 8 0 ince

LC1 Limon/dal 16.3 | 148 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
1 3 6 0 3 2 0 kalin

LC1 Limon/dal 174 | 164 | 174 | 5.4 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif
2 1 3 2 5 3 4 ince

LC1 Limon/dal 185 | 16.4 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
3 6 9 0 6 2 5 ince

LC1 Limon/dal 16.2 | 148 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
4 3 0 0 3 2 2 kalin

LC1 Limon/dal 18.4 | 164 | 174 | 5.4 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif
5 1 3 2 5 4 5 ince

LC1 Limon/dal 185 | 164 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
6 4 9 0 6 2 5 ince

LC1 Mandarin/yapr | 185 | 16.4 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
ak 9 9 9 6 2 6 ince

LC2 Limon/dal 16.2 | 148 | 151 | 6.6 | 4.4 | 5.1 | Silindirik,biraz
1 0 0 3 5 1 kalin

PC1 Portakal/ 184 | 164 | 17.4 | 59 | 3.7 | 4.8 | Silindirik,hafif
yaprak 1 3 2 9 1 7 ince

MC1 | Mandarin/yapr | 18.2 | 15.2 | 17.0 | 5.4 | 3.3 | 4.3 | Silindirik,hafif
ak 4 0 9 7 3 0 ince

LC1 Limon/ 16.3 | 148 | 151 | 6.7 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
yaprak 0 5 4 8 2 9 kalin

LC2 Limon/ 154 | 164 | 17.4 | 54 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif
yaprak 1 3 2 5 4 4 ince

MC2 | Mandarin/yapr | 185 | 16.4 | 17.1 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
ak 6 4 9 6 2 5 ince

AC1 | Altintop/ 16.3 | 148 | 156 | 6.0 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
yaprak 0 9 0 9 1 0 kalin
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LC3 Limon/ 174 | 154 | 174 | 54 | 3.2 | 4.4 | Silindirik,hafif
a yaprak 1 3 2 5 1 4 ince

LC3 Limon/ 185 | 16,5 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
b yaprak 5 0 0 6 2 5 ince

PC2 Portakal/ 16.3 | 143 | 155 | 6.0 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
dal 1 4 0 0 2 0 kalin

LC4 Limon/dal 174 | 166 | 174 | 53 | 3.2 | 45 | Silindirik,hafif
1 7 2 7 9 6 ince

LC5 Limon/dal 185 | 164 | 17.4 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
6 6 0 6 2 3 ince

LC6 Limon/dal 16.3 | 14.8 | 155 | 6.6 | 4.0 | 5.2 | Silindirik,biraz
a 0 0 9 3 9 4 kalin

LC6 Limon/dal 184 | 164 | 174 | 59 | 3.7 | 4.8 | Silindirik,hafif
b 5 6 2 9 7 7 ince

LC7 Limon/dal 173 | 16.2 | 17.0 | 54 | 3.3 | 4.4 | Silindirik,hafif
1 4 0 7 3 1 ince

LC8 Limon/dal 163 | 149 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
9 0 0 8 4 0 kalin

LC9 Limon/dal 170 | 164 | 174 | 54 | 3.4 | 4.6 | Silindirik,hafif
a 9 3 2 5 4 7 ince

LC9 Limon/dal 185 | 16.4 | 17.3 | 5.0 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
b 6 9 4 9 2 5 ince

LC9 Limon/dal 163 | 148 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.0 | Silindirik,biraz
o 6 7 0 3 9 9 kalin

LC1 Limon/yaprak | 17.4 | 16.4 | 17.4 | 5.1 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif
1 3 2 0 4 9 ince

LC2 | Limon/yaprak | 185 | 16.4 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
6 9 9 6 3 5 ince

LC3 Limon/meyve 16.7 | 148 | 155 | 6.4 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
7 9 0 3 2 0 kalin

LC4 Limon/dal 179 | 165 | 174 | 54 | 3.4 | 4.6 | Silindirik,hafif
0 1 2 4 4 6 ince

LC1 Limon/yaprak | 185 | 16.4 | 17.1 | 55 [ 3.2 | 4.6 | Silindirik,hafif
6 9 7 5 9 5 ince

LC2 Limon/dal 169 | 149 | 151 | 6.0 | 4.4 | 5.4 | Silindirik,biraz
8 1 9 9 2 3 kalin

LC3 | Limon/yaprak | 18.0 | 16.4 | 17.4 | 5.9 | 3.7 | 4.8 | Silindirik,hafif
9 3 2 7 9 1 ince

TC1l | Turung/yaprak | 18.2 | 16.2 | 17.0 | 5.4 | 3.3 | 4.3 | Silindirik,hafif
9 4 5 7 5 0 ince
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LC1 Limon/yaprak | 16.3 | 14.8 | 15.7 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
0 0 1 3 2 0 kalin

LC2 | Limon/yaprak | 17.7 | 16.4 | 17.4 | 5.4 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif
3 3 2 5 4 4 ince

MC1 | Mandarin/yapr | 185 | 16.4 | 17.0 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
ak 6 9 3 6 2 5 ince

PC1 Portakal/yapra | 16.3 | 14.8 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
k 5 9 0 3 2 0 kalin

LaC Laym/yaprak 178 | 16.1 | 174 | 54 | 3.4 | 4.3 | Silindirik,hafif
1 7 9 2 5 4 2 ince

LC1 Limon/yaprak | 185 | 16.4 | 17.1 | 5.6 | 3.2 | 4.6 | Silindirik,hafif
6 9 6 6 9 5 ince

LC2 Limon/meyve 166 | 149 | 155 | 6.6 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
5 1 0 3 2 1 kalin

LC3 | Limon/dal 174 | 164 | 174 | 54 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif
1 3 2 5 1 4 ince

LC1 | Limon/yaprak | 185 | 16.1 | 17.2 | 5.6 [ 3.3 | 4.3 | Silindirik,hafif
6 8 7 6 4 1 ince

MC1 | Mandarinfyapr | 16.5 | 14.8 | 156 | 6.6 | 4.4 | 5.1 | Silindirik,biraz
ak 5 0 1 3 9 8 kalin

MC2 | Mandarinfyapr | 17.5 | 16.4 | 17.4 | 5.9 | 3.7 | 4.8 | Silindirik,hafif
ak 5 3 2 7 7 7 ince

LC1 | Limon/yaprak | 18.2 | 16.2 | 17.0 | 54 [ 3.3 | 4.4 | Silindirik,hafif
4 0 0 7 3 0 ince

LC2 Limon/yaprak | 16.4 | 14.8 | 155 | 6.8 | 4.4 | 5.2 | Silindirik,biraz
5 0 0 1 2 0 kalin

LC3 | Limon/yaprak | 17.4 | 16.4 | 17.4 | 5.4 | 3.1 | 4.4 | Silindirik,hafif
1 3 2 5 2 1 ince

MC1 | Mandarin/yapr | 185 | 16.4 | 17.1 | 5.6 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
ak 6 9 0 6 2 5 ince

MC2 | Mandarin/yapr | 16.3 | 14.1 | 155 | 6.6 | 4.5 | 5.1 | Silindirik,biraz
ak 1 0 0 3 6 9 kalin

MC1 | Mandarinfyapr | 17.0 | 16.4 | 17.4 | 5.4 | 3.4 | 4.4 | Silindirik,hafif
ak 9 3 2 5 4 4 ince

MC2 | Mandarin/yapr | 18.6 | 16.4 | 179 | 5.7 | 3.3 | 4.6 | Silindirik,hafif
ak 7 9 9 7 2 5 ince
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