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First Report of Rhizoctonia solani AG-4 Causing Root and Crown Rot on
Madagascar Periwinkle (Catharanthus roseus L.) in Turkey

Giiliz TEPEDELEN AGANER' Giirkan BASBAéCI'
'Bornova Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisti Mudurliga, izmir, Tiurkiye

ABSTRACT

Madagascar periwinkle (Catharanthus roseus L.) is an is annual, flowering and herbaceous ornamental plant originated in
Madagascar. It is used for landscaping for parks and gardens. One of the most important disease damaging this plant is
Rhizoctonia solani Kuhn causing stem, root and crown rot. Disease-related problems have been observed in areas where the
plants are grown in izmir. For this reason, infected plant samples were collected from Bornova and Bayindir district in izmir
and R. solani isolates were obtained. According to classical and molecular identification methods, 5 R. solani AG-4 isolates
were determined. As a result of the pathogenicity tests all the isolates caused root and crown rot on Madagascar periwinkle.
This is the first report of R. solani AG-4 of Madagascar periwinkle in Turkey.
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oz

Tiirkiye’de Pervane Ciceginde (Catharanthus roseus L.) Kok ve Kok Bogazi Ciiriikliigiine Neden Olan
Rhizoctonia solani AG-4’iin ilk Tespiti

Anavatani Madagaskar olan pervane cigegi (Catharanthus roseus L.) tek yillik, gigekli ve otsu ozellikteki bir siis bitkisidir. Bu
bitki park ve bahgeler igin peyzaj amagli kullaniimaktadir. Pervane cigeginde sorun olan en 6nemli hastaliklarin basinda
Rhizoctonia solani'nin neden oldugu gévde, kok ve kok bogazi cliriikliigii hastaligi gelmektedir. izmir ilinde pervane bitkisinin
yetistirildigi alanlarda hastalikla ilgili sorunlar gézlenmistir. Bu nedenle 2017 yilinda izmir ili Bornova ve Bayindir ilcesinden
hastalikli bitki 6rnekleri toplanmis ve yapilan izolasyonlar sonucunda R. solani izolatlari elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin
morfolojik ve molekiiler olarak tanilanmasi sonucu 5 adet R. solani AG-4 izolati saptanmistir. Patojenisite testi sonucunda
izolatlarin pervane gigeginde kok ve kék bogazi ciiriikliigline neden oldugu belirlenmistir. Bu calisma sonucunda tespit edilen
R. solani AG-4 pervane gicegi bitkisinde Turkiye icin ilk kayittir.

Anahtar kelimeler: Catharanthus roseus, patojenisite, pervane gicegi, Rhizoctonia solani AG-4

GiRiS

Pervane cicegi (Catharanthus roseus L.) peyzaj
alanlarinda kullanilan yazlik mevsimlik otsu bir bitkidir.
Cicekleri pervane sekline benzedigi icin halk arasinda
en yaygin kullanilan ismi pervane gigegidir. Ayrica rozet
cicegi veya vinca gibi degisik isimlerle de bilinmektedir.
Ulkemizin de dahil oldugu bircok iilkede dis mekan sis
bitkisi olarak kullaniimaktadir. Ayrica bu bitki degerli
antitimor oOzelliklere sahip olan vinkristin ve vinblastin
dahil olmak Uzere terpenoid indol alkaloidleri gibi
farmasotik bilesiklerin bir kaynagidir (Aslam ve ark.,
2010). izmir ilinde ilkbaharda yetistiriimekte ve park ve
bahgeler basta olmak tizere rekreasyon alanlari, refiijler
ve hobi bahgeleri gibi alanlara dikimi yapilmaktadir.
Pervane ¢igeginde sorun olan en onemli fungal
hastaliklarin basinda Rhizoctonia solani Kuhn’nin neden
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oldugu yaprak yaniklig, gévde, kok ve kok bogazi
cUrikltgu hastaiginin geldigi bilinmektedir (Holcomb
ve Carling, 2002; Garibaldi ve ark., 2006). Ayrica
Fusarium oxysporum Schltdl., F. solani Sacc., Sclerotinia
sclerotiorum (Li.) de Bary., Sclerotium rolfsii Sac., Pythium
aphenidermatum (Edson) Fitzp. Phytopthora parasitica
Dastur, P. tropicalis Aragaki & ].Y. Uchida ve Alternaria
alternata (Fr.) Keissl. gibi bir ¢ok fungal etmenin de
pervane giceginde hastalik olusturdugu bildirilmistir
(Holcomb, 2000, Hao ve ark., 2010; Nejat ve ark.,
2015; Latuf, 2019). izmir ilinde de bazi yillarda pervane
ciceginin yetistirildigi fideliklerde ve dikim yapildig
alanlarda hastaligin  gorildigti ve bu alanlardaki
bitkilerde hastaligin solgunluk, ¢okerten, kok ve kok
bogazi  ¢lrikligli seklinde kendini  gosterdigi
gozlenmistir.

