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0Z: 2015-2017 yillar1 arasinda Konya bolgesi seker pancari ekim alanlarindan 866 tarlanin 691°inde kok giirtikliikleri tespit edilmis
ve elde edilen birgok fungus igerisinden en ¢ok Rhizoctonia spp. elde edilmistir. Fungusun tanisinda; morfolojik tanilama, izolasyon,
mikroskobik gozlem, klasik yollarla anastomosis gruplarin tespitleri kullamilmigtir. Elde edilen 71 Rhizoctonia izolatlarindan, 61 izolat
multiniikleat Rhizoctonia solani, 10 izolatta biniikleat Rhizoctonia spp. olarak tanimlanmigtir. Klasik metotla anastomosis grubu
belirlemede test izolatlarla, elde edilen Rhizoctonia izolatlarinin hifsel reaksiyonlarina bakilarak C0, C1, C2, C3 tipi reaksiyonlari ve
hiflerin birbirine dogru yonelme sekillerine gore de anastomosis gruplari tespit edilmistir. Bu ¢aligma klasik yolla anastomosis grup
belirleme agamalarmi ve hifsel kaynasmay: gorsel ve metotsal olarak detaylandirarak, bu konuda yapilacak olan ¢aligmalara bir 151k
tutmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anastomosis grup, Beta vulgaris, Klasik AG tespiti, Rhizoctonia spp.

Hyphae Fusion Reactions and Determination of Anastomosis Group by Classical Ways of
Rhizoctonia spp. Isolates Obtained from Sugar Beets

ABSTRACT: Root rots were detected in 691 of 866 fields from Konya beet sugar beet growing areas between 2015 and 2017 and
among these fungi most Rhizoctonia spp. has been identified. In the diagnosis of fungus; morphological diagnostics, isolation,
microscopic observation, determinations of anastomosis groups by classical means were used, were used for the definitive diagnosis.
61 isolates of 71 isolates were identified as multinucleate and 10 isolates were identified as binucleate Rhizoctonia spp. In determining
anastomosis group with classical method; the isolates are divided into groups, according to hyphal reactions of Rhizoctonia isolates
with test isolates; isolates were divided into groups according to C0O, C1, C2, C3 type reactions and according to the way the hyphae
are directed towards each other. This study is important for leading the studies to be carried out on this subject in terms of visual and
methodical detail of anastomosis group determination steps and hyphal fusion in the classical way.

Keywords: Anastomosis group, Beta vulgaris, Determination of classical AG , Rhizoctonia spp.

GiRiS

Seker pancari (Beta vulgaris L.) govdesinden ile diinyada 6nemli bir yere sahipken (FAOSTAT,
seker, melas, slam, slempe, ispirto ve alkol elde edilen, 2019), Konya bolgesi Tirkiye’nin seker pancari
bas ve yapraklari ile de hayvan beslemesinde yer alan iiretiminin tgte birinin yapildigi oldukg¢a kiymetli bir

