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Kayseri, Kirsehir, Nevsehir ve Aksaray illeri bugday ekim
alanlarindaki Rhizoctonia tiir ve anastomosis gruplarinin
belirlenmesi!
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ABSTRACT

Determination of Rhizoctonia species and anastomaosis groups in wheat
production areas in Kayseri, Kirsehir, Nevsehir and Aksaray provinces

For the purpose of determination of the pathogenicity, anastomosis groups and species of
Rhizoctonia in wheat production areas in Kayseri, Kirsehir, Nevsehir and Aksaray
provinces, survey were conducted in the 2011 and 2012 growing seasons, 320 plant
samples were collected from the plants with lesions on root and crown, stunting plants and
also 320 samples collected from rhizosphere soil. Totally 53 Rhizoctonia isolates were
obtained, 45 isolates as a result of isolations performed from the plants and 8 isolates from
the soil. It was determined that the multinucleate isolates obtained as a result of
conventional identification studies and DNA sequence analysis belonged to Rhizoctonia
solani AG 3, AG 4 HG II, AG 5 and Waitea circinata var. circinata anastomosis groups.
Binucleate Rhizoctonia isolates were detected as AG | and AG K. As a result of
pathogenicity tests, AG 4 HG Il and Waitea circinata var circinata groups were found to be
pathogen on wheat and it was determined that the most virulent group is AG 4 HG II.
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Kayseri, Kirgehir, Nevsehir ve Aksaray illerine ait bugday iiretim alanlarinda Rhizoctonia tiir ve
anastomosis gruplari ile patojenisitelerini belirlemek amaciyla 2011 ve 2012 yili iiretim sezonunda
survey yapilmis, kok ve kok bogazinda lezyon ile ciicelesme belirtisi gozlenen bitkilerden ve rizosfer
topragimdan 320 bitki ve toprak 6rnegi toplanmistir. Bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda 45,
topraktan yapilan izolasyonlar sonucunda ise 8 olmak iizere toplam 53 adet Rhizoctonia izolat1 elde
edilmigtir. Yapilan klasik teshis caligmalart ve DNA sekans analizleri sonucunda elde edilen
multiniikleat izolatlarin Rhizoctonia solani AG 3, AG 4 HG Il, AG 5 ve Waitea circinata var.
circinata anastomosis gruplarina ait oldugu belirlenmistir. Biniikleat Rhizoctonia izolatlar1 ise AG 1
ve AG K olarak tespit edilmistir. Yapilan patojenisite testleri sonucunda AG 4 HG II ve Waitea
circinata var. circinata gruplar1 bugdayda patojen bulunmus ve en virulent grubun ise AG 4 HG 11
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Rhizoctonia spp., anastomosis grup, molekiiler teshis, bugday
GIRIS

Rhizoctonia cinsi kendi igerisinde gesitlilik gosteren, genis ve kompleks bir fungus
grubudur. (Carling and Summer 1992) Cevresel kosullara yiiksek oranda
adaptasyon gostermesi nedeniyle, tim diinyaya yayilmistir ve diinyada ekonomik
acidan onemli 200’1 askin bitkide yillik ortalama %20 den fazla iiriin kaybina
neden olmaktadir (Clarkson and Cook 1983, MacNish and Neate 1996, Cromey et
al. 2002 ).

Neredeyse limitsiz konukgu ¢esitliligine sahip yikict bir patojen olan Rhizoctonia
tiirleri bugdayda genel olarak ¢okerten, kok ve sap ciiriikliigli, yaprak ve kin
yaniklig1, clicelesme ve kardeslenmede azalmaya sebep olmaktadir. Ayrica etmenin
anastomosis gruplar1 da bugdayda farkli dénemlerde farkli sekildeki spesifik
belirtilerin sorumlusudur (Xia and Li 1989, Sneh et al. 1994, Frugal-Wegrzycka et
al. 1996, Meyer et al. 1998, Priyatmojo 2001, Tunali et al. 2008). Patojen olan
tirlerinin yam sira saprofitik mikorizal karakterde ve biyokontrol ajani olarak
Onem tasiyan tiirlere de sahiptir.