Ulkemizde izmir ilinde bu konuda yapilmis tek bir
galisma mevcut olup Pervane giceginde Rhizoctonia
fungal etmeni sadece cins dizeyinde tanilanmistir
(Tepedelen ve Karagéz, 2014). Bu calisma ile
Rhizoctonia solani AG-4 fungal etmeninin pervane
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giceginde varligt morfolojik ve molekiler olarak
tanilanmistir ve Turkiye igin ilk kayit niteligindedir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Calismanin ana materyalini izmir ili Bornova ve Bayindir
ilcelerinden alinan hastalikli  pervane bitkileri ve
bunlardan izole edilen fungal izolatlar olusturmustur.

Yoéntem

Ornek toplama ve izolasyon

2017 yili {iretim sezonunda izmir iline bagli Bornova ve
Bayindir ilgelerinde, pervane bitkisinin dikim yapildig
farkli peyzaj alanlarindan solgunluk ve kok ve kok
bogazi ¢urlkligl belirtisi gosteren bitki oSrnekleri
toplanmistir. Bornova ilgesinden 3 farkli alandan 12
bitki, Bayindir ilgesinden ise 2 farkli alandan || bitki
olmak lzere toplamda 5 farkll peyzaj alanindan 23
hastalikli bitki toplanmistir. Bitki 6rnekleri toplandiktan
sonra izolasyon igin laboratuvara getirilmistir.
Laboratuvara getirilen, hastalik belirtisi gosteren
bitkiler dnce gesme suyunda yikanmis daha sonra kok
ve kok bogazi kisimlarindan alinan hastalikli ve saglam
kismi igeren bitki dokular bistiiri yardimiyla kigiik
parcalar halinde kesilerek, 2 dakikalik siire ile 9%1’lik
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinden gegirilmistir. Yizey
dezenfeksiyonuna tabi tutulan bitki pargalar steril
sudan iki kez gegirilip steril kurutma kagitlar arasinda
kurumaya birakilmistir (Castano ve ark., 2014). Daha
sonra kurutulan 6rnekler PDA igeren petri kaplarina
konularak 7 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Elde
edilen izolatlar, icinde egik PDA besi ortami bulunan
test tuplere aktarilarak olusturulan stok kiiltirler
buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir.