ve stratejik olarak onemli, ticari bir endiistri bitkisidir bolgedir (TUIK, 2019).
(ilisulu, 1986). Tiirkiye seker pancari iiretiminde 5. sira
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Rhizoctonia solani Kiithn genis konukgu araligina
sahip olan, kontrolii olduk¢a zor, yillarca organik
materyallerde miselyum olarak, toprakta ise sklerot
olarak kislayan hastalik yapma yetenegine sahip olan
giiclii bir patojendir (Hyakumachi et al., 1982; Herr,
1996; Cubeta and Vilgalys, 1997). R. solani,
Basidomycota takiminda yer alan dik a¢ili dallanan ve
dallarin  baslangi¢ noktasina yakin bir septum
bulunduran, kahverengi hifli bir fungustur (Anderson,
1982; Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991). Rhizoctonia,
fungusun genetik ozelliklerine gore anastomosis
gruplarma (AG) ve alt gruplarina ayrilmaktadir
(Ogoshi, 1987). Simdiye kadar Rhizoctonia’ya ait 13
anastomosis grup belirlenmistir (Sneh et al., 1991;
Carling et al, 2002; Gonzilez et al., 2006).
Anastomosis gruplar arasinda meydana gelen hifsel
uyusmazliklar, R. solani izolatlarinin anastomosis grup
smiflandirmasinda kullanilmaktadir (Sneh et al., 1991;
Kuninaga et al., 1997). Farkli AG’ler konuk¢u
cesitliligi ve meydana getirdikleri farkli belirtiler
nedeniyle ¢esitlilik gosterebilirler. Bircok AG birbiriyle
iligkilidir fakat genetik olarak farkli olduklari i¢in farkli
tiir olarak diistiniilebilmektedirler (Anderson, 1982;
Cubeta and Vilgalys, 1997; Gonzalez et al., 2006).
Parmeter et al. (1969) anastomosis yapmayan bazi
multiniikleat Rhizoctonia benzeri izolatlar tespit
etmiglerdir. Bu izolatlarin anastomosis yapmama
gerekgesi olarak da, bazi izolatlarin anastomosis yapma
yetenegi olmayabilecegini, bazilarinin anastomosis
olayinin daha az olabilecegini, bazilarmin da R.
solani’ye benzer miselleri olan bagka tiirler
olabilecegini bildirmislerdir.

Konya bolgesi seker pancarlarindan elde edilen 71
adet Rhizoctonia spp. izolatlarmin hif birlesme
reaksiyonlarinin  gruplar i¢i hifsel reaksiyonunu
belirlemek  amaciyla su  agarinda  hiflerinin
kargilagtirtlmalart sonucu meydana gelen yonelmeleri
ve kaynasma reaksiyonlari, ¢ift yonlii ¢ekim, tek yonlii
¢ekim ve ¢ekimin olugmamasi olarak
gruplandirilmistir.  Ayrica gruplara ayrilmis olan
izolatlarin anastomosis gruplarinin tespit etmek
amaciyla temin edilen test izolatlar ile %1.5 oraninda
agar igeren su agari ortami (SA) lizerinede karsiliklt
ekilen test izolatlar1 ile 6rneklerden elde edilen izolatlar
arasindaki reaksiyonlar da CO0, C1, C2 ve C3 tipi
anastomosis olarak kategorize edilerek tiim asamalar ve
metodlar detaylica belirtilmistir (Carling et al., 1988).

Calisma klasik metotla anastomosis grup
belirleme yontemi Rhizoctonia ile miicadelede ve
hastalik kontrol stratejilerinin tespit edilmesinde 6nemli
bir alternatif yontemdir. Bu gerekge ile klasik yolla
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anastomosis grup belirleme asamalarint ve hifsel
kaynasmay1 gorsel ve metotsal olarak detaylandirmak
ve bu konuda ileride yapilacak olan ¢aligmalara pratikte
bir 151k tutmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Ayrica ¢alisma seker pancart i¢in Konya
bolgesinde yapilan detayli ilk ¢alisma 6zelligini
tagimaktadir.

MATERYAL VE METOT

Konya bdlgesi seker pancarlart orneklerinden
izole edilen Rhizoctonia’larin tiir ve anastomosis
gruplarinin klasik yollarla belirlenmesinde,
multiniikleat (MN) ve bintikleat (BN) Rhizoctonia
izolatlar1 da kendi aralarinda 6nce  koloni
morfolojilerine, renklerine ve sklerot yapilarina ve
skleroti  biiyiiklik ve renklerine gore gruplara
ayrilmiglardir. Sonra da elde edilen test izolatlarla
anastomosis  grup  eslesmelerine  ve  ¢ekirdek
boyamalarina gegilmistir. Ayni grup igerisinde olan
izolatlar kendileri iginde yonelmeleri, kaynasmalari
incelenmis ve hifsel reaksiyonlarin tespiti igin
anastomosis gruplar igin Oncelikle klasik yontem
kullanilmistir.