Giintimiizde multiniikleat (¢ok g¢ekirdekli, MN) olan Rhizoctonia solani izolatlar
14 anastomosis grubuna (AG 1-13 ve AG BI) ayrilmustir (Carlig et al. 2002).
Biniikleat (¢ift ¢cekirdekli, BN) Rhizoctonia tiirleri R. repens ve R. anaticula harig
16 anastomosis grubuna ayrilmistir (AG A, AG B, AGC, AG D, AGE, AGF, AG
G,AGH,AG I, AGK,AGL,AG O, AG P, AG Q, AG R ve AG S) (Sharon et al.
2008). Ayrica MN R. zeae WAG-Z ve R. oryzae WAG-O anastomosis gruplari da
mevcuttur (Sneh et al.1996).

Bugdayda, su ana kadar diinyada yapilan ¢alismalarda R. solani AG 1 IB, AG 2-1,
AG 2-2, AG 3, AG 4, AG 5, AG 6, AG 8, AG 11, R. oryzae WAG-O, R. zeae
WAG-Z ve R. cerealis CAG 1 (AG D) anastomosis gruplar1 patojen bulunmustur
(Roberts and Sivasithamparam 1986, Demirci 1998, Meyer et al.1998, Ravanlou
and Banihashemi 2002).
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Tiirkiye’de farkli konukgularda (patates, fasulye, baklagil yem bitkileri, pamuk,
sogan, kanyas, musir, farkli meyve ve sebze tiirleri) anastomosis gruplarinin
belirlenmesi {izerine g¢aligmalar yapilmistir (Tuncer and Erdiller 1990, Demirci
1993, Kural et al. 1994, Demirci and Doken 1995, Demirci and Kordali 1999,
Karaca et al. 2002, Y1ldiz and Doken 2002, Demirci et al. 2002, Eken and Demirci
2003, Eken and Demirci 2004, Erper et al. 2006).

Ulkemizde bugdayda sorun olan birgok hastalik etmeni ile ilgili detayli ¢alismalar
yapilmig olmakla beraber (Aktas et al. 1995, 1996, 1999; Muratcavusoglu 1995;
Tunali et al. 2008) Rhizoctonia tiir ve anastomosis gruplarinin belirlenmesine
yonelik calisma c¢ok azdir. Demirci (1998) tarafindan Erzurum’da yapilan ilk
caligmada, tespit edilen anastomosis gruplarindan AG 4 ve AG 11 viriilent, AG 2-
1, AG 3, AG 5 ve Waitea circinata var. circinata ise orta derecede virulent
bulunmustur. Konya, Ankara, Yozgat, Eskisehir ve Kirikkale illeri bugday
alanlarindaki Rhizoctonia tiir ve anastomosis gruplarinin belirlenmesi ve zarar
sekillerine yonelik ¢alismada ise R. solani AG 4, AG 5, AG 8, W. circinata var.
circinata, W. circinata var. zeae (R. zeae) ve R. cerealis AG D anastomosis
gruplarmin bugdayda patojen oldugu tespit edilmistir (Unal ve Dolar, 2013).

Rhizoctonia tiirlerinin hiicre ¢ekirdegi durumunun karakterizasyonu (multiniikleat,
biniikleat ve uniniikleat) ve hiflerin O6nceden temin edilen test izolatlar1 ile
anostomosis yapabilme becerisine dayanilarak yapilan klasik teshis yontemi dogru,
gecerli ve hali hazirda kullaniliyor olmakla birlikte, bazen bazi anastomosis
gruplarina ait izolatlarin birden fazla anastomosis grubu ile de anastomosis
yapmasi nedeniyle bu yontem yetersiz kalmaktadir (Sneh et al. 1994, Carling
1996). Ayrica ileri alt gruplarin belirlenmesi molekiiler ¢aligsmalari
gerektirmektedir. Son yillarda daha giivenilir sonuglar elde etmek amaciyla Klasik
teshis yontemleri ile beraber molekiiler yontemler de Rhizoctonia tiir ve
anastomosis gruplarinin teshisinde kullanilmaktadir.