Tanilama calismalar

Isik mikroskobu altinda hif yapilan incelenerek
Rhizoctonia  spp. oldugu dustinllen  funguslarin
anastomosis gruplarinin  belirlenmesi igin Dr. Filiz
UNAL'dan (Zirai Micadele Merkez Arastirma
Enstitlisi Madurltgu) temin edilen multinikleat test
izolatlari ile karsiikl ekim yapilmistir. Bunun igin
izolatlar lamelli su agari ortamina transfer edilmistir.
Lamelli su agari ortami, %95’lik etil alkole batirildiktan
sonra vyakilarak steril edilen lamellerin, 9%0.5’lik
yumusak PDA ortamina daldinlip %1.5’lik su agan
iceren petri kaplarina yerlestirilmesi ile hazirlanmistir.
Petriler 24+ °C’de karanlkta 24-72 saat sireyle
inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda ornekler
incelenmistir. Bunun igin, bir lam {zerine bir damla
%0.5’lik Safranin O ¢ozeltisi damlatiimis, daha sonra
lamelli su agari ortamindan alinan lamel, lamdaki ¢ozelti
lzerine yerlestirilmistir. (Carling ve ark., 2002). Bu
sekilde hazirlanan preparatlarda hifler arasinda
anastomosis reaksiyonlarinin (CO, CI, C2, C3) varlig
15tk mikroskobunda incelenmistir (Sneh ve ark., 1991,
[996; Carling ve ark., 2002).
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Klasik olarak anastomosis grubu belirleme galismalarini
teyid etmek igin, izolatlari temsilen segilen bir adet
izolatin molekiler diizeyde teshisi yapilmistir. Bu
amagla, ilk olarak PDA besi ortaminda gelistirilen 5-7
gunliik kiiltirlerden alinan yaklagik 300 mg’lik miselyum
petri kapindan kazinarak [.5 ml’lik steril eppendorf
tipe aktarilmistir. Daha sonra genomik DNA,
Plant/Fungi DNA izolasyon kiti (Norgen, Biotek)
kullanilarak Gretici firmanin protokoliine gore ekstrakte
edilmis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir.
Elde edilen genomik DNA’nin ITS gen bolgesi ITSI ve
ITS4 (White ve ark., 1990) primerleri kullanilarak
cogaltilmig ve PCR iiriinii Altigenbio Life Science (izmir,
Turkiye) firmasinca sekansa tabi tutulmustur.

Patojenisite testi

Patojenisite galismalari 3 haftalik pervane cigegi fideleri
lzerinde gergeklestirilmistir. Bunun icin her bir izolat
icin, her saksida birer adet olacak sekilde 5’er adet
sakstya bitkiler dikilmistir. Kontrol igin de 5 adet bitki
kullanilmistir. izolasyonlar sonucunda segilen R. solani
AG-4 izolatlarr PDA besi ortamina aktarilarak
gelismeye birakilmistir. Besi ortaminda | hafta
gelistirilen funguslarin misel uglarindan 4 mm ¢apli
diskler alinmig ve ters cgevrilerek pervane cicegi

fidelerinin  kok bogazi kisminda agilan yaralara
yerlestirilerek tzerine pamuk kapatilmis ve parafilm ile
sarilmistir  (Tlrkkan ve Karaca, 2006). Kontrol
fidelerine ise fungus igermeyen PDA diskleri

yerlestirilmistir. Daha sonra bu bitkiler 24£1 °C’de 7-
[0 giin slireyle iklim odasinda inkiibasyona birakilmistir.
Hastalikl bitkilerin kokleri Tlrkkan ve Karaca (2006)
tarafindan  olusturulan -5  skalasina  gore
degerlendirilmistir (I = Saglikli bitki, 2 = Koklerin
[/4'inde kahverengilesme, 3 = Koklerin 2/4'linde
kahverengilesme, hafif glirime, 4 = Koklerin 3/4'inde
kahverengilesme, orta derecede ¢lrime, 5 =
Tamamen kahverengilesmis veya gurimis kokler).
Hastalik belirtileri gozlendikten sonra bu kisimlardan
yapilan re-izolasyonlar ile etmenin inokule edilen
etmen ile ayni olup olmadigi degerlendirilerek re-
izolatlar elde edilmistir.

Patojenisite testleri ile elde edilen skala degerleri
lizerinden Townsend-Heuberger formiiline gore (%
Hastalk Siddeti=2(nxV/ZxN)x100, n: skalada farkli
hastalik derecesine giren bitki sayisi, V: skala degeri, Z:
en yuksek skala degeri, N: gozlem yapilan toplam bitki
sayis)) % hastalik siddeti oranlari hesaplanmistir
(Townsend ve Heuberger, 1943).