Rhizoctonia’larin tiir ve anastomosis gruplarimin
klasik yontemlerle belirlenmesi

Surveylerde elde edilen seker pancarlart
orneklerinden izole edilen Rhizoctonia izolatlarinin tiir
ve anastomosis gruplarmnin belirlenmesinde; fungusun
kiiltiirel, morfolojik ozellikleri, g¢ekirdek sayilari ve
temin edilen AG-4-HGII ve AG-4-HGIII, AG-2-2-111B,
AG-3 ve AG-5 test izolatlar1 ile anastomosis
reaksiyonlar1 esas alinarak yapilmigtir. Anastomosis
grup tespitinde kullanilan bu test izolatlar Prof. Dr.
Erkol Demirci ve Dr. Filiz Unal’dan temin edilmistir.
Anastomosis gruplarmin tespiti i¢in Oncelikle test
izolatlar1 ve seker pancarindan izole edilen
Rhizoctonia izolatlar1 ayr1 ayr yart giigliic PDA (1 litre
yar1 glicli PDA besi ortami igerigi; 20 g PDA, 15 g
agar, 1000 ml distile su) ortamina aktarilip 25+1°C’de
karanlkta inkiibe edilerek gelistirilmistir. Icerisinde
%1,5 oraninda agar iceren su agari (SA) ortami
bulunan petrilerin ortasina, %0.5 agar igeren PDA
ortamina batirilmis (Sekil 1¢) %95°1ik etil alkolde steril
edilmis lameller (Sekil 1a, b) alt alta gelecek sekilde
yerlestirilmis (Sekil 1d) ardinda da lamellerin sag ve
sol tarafina gelecek sekilde test izolatlarina ait miselyal
agar diskleri yerlestirilmistir.

Petriler 25+1 °C’de karanlikta 24-48 saat inkiibe
edilmistir (Sekil 2a, b, ¢) ve inkiibasyon siiresi (Sekil
2d) sonunda 6rnekler incelenmistir.
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Sekil 1. Anastomosis grup belirlemede petri igerisine lamel yerlestirme agamalar1
Figure 1. Stages of coverslip placement in the petri dish for anastomosis group determination

Sekil 2. Rhizoctonia izolatindan ve test izolattan kesilen misel pargalarinin yerlestirilme asamalar1 ve inkiibasyon

siireci

Figure 2. Staging stages of mycelium cut from Rhizoctonia isolate and test isolate and incubation process

Cekirdek boyama tespiti

Rhizoctonia izolatlar ile, test izolatlar arasindaki
hif kaynagmalarin1 gérmek icin bir lam iizerine birkag
damla %0.5’lik Safranin O ¢ozeltisi damlatilip (Sekil
3a), kaynasmis hiflerin bulundugu petrideki lameller,
lamdaki ¢Ozelti lzerine ters olarak tek tek
yerlestirilmistir (Sekil 3b, c¢). Bu yontemle hazirlanan
preparatlarda hiflerdeki minumum 15 hiicrede ¢ekirdek
sayilar1 baz alinarak 1s1k mikroskobunda (x100 ve
x400) cekirdek sayilar incelenmistir. Her 6rnek igin 3

58

tekrar yapilmistir (Bandoni, 1971; Kronland and
Stanghellini, 1988; Ogoshi et al., 1990; Carling et al.,
1994; Karaca et al., 2002).

100 ml’lik Safranin O ¢ozeltisi hazirlamak igin,
bir beher ya da erlen mayer igerisine saf su ile
hazirlanmis %0.5°lik Safranin O’dan 6 ml konularak
tizerine saf su ile hazirlanan %3’lik 10 ml’lik KOH, 5
ml gliserin ve en son 79 ml distile su eklenerek karigim
tamamlanmistir (Bandoni, 1979).
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Sekil 3. Anastomosis grup ve c¢ekirdek sayisi tayininde boyama agamalari
Figure 3. Staining stages in determination of anastomosis group and nuclear numbers

SONUCLAR VE TARTISMA

Anastomosis  gruplarinin  klasik  yollarla
belirlenmesinde AG-4, AG-2, AG-3 ve AG-5 test
izolatlar1 ile 6rneklerden elde edilen Rhizoctonia spp.
izolatlar1 kullanilmistir.