Kayseri, Kirsehir, Nevsehir ve Aksaray illeri yaklagik 4 milyon dekar ekim alani ve
1 milyon ton bugday iiretimi ile i¢ Anadolu Bélgesi bugday iiretiminin yaklasik %
35’ini olusturmaktadir (Anonim 2013).

Bu calismada iilkemizde tahil iiretimi yapilan Kayseri, Kirsehir, Nevsehir ve
Aksaray illeri bugday ekim alanlarindaki Rhizoctonia tir ve anastomosis
gruplariin klasik ve molekiiler yontemler kullanilarak tespitinin yapilmasi

hedeflenmis ve bu illerdeki kok hastaliklarinda Rhizoctonia tiirlerinin rolii ortaya
konulmustur.

MATERYAL VE METOT

Survey ve izolasyon

Surveyler, Kayseri, Kirsehir, Nevsehir ve Aksaray illerinde (Cizelge 1) 2011 ve
2012 yillarinin Mayis ve Haziran aylarinda hastalifin en fazla gozlendigi sapa
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kalkma baglangici ve siit olum donemlerinde ‘sistematik Ornekleme yontemi’
kullanilarak yapilmistir (Bora ve Karaca 1970, Ogoshi et al. 1990). Bu illerden
toplam 320 bitki ve 320 toprak 6rnegi toplanmustir (Cizelgel).Toplanan hastalikli
bitki drnekleri yilizeysel dezenfeksiyona tabi tutulduktan sonra %1.5 lik asitli su
agarma ekilmis ve 25+1°C’de 5-6 giin karanlikta inkiibasyon siiresinin sonunda
gelisen Rhizoctonia benzeri funguslarin hif uglar1 Patates Dekstroz Agar (PDA)
ortamina transfer edilmistir.

Cizelge 1. Kayseri, Kirsehir, Nevsehir ve Aksaray illerinde survey yapilan ilgeler, ekim
alanlar1 (Anonim 2013) ve 6rnek sayilari

KAYSER KRSEHR NEVSEHR AXSARAY
Omex EimAlsm  incelen Omek Oreek Exim incelen Omek  Ormek EamAlsar o o Ornek Eam incelen Omex
ainan {e2) en ssym simea ice  Alam e oy ehmaniice  {ca) en Seyem aunan Asami en Sayss
e tarie (=) tarie tare e (CD)] taris

say saym ey ey
Srane; 133222 = 33 Axpmer 38732 22 € Acgal 51539 e g £zl 220825 33 1s
Bimpan 7S 2 21 Kirgehir 123023 15 4 Avenos 202 732 e 22 Ortakdy 10238 24 13

Merkez
Deves 225737 ) 3 Coekoeg 203912 15 1 Gitgenir £9.595 1z 10 Gilsge; 332% 23 2
Tomerzs 238421 2 z Sortepe 132318 34 3 Heobekts; 210631 a 23 Merkezr 332557 42 20
CMeiger 3415 2 ) Kamen 132005 20 7 Kozt 356645 33 21

ncesy 32370 1 2 Urgip 20.623 3 z
Kocasne 135525 = = Meniez 7.6z 12 z
Haceer 733 2 z
Taies 7781 7
TOPLAM 1085360  2¢ 120 710052 112 7 11153%8 172 EH £33.457 125 37

Topraktan izolasyon

Rhizoctonia tiirlerinin topraktan izolasyonu igin tuzak bitki yontemi kullanilmistir
(Ogoshi et al. 1990, Carling and Summer 1992).