BULGULAR ve TARTISMA

izolasyon ve tanilama

izmir'in Bornova ve Bayindir ilcelerindeki pervane
ciceginin dikildigi alanlardan, solgunluk ve kok ve kok
bogazi ¢liriikligu belirtisi gosteren bitkilerden (Sekil 1a)
yapilan izolasyon islemi sonucunda, 5 adet R. solani
izolati elde edilmistir. izolatlarin koloni gelisimleri
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Sekil 2. Rhizoctonia solani AG-4 izolatinin PDA ortamindaki gelisimi (), izolatin mikroskop altindaki hif

goruntisu (b), molekiiler tanilama galismalarinda elde edilen bant goriintlsi; 0: Negatif kontrol (c).

incelendiginde ylizeysel ve krem renginde miselyum
olusturdugu  (Sekil  2a),  mikroskop  altinda
incelendiginde ise tipik dik agi ile dallanmalarin meydana
geldigi gorilmustir (Sekil 2b). Anastomosis grup
belirleme ¢alismalarinda tim izolatlarin yalnizca R.
solani AG-4 test izolati ile hifsel birlesme (CI ve C3)
gosterdigi, diger multinlkleat test izolatlar ile ise
herhangi bir birlesmenin olmadigi (CO) gozlenmistir.
Molekiler tanilama galismalarinda yaklagik 700 bp
blyukliglinde PCR iiriini veren ($ekil 2c) | adet izolat
ise sekans analizi sonucunda GenBank’a MN960394
accession numarasi ile kaydedilmis olup, referans AG-
4-HGI (AB000012) izolati ile %97.75 oraninda genetik
benzerlik gostermistir.

Patojenisite calismalari

Patojenisite ¢alismalarinda; inokulasyondan 10 gilin
sonra bitkilerde belirtiler gozlenmistir. Hastalik
belirtilerinin oldugu kisimlardan yapilan re-izolasyonlar
sonucunda R. solani AG-4 izole edilerek etmen teyid
edilmistir.  Kontrol  bitkilerinde  ise  hastalik
gozlenmemistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda
tim izolatlarin pervane gigeginde patojen oldugu ve
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hastalik siddeti degerlerinin  %55.4-89.0 arasinda
degistigi gorilmistir. Sonug olarak R. solani AG-4
izolatlarinin pervene cigegi bitkisinde kok ve kok bogazi
cUrikltgu hastaligina neden oldugu belirlenmistir (Sekil
Ib). Benzer sekilde Formica ve ark., (2015) tarafindan
da R. solani etmeninin pervane gigegi bitkisinde kok ve
kok bogaz gliriikligline neden oldugu belirtilmistir.

Rhizoctonia solani AG-4’Uin amber ¢icegi, bodrum
papatyasl, minyatlir gil, hosta, acem borusu, koca
yemis, cesitli palmiye tlrleri ve kasik agaci hatmisi gibi
birgok farkl sus bitkisinde hastalik olusturdugu
bilinmektedir (Priyatmojo ve ark., 2001; Garibaldi ve
ark., 2009; Aiello ve ark., 2017; Garibaldi ve ark.,
2020). Pervane ciceginde ise R. solani AG-4 etmenin
varligi Moromizato (1997) tarafindan rapor edilmis
olup, R solani AG-I'in de bu bitkide hastalik
olusturdugu bildirilmistir (Holcomb ve Carling, 2002;
Garibaldi ve ark., 2006). Formica ve ark., (2015) ise
binlikleat Rhizoctonia AG-A ve AG-G tiirlerinin
pervane  gicegi  bitkisinde patojen  oldugunu
belirtmislerdir. Ulkemizde ise ilk olarak, Tepedelen ve
Karagoz, (2014) tarafindan yuritilen calismada bu
bitkiden izole edilen Rhizoctonia spp. etmeni yalnizca
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cins diizeyinde tanilanmistir. Bu galisma ile ise pervane
cicegi bitkisinde patojen olan R. solani AG-4’Un varlig
Ulkemiz igin ilk defa tespit edilmistir.
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