Rhizoctonia izolatlariin hif birlesme reaksiyonlari

[zolatlarm gruplar ici ve gruplar arasi hifsel
reaksiyonunu belirlemek amaciyla su agarinda
hiflerinin karsilastirilmalari sonucu meydana gelen

yonelmeleri ve kaynasma reaksiyonlart su sekillerde
verilmistir.

Hiflerin birbirine dogru yonelme sekilleri

A) Cift yonlii cekim: Iki izolatin hiflerinin
gelisen u¢ kisimlar1 karsilikli olarak hiflerin birbirini
cekmistir, birbirlerine dogru geligmistir ve temas
gerceklesmistir. Bu temas ayni anastomosis gruplar
arasinda gorillmiistiir (Sekil 4a, b).

a

Sekil 4. Rhizoctonia izolat ile test izolat1 hiflerinin birlesmesi
Figure 4. Fusion of Rhizoctonia isolate and test isolate each other

B) Tek yonlii cekim: Bir izolatin hifinin
digeri tarafindan g¢ekilmesiyle meydana gelmistir.
Cekilen hif u¢ bolgesinden diger hifin yan kismina

dogru yonelmistir ve temas etmistir (Sekil 5a, b, ¢,
d).
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c

Sekil 5. Bir izolat hifinin digeri tarafindan ¢ekimi
Figure 5. Attracting one isolate hyphae by another

C) Cekimin olusmamasi: iki izolatm hifleri Farkli anastomosis grubuna ait izolatlar arasinda
arasinda hi¢ ¢ekim goriilmemistir. goriilmistiir (Sekil 6a, b)
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Sekil 6. Iki izolat hifleri arasinda ¢ekim olmamasi
Figure 6. No attraction between two isolate hyphae

Gruplara ayrilmis olan izolatlarin anastomosis
gruplarmin tespit etmek amaciyla temin edilen test
izolatlar ile %1.5 oraninda agar igeren su agari ortami
(SA) iizerinede karsilikli ekilen test izolatlar1 ile
orneklerden elde edilen izolatlar  arasindaki
reaksiyonlar 4 kategoride gergeklesmistir.

Eslestirme sirasinda birbiriyle iligkili olanlar C1,
C2 ve C3 tipi hifsel anastomosis reaksiyonlar

goriiliirken, birbiriyle iliskili olmayan izolatlar ise CO
tipi anastomosis gorilmiistiir.

Rhizoctonia izolatlar1 arasindaki hifsel reaksiyon
4 sekilde gergeklesmistir (Carling et al., 1988):

1) CO tipi reaksiyon: Farkli anastomosis
gruplarinda bulunan izolatlar arasinda goriilmiistiir ve
aralarinda herhangi bir hif ¢ekimi ve birlesmesi soz
konusu degildir (Sekil 7a, b).

Sekil 7. Rhizoctonia hifleri arasinda olusan CO tipi anastomosis reaksiyonu
Figure 7. CO type anastomosis reaction between Rhizoctonia hyphae

2) C1 tipi reaksiyon: Aym veya farkli
anastomosis grubundaki izolatlar arasinda goriilmiistiir.
Hifler birbirine sadece temas etmistir, hiicre duvari ve

sitoplazmik birlesme goriilmemigtir. Bazen de bir

anastomosis hiicresinde veya her iki anastomosis
hiicrelerinde ve bitisik hiicrelerde 6lim meydana
gelmistir (Sekil 8a, b).
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Sekil 8. Rhizoctonia hifleri arasinda olusan C1 tipi anastomosis reaksiyonu
Figure 8. C1 type anastomosis reaction between Rhizoctonia hyphae

3) C2 tipi reaksiyon: Ayni anastomosis gruplart
icinde fakat farkli vejetatif uyum popiilasyonlart (VCP)
igerisinde gergeklesen reaksiyondur. Iki farkli izolatin
hiflerinin birbirleriyle temas ettikleri yerde hiicre

duvart erir fakat sitoplazmik kaynasma olmamuistir.
Anastomosis yapan hiicrelerde ve bitisik hiicrelerde
6liim gorilmistiir. Anastomosis noktasinin kalinligi hif
kalinligindan daha azdir (Sekil 9a, b).