Bu yontemde araziden getirilen toprak o&rnekleri plastik saksilar igerisine
doldurulup sulanmistir. Her toprak 6rnegi igin 3 adet saksi kullanilmistir. Yaklagik
3-5 cm uzunlugunda kesilip otoklavlanms steril bugday.saplar1 her saksiya 10’ar
adet olacak bigimde topraga dik olarak gomiilmiistiir (Sekil 1).

Saksilarin tizeri karanlik ortam saglanmasi amaciyla bir kutu ile kapatilmistir. Bu
sekilde 3-4 giin oda sicaklifinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda,
topraktan ¢ikartilan tuzak bitkiler yilizeysel dezenfeksiyona tabi tutulmus ve %1.5
oraninda asitli su agar1 iceren petrilere yerlestirilerek 25+1°C’de karanlikta 2-3 giin
inkiibe edilmistir.
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Sekil 1.Topraktan izolasyonlarda kullanilan tuzak bitki yontemi.

Patojenisite

Patojenisite testleri hem %2’lik su agari igeren petrilerde hem de sera kosullarinda
hassas Kate A-1 bugday ¢esidi kullanilarak yapilmistir.

Caligmada kullanilacak olan farkli anastomosis gruplarina ait Rhizoctonia izolatlar
PDA ortamina aktarilarak 26°C’de 2 giin inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltiirlerin
kenarlarindan aliman 4 mm c¢apli agar parcast %Z2’lik su agarmin ortasina
aktarilarak ayni kosullarda 2 giin tekrar inkiibasyona birakilmistir. Denemede
kullanilacak tohumlar %1’lik NaOCl’de 5 dakika yiizeysel dezenfeksiyona tabi
tutularak iki seri saf sudan gegirilip steril kurutma kagitlari tizerinde kurutulduktan
sonra gelismekte olan kiiltiirlerin misel uglarina temas edecek sekilde her bir
petriye 10’ar adet tohum olacak sekilde toplam 3 petriye Yerlestirilmistir. Her izolat
icin 30 tohum kullanilmstir. Petriler 26°C’de 7-8 giin inkiibasyona birakilmistir Bu
stire sonunda gelisen fidelerin kok ve hipokotilleri incelenerek hastalik
degerlendirmesi tarafimizdan modifiye edilen Ichielevich-Auster et al. (1985)’ in
0-5 1skalasina gore yapilmustir.

0-5 skalast:

0= Saglikl1 bitki

1=%1-10, hipokotil enfeksiyonu ve/veya bitki boyunda kisalma
2= %11-30, hipokotil enfeksiyonu ve/veya bitki boyunda kisalma
3= %31-50, hipokotil enfeksiyonu ve/veya bitki boyunda kisalma
4= %51-80, hipokotil enfeksiyonu ve/veya bitki boyunda kisalma
5= o6l bitki ve/veya ¢imlenmemis tohum
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Sera kosullarinda yapilan patojenisite ¢aligmalari i¢in PDA ortaminda 5-6 giin
gelistirilen fungus izolatlarmin gelisen hif uglarindan alinan 5 mm ¢apl agar
diskleri cam tiip icerisindeki steril bugday tohumlarina asilanarak 25-30 °C’de 15-
20 giin inkiibasyona birakilmustir. inokulum bulastirilacak 4 ¢cm capindaki steril
saksilara ilk olarak yaklagik 1/3 oraninda perlit, iizerine 2/3 oraninda otoklavlanmis
(121°C’de 45 dakika) bahge topragi, ince kum (2:1) karisimi doldurulmustur. 15-
20 giin inkiibasyon siiresinin sonunda her bir izolatin hifleri ile kolonize olmus bu
bugday tohumlarindan 8 adet saksilarin yiizeyine inokulum olarak yerlestirilmis ve
20-25 ml saf su ile sulanmustir. Saksilarin tizeri temiz bir polietilen torba ile
kapatilmig ve 5 giin boyunca 20-25 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin
sonunda bu saksilara yilizeysel dezenfeksiyonlar1 yapilmis (% 1 NaOCI de 5 dakika
tutularak) hassas bugday tohumlarindan (Kate A-1) 8 adet ekilmistir. Kontrol
olarak steril toprak igeren saksilara gene dezenfekte edilmis hassas bugday
tohumlart ekilmistir. Tiim tohumlarin {izeri daha Once hazirlanan steril bahge
topragi, ince kum karisimi ile yaklasik 1-2 cm olacak sekilde kapatilmigtir. Saksilar
serada 20-25 °C’de gelismeye birakilmistir. Denemeler 6 tekerriirlii olarak
yiiriitilmistir. Ekimden 30 gilin sonra bitkiler sokiilerek kokleri incelenmistir
(Paulitz et al. 2003). Hastalik degerlendirmeleri modifiye edilen 0-4 skalasina (Kim
et al. 1997, Demirci 1998) gore yapilmistir.

0-4 skalast :

0= Belirti yok (kok ve kokbogazi)

1= Koklerde hafif renk degisimi ve/veya tohumdan ¢ikan kokler 3cm’den daha kisa
2= Koklerde bir ya da daha fazla kii¢iik lezyon(<0,5cm) ve/veya tohumdan ¢ikan
kokler 2cm’den daha kisa

3= Koklerde bir ya da daha fazla biiyiik lezyon(>0,5cm) ve/veya tohumdan ¢ikan
kokler 1cm’den daha kisa

4= Koklerde siddetli lezyon, tamamen Olmiis ve/veya koksiiz fideler

Hastalik siddeti degerleri Tawsend-Heuberger formiiliine gore hesaplanmistir
(Karman 1971).

Tiir ve anastomosis gruplarinin tespiti

Bugday bitkisinden ve topragindan izole edilen Rhizoctonia tiir ve anastomosis
gruplarinin ~ Klasik yollarla belirlenmesinde fungusun kiiltiirel, morfolojik
ozellikleri, cekirdek sayilar1 ve yurtdigindan temin edilen test izolatlar1 ile
anastomosis reaksiyonlar1 esas alinarak yapilmistir. MN ve BN Rhizoctonia
izolatlar1 da kendi aralarinda koloni 6zellikleri ve renkleri ile sklerot yapilari ve
renkleri dikkate alinarak gruplara ayrilmistir. Rhizoctonia 6rneklerinin anastomosis
gruplarmin tespiti i¢in oncelikle test izolatlar1 ve bugdaydan izole edilen 6rnekler
PDA ortamina aktarilip 25+1°C’de karanlikta inkiibe edilmistir. Bu sekilde
aktiflestirilen test izolatlar1 ve Ornekler lamelli su agari ortamina lamelin bir
tarafinda test izolati, diger tarafinda ise Ornek olacak sekilde asilanmuslardir.
Lamelli su agari ortami, %95°lik etil alkole batirilip yakilarak steril edilen
lamellerin % 0,5 agar iceren yumusak PDA ortamina daldirilip % 1,5 oraninda agar
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iceren su agari ortamina yerlestirilmesi ile hazirlanmistir. Petriler 25+1°C’de
karanlikta 24-48 saat inkiibe edilmistir ve inkiibasyon siiresi sonunda ornekler
incelenmistir. inceleme icin bir lam iizerine bir damla %0.5°lik Safranin O (Sigma)
¢oOzeltisi damlatilmig ve daha sonra lamelli su agari ortamindan alinan lamel,
lamdaki ¢ozelti tizerine ters olarak yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan
preparatlarda  hifler arasinda anastomosis reaksiyonlarinin = varhigt 151k
mikroskobunda incelenmistir. Anastomosis grup tespiti her izolat igin iki kez
tekrarlanmistir (Bandoni 1979, Kronland and Stanghellini 1988).