Sekil 9. Rhizoctonia hifleri arasinda olugsan C2 tipi anastomosis reaksiyonu
Figure 9. C2 type anastomosis reaction between Rhizoctonia hyphae

4) C3 tipi reaksiyon: izolatlar arasinda ¢ok yakimn
iliski bulunmaktadir. Genelde aym izolatlar arasinda
bazen de ayni anastomosis grubuna ait farkli izolatlar
arasinda ve vejetatif olarak uyusabilen popiilasyonlar
(VCP) igerisinde ger¢eklesmistir. Hiflerin birbirleriyle
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temas ettikleri yerde hiicre duvar1 erimekte ve
sitoplazmalar  kaynasmistir.  Anastomosis noktasi
cogunlukla belirgin degildir. Anastomosis yapan
hiicreler ve bitisik hiicrelerde genellikle o6lim
goriilmemistir (Sekil 10a, b).
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Sekil 10. Rhizoctonia hiflerinin arasinda olusan C3 tipi anastomosis reaksiyonu
Figure 10. C3 type anastomosis reaction between Rhizoctonia hyphae

Rhizoctonia izolatlarmin  ¢ekirdek
tespitine gore simiflandirilmasi
Rhizoctonia izolatlarindaki tek bir hiicredeki
cekirdek sayisi, Rhizoctonia tiiriiniin - multiniikleat
(MN) veya biniikleat (BN) olarak ayirmak i¢in dnemli
bir teshis kriteridir. Rhizoctonia izolatlarinin ¢ekirdek
sayilarini belirlemek amaciyla kullanilan anastomosis
grup belirleme asamalarinin aynilari her bir hedef izolat

sayilarimnin

icin  tekrarlanmistir.  Safranin O  ¢dzeltisinden
faydalanilarak boyama yontemiyle MN ve BN gruplar
tespit edilmisti. MN R. solani izolatlarinda geng
hiflerin daha ¢ok u¢ kisimlarina yakin yerlerinde 2’den
¢ok c¢ekirdek (Sekil 11a), BN Rhizoctonia spp.
izolatlarinda da iki adet c¢ekirdek go6zlemlenmistir
(Sekil 11b).

Sekil 11. Multiniikleat ve biniikleat Rhizoctonia izolatlarinin gekirdek goriintiileri
Figure 11. Nuclear images of multinucleate and binucleate Rhizoctonia isolates

Elde edilen 71 adet Rhizoctonia izolatinin klasik
metotla anastomosis grup tayininde 33 adet AG-2-2, 26
adet AG-4, 1 adet AG-5 Rhizoctonia solani izolatlar

tespit edilmigtir. 1 adet izolatim AG tespiti
yapilamamigtir. Cekirdek boyalamalar1 sonucu 10 adet
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izolatin biniikleat oldugu ¢ekirdek sayilarina bakilarak
Rhizoctonia spp. oldugu tespit edilmistir.