Elde edilen Rhizoctonia izolatlarindan DNA izolasyonu Lee and Taylor (1990)’in
metoduna gore gerceklestirilmistir. Izolatlarmin ribosomal DNA iizerindeki ITS
bolgesinin amplifikasyonu ise White et al. (1990) tarafindan belirlenen ITS1 ve
ITS4 primerleri kullanilarak yapilmistir. PCR reaksiyonlart1 200 uM dNTPs, 0.2
uM primer, 10X reaksiyon buffer, 1.5 U Tag DNA polymerase, 1.5 mM MgCl,
igeren 50ul’ lik hacimlerde gergeklestirilmistir. DNA amplifikasyonu ise

94 °C 2 dak.

94 °C 1 dak.

57°C30s 35 dongii

72°C30s

72 °C 10 dak. olacak sekilde gergeklestirilmis ve elde edilen PCR

driinleri aym primerler kullanilarak sekans analizine tabii tutulmustur (Refgen
Biyoteknoloji Lab., Ankara). Bugdayla iliskili Rhizoctonia izolatlarinin ITS
sekanslart NCBI (National Center for Biotechnology Information)’ de BLAST
analizi ile incelenerek anastomosis gruplart  dogrulanmigtir.  Ayrica
Genbankasindan (NCBI) elde edilen multiniikleat referans izolatlar ile bu
caligmada kullanilan izolatlar ClustalW ile gruplanarak genetik iliskiyi gosteren
dendogram olusturulmustur (MEGA 5.1, Tamura et al. 2011).

SONUCLAR VE TARTISMA

Kayseri, Kirsehir, Nevsehir ve Aksaray illeri bugday ekim alanlarinda, 2011 ve
2012 yili iiretim sezonunda yapilan survey calismalari sonucunda kdk ve kok
bogazinda lezyon ile ciicelesme belirtisi gozlenen bitkilerden ve rizosfer
topragindan 320 bitki ve toprak Ornegi toplanmustir. Bitkilerden yapilan
izolasyonlar sonucunda 45, topraktan yapilan izolasyonlar sonucunda ise 8 olmak
tizere toplam 53 adet Rhizoctonia izolati elde edilmistir (Cizelge 2).

Calismada tespit edilen MN (¢ok ¢ekirdekli) Rhizoctonia izolatlarinin bugiine
kadar diinyada belirlenen 13 R. solani anastomosis grubundan AG 3, AG 4, AG 5’e
ve Waitea circinata var. circinata’ya, BN (Biniikleat) Rhizoctonia izolatlarinin ise
bugiine kadar diinyada tespit edilen 16 anastomosis grubundan AG | ve AG K
gruplarina ait oldugu belirlenmistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Kayseri, Kirsehir, Nevsehir ve Aksaray Illerine ait bitki ve toprak érneklerinden
izole edilen Rhizoctonia tiir ve anastomosis gruplari ile elde edilen izolat sayilari

Rhizoctonia | Anastomosis . izolasyon .
Tiirleri Gruplan Toplandizi Il Yapilan Ornek Izolat Sayis:

Rhizoctonia AG 3 Kirsehir Bitki 2
solani AGAHG I Aksaray, Kirsehir Bitki 4
Nevsehir Toprak 2
AG 5 Kayseri Bitki 2

W. c. var. ) Kayseri, Kirsehir, o
circinata Nevsehir, Aksaray Bitki 29
Biniikleat Kayseri Bitki 2
?;:ZOCtoma AGI Kirsehir Toprak 8
AG K Kayseri, Aksaray Toprak 4
TOPLAM 53

Rhizoctonia izolatlarinin tiir ve anastomosis gruplarinin teshisi igin Oncelikle
cekirdek boyamasi yapilarak ¢ok cekirdekli (MN) ve iki ¢ekirdekli (BN) olanlar
belirlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Rhizoctonia tiirlerinde a. iki gekirdekli, b. ¢ok ¢ekirdekli hif yapisi.