Mikroskobik olarak tiim Rhizoctonia tiirleri tipik
olarak dolipor septum yapisina ve 90 °C dallanan
misellere sahiptir (Smiley et al., 2005). Anastomosis
grubun temelinde hif kaynagmasi anastomosis grup
tanisinda esas olarak degerlendirilir (Sneh et al., 1991).
izolatlarm morfolojik 6zellikleri gevresel ve kiiltiirel
kosullardan ¢ok¢a etkilenmektedir, bu sorunun
iistesinden  gelmek i¢in {iriinlerin  anastomosis
gruplarimi belirlemede hif kaynasmasi ve elde edilen
izolatlarin molekiiler ¢aligmalar1  kullanilmaktadir
(Blazier and Conway, 2004; Woodhall et al., 2007).
Rhizoctonia izolatlarinin tiir tespitinde molekiiler
calismalar patojenle hastalik kontrol stratejilerinin
tespit edilmesinde olduk¢a 6nemli bir yer tagimaktadir.
Fakat bir izolatin esas tanisin1 yapmak i¢in morfolojik
karakterizasyonuna, diger izolatlarla eslestirerek hifsel
kaynagmasina veya anastomoz grubunu belirlemek igin
spesifik primerlerle molekiiler yontemlerin
kullanilmas1 6énemlidir (Yang et al., 2015; Erper et al.,
2016; Yang et al, 2017). Rhizoctonianin
smiflandirilmast igin klasik hifsel kaynasma yontemi
hala ¢ok gegerli bir yontemdir. Son yillarda rDNA-ITS
bolgesi’ne dayanarak, multiniikleat ve biniikleat
Rhizoctonia'larin AG'leri ve hatta alt gruplarin ¢ogu
ayirt edilebilmektedir (Gonzalez Garcia et al., 2006;
Sharon et al., 2008).

R. solani izolatlarmm anastomosis gruplar
arasinda meydana gelen hifsel uyusmazliklar,
anastomosis grup (AG) smiflandirmasinda
kullanilmaktadir (Sneh et al., 1991; Kuninaga et al.,
1997). Farkli anastomosis gruplar, konuk¢unun
cesitliligi ve meydana getirdikleri farkli belirtiler
nedeniyle cesitlilik gosterebilir. Rhizoctonia spp.’lere
ait birgok anastomosis gruplar birbiriyle iliskilidir fakat
genetik olarak farkli 6zellik gosterdiklerinden dolay1
farkli tiir olarak disiiniilebilmektedirler (Anderson,
1982; Cubeta et al., 1997; Gonzalez et al., 2006).
Patojenin hangi alt gruba ait oldugu bilgisini edinmek
de olduk¢a Onemlidir ¢iinkii  rotasyona girecek
iirlinlerin secilmesi ve bu iriiniin hastalik tizerindeki
potansiyel etkisinin bilinmesi agisindan oldukga
onemlidir gereklidir (Godoy-Lutz et al., 2008).

Calismamizda elde edilen izolatlardan %47’si
AG-2-2-11IB, %24’si AG-4-HGI, %11’i AG-4-HGlI,
%2’si AG-4-HGIII, %1’1 AG-5, %1’i AG tespiti
yapilamayan multiniikleat Rhizoctonia solani izolati
olmak tizere toplam %86 MN, %14 BN Rhizoctonia
spp. kaydedilmistir. Windels and Nabben (1989)
Amerika Minnesota’da elde ettigi seker pancari
orneklerinden %44,3 AG-K, %27.1 AG-5, %19.7 AG-
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2-2 olarak bildirirken, Rush et al. (1994) Amerika
Texas’da yaptig1 c¢alismasinda seker pancari ekim
alanlarmda %89 oraninda AG-2-2 anastomosis grubu
Rhizoctonia izolati tespit etmislerdir. Strausbaugh et al.
(2011) ise Amerika’da seker pancari fidelerinden elde
edilen izolatlarm %47’sini AG-2-2-111B anastomosis
grubu olustururken, %44’tiniinde AG-4 alt gruplar
olusturmugtur. Diinyadaki bulgularda c¢alismamiza
paralel olarak AG-2-2 izolatlarni daha ¢ok
kaydetmislerdir.

Bu calisma klasik yolla anastomosis grup
belirleme asamalarini ve hifsel kaynagmalar1 hem
gorsel ve hem de metotsal olarak detayli bir sekilde
anlatilmasi, bu konuda bundan sonra yapilacak olan
calismalarda rehber olmasi agisindan olduk¢a 6nem
tagimaktadir. Ayrica, bu yontemlerle elde edilen
bulgular, patojenle hastalik kontrol stratejilerinin tespit
edilmesine yardimci olacaktir.
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