Cok ¢ekirdekli (MN) izolatlar ( R. solani AG 3, 4, 5 ve W. circinata var. circinata)
en fazla bitkiden izole edilirken, iki ¢ekirdekli (BN) izolatlar (AG | ve AG K) en
fazla topraktan izole edilmistir. Elde edilen izolatlarin %73.6’sim1 MN izolatlar
olustururken, %26.4’iinii BN izolatlar olusturmustur.

Anastomosis reaksiyon ¢alismalarinda teshis edilen Rhizoctonia izolatlar1 ve test
izolatlar1 arasinda C2 ve C3 (Sekil 3) anastomosis reaksiyonlar: gozlenmistir.

C2 tipi anastomosis reaksiyonlarinda, anastomosis yapan hiicrelerin duvar
temasi oldukga net gdzlenmektedir. Fakat hiicre zar1 birlesmesi ve reaksiyon
bolgesinin yeri kesin olarak gozlenmez. Anastomosis noktasinin c¢apinin
hifsel ¢aptan daha kii¢lik oldugu ve anastomosis yapan hiicreler ile komsu
hiicrelerin 61diigii goriiliir (Sneh et al. 1996).
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C3 tipi hifsel anastomosis reaksiyonlarinda ise eslestirmeler esnasinda ayni
anastomosis grubundaki izolatlarda; anastomosis yapan hiicrelerin duvarlari
ve hiicre zarlarinda kaynagmalar net olarak gozlenir. Anastomosis noktasi
belirgin ve ¢ap1 neredeyse hif ¢apina esittir (Sneh et al. 1996).

Sekil 3. iki izolata ait hifler arasindaki C3 anastomosis reaksiyonu.

Yapilan klasik teshis calismalari ve rDNA ITS1-5.8S-ITS2 bélgelerinin BLAST
analizleri sonucunda elde edilen multiniikleat izolatlarin R. solani AG 3, AG 4 HG
Il, AG 5 ve W. circinata var. circinata anastomosis gruplarna ait oldugu
belirlenmistir. Biniikleat Rhizoctonia izolatlar1 ise AG 1 ve AG K olarak tespit
edilmistir. En fazla izole edilen grup ise W. circinata var. circinata olmustur (Sekil
4).
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Sekil 4. Elde edilen baz1 Rhizoctonia izolatlarinin PDA tizerindeki koloni goriintiisii (a) R.
solani AG 3, (b) R. solani AG 4HG I, (c) Waitea circinata var. circinata, (d) AG |

Elde edilen Rhizoctonia ve Waitea spp. izolatlarinin alt gruplarinin belirlenmesi
icin yapilan ¢alismalarda ITS1/4 primerleri ile tim izolatlardan yaklasik 650 bp
biiytikliigiinde PCR tirtinleri gogaltilmustir (Sekil 5).

hY |

500 bp _p

Sekil 5. ITS1/4 primerleri ile amplifikasyonu sonucu elde edilen PCR fiiriinleri (M: Markdor
Gene Ruler 100 bp DNA ladder MBI Fermantase).
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Sekans analizi ile incelenen multinukleat Rhizoctonia izolatlarinin Mega5 programi
kullanilarak yapilan UPGMA analizinde ise farkli AG’na ait izolatlarin yiiksek
bootstrap degerleri ile Gen bankasindan elde edilen referans izolatlarla ayni grupta
yer aldig1 gbriilmiistiir ( Sekil 6).

s KF> AG4HGE

100 Krs-22 AG 3

+
T

a0 a0s a0 a0 g 0 oo

Sekil 6. Multiniikleat Rhizoctonia izolatlarinin ITS bdlgesinin sekans analizi ile elde edilen
ve izolatlar arasindaki genetik iliskiyi gosteren UPGMA dendogramu.

Klasik yontemlerle W. circinata ve biniikleat Rhizoctonia olarak siniflandirilan
izolatlarin ise BLAST analizinde Waitea circinata var. circinata ve biniikleat AG |
ve AG K izolatlan ile yiiksek seviyede genetik benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir.

Yapilan patojenisite testleri sonucunda R. solani AG 4 HG Il ve W. circinata var.
circinata gruplar1 bugdayda patojen bulunmustur. Patojen bulunan bu gruplar
calismada izole edilen tiim Rhizoctonia izolatlarinin %66’sin1 olusturmustur.

In vitro ve in vivo kosullarda yapilan patojenisite ¢alismalar1 sonucunda patojen R.
solani AG 4 HG Il grubuna ait izolatlarin bugday kok ve hipokotillerinde farkli
siddetlerde kahverengi lezyonlar olusturmasina karsin (Sekil 7), diger bir patojen
W. circinata var. circinata tiiriine ait izolatlar bazen hafif siddette kahverengi
lezyonlar olustursalar da ¢ogunlukla kok olusumunda azalma ve kisalma, ciliz
cimlenme ya da hi¢ ¢imlenmeme (¢Okerten) gibi belirtiler meydana getirmislerdir

(Sekil 8).
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Sekil 7. Rhizoctonia solani AG 4 HG Il izolatimin in vitro ve in vivo kosullarda Kate A-1
bugday ¢esidinin kok ve hipokotilinde olusturdugu kahverengi lezyonlar.

Kontrol Waitea cir. var. circinata [

Sekil 8. Waitea cinata var. circinata izolatimin in vitro ve in vivo kosullarda Kate A-1
bugday ¢esidinde olusturdugu kok olusumunda azalma, kisalma, zayif ¢imlenme
ya da hi¢ ¢imlenmeme belirtisi.

Aksaray, Kirsehir ve Nevsehir illerindeki bugday tarlalarindan izole edilen R.
solani AG 4 HG II grubuna ait tiim izolatlar patojenisite testlerinde kok ve
hipokotillerde koyu kahverengi siddetli lezyonlara neden olarak-en viriilent grubu
olusturmustur. Bu belirtiler etmenin tarladaki bugday bitkilerinde olusturdugu
belirtilerle benzerlik gostermistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Rhizoctonia solani AG 4 HG Il izole edilen bitkilerin kok ve kokbogazinda
gozlenen koyu Kahverengi nekrotik alanlar.

Diinya’nin farkli bolgelerinde ve Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda bugdayda hem
hastalik olusturan hem de olusturmayan farkli anastomosis gruplari tespit edilmis
ve bizim calismamizda tespit edilen gruplarla benzerlik gdstermistir. Demirci
(1998) tarafindan yapilan calismada da bugdaydan ayni gruplar izole edilirken,
Unal ve Dolar (2013) tarafindan yapilan ¢alismada AG K disinda diger tiim gruplar
izole edilmis ve en yaygmn grup yine W. circinata var. circinata olmustur. Bu
calisma da da bizim ¢alismamiza benzer olarak BN gruplar en ¢ok topraktan izole
edilmistir. Her 3 ¢alismada da viriilensi en yiiksek bulunan R. solani AG 4 HG Il
en Onemli grubu olusturmustur. Amerika’nin Kuzeybati Pasifik Bolgesi’nde
yapilan bir ¢aligmada 45 bugday ve arpa tarlasindaki bitki ve topraktan elde edilen
104 izolat tanimlanmis ve bunlarin R. solani AG 8, AG 4, AG 3, AG 5, AG 9, AG
10, R. oryzae WAG 0, BN AG C, AG D, AG E, AG H ve AG K anastomosis
gruplarina ait oldugu tespit edilmistir (Ogoshi et al. 1990). Iran’da kok ve
kokbogazi ¢iiriikliigii gozlenen bugday alanlarindan alinan 6rneklerden Rhizoctonia
AG |, AG G, AG Bb, AG 4 ve AG 5 izole edilmistir (Ravanlou and Banihashemi
2002). Giiney Afrika’nin Western Cape Bolgesinde ise bugdaydan AG 2-1, 3, 4
HG 11, K ve I gruplari izole edilmistir (Tewoldemedhin et al. 2006).
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