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reaksiyonu, Rhizoctonia solani. kdk ve hipokotil ¢irtikligine sebep olarak dnemli ekonomik kayiplar olusturan bir hastalik

etmenidir. Bu calisma kapsaminda Rhizoctonia ag yanikligi hastaligina karsi Glkemizde
yaygin olarak yetistirilen 30 fasulye cesidinin hastalik reaksiyonlar yaprak inokulasyon
yontemi ile degerlendirilmistir. Patojen izolati PCR-RFLP ydntemi ile R. solani AG-4 HG I
olarak siniflandirimistir. Calisma kapsaminda degerlendirilen fasulye cesitlerinin hicbiri

hastaliga tam dayanikli degil iken 13 cesit orta dayanikli, 17 cesit ise hassas olarak
+Sorumlu yazar degerlendirilmistir. Test edilen cesitl da en dayanikli cesit 40 giinliik fasulye cesidi
bayrakta@agri.ankara.edu.tr egerlendirilmistir. Test edilen cesitler arasinda en dayanikli ¢esit 40 gunlik fasulye cesidi

olup bunu Java ve Klas fasulye gesitleri takip etmistir.

Reactions of Some Common Bean Cultivars to Rhizoctonia Web Blight

Keywords: Abstract. Rhizoctonia solani causing web blight, root and hypocotyl rot of bean is a
Web blight, bean, disease

reaction. Rhizoctonia solani prevalent and economically important pathogen in bean production areas. The aim of study

was to evaluate the disease reactions of 30 common bean cultivars that commonly grown
in Turkey against Rhizoctonia web blight using leaf inoculation method. Pathogen isolate
was classified as R. solani AG-4 HG |l by PCR-RFLP method. None of the common bean
cultivars evaluated in this study was completely resistant to the disease, while 13 cultivars
were considered as moderately resistant and 17 cultivars as susceptible. Among the tested
cultivars, the most resistant cultivar was the bean cultivar 40 gunlik, followed by the

common bean cultivars Java and Klas.
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GiRiS

Baklagiller icerisinde yer alan fasulye bitkisi ylksek protein ve karbonhidrat icerigi nedeniyle insan beslenmesi
icin oldukca &énemli bir kiiltir bitkisidir. Ulkemiz ise énemli bir fasulye yetistiricisi konumunda olup diinyada kuru
fasulye Uretiminde 22, taze fasulye Uretiminde ise 5. sirada yer almaktadir (FAOSTAT 2018). Genis bir Uretim
alanina sahip olan Ulkemizin hemen hemen tim cografik bdlgelerinde yaygin olarak fasulye Gretimi
gerceklestiriimektedir. Bununla birlikte diinyada ve llkemizde fasulye bitkisinde verim ve kalite agisindan énemli
ekonomik kayiplara neden olan ¢ok sayida hastalik etmeni bulunmaktadir (Hall, 1994).

Fasulye uretimini etkileyen dnemli fungal hastaliklardan birisi ise R. solani’ nin neden oldugu ag yanikhigi (web
blight) hastaligidir. Fasulye yetistiriciligi yapilan alanlarda yaygin olarak goriilen ve tim toprak Ustl kisimlari
enfekte edebilen bu hastaligin %100’e varan Griin kayiplarina neden oldugu bildiriimektedir (Hall, 1994). Etmen
ozellikle yagmur damlalarinin bitki ylizeyine sicramasi ile ilk enfeksiyonlari gerceklestirmektedir. Hastalik belirtileri
kiicik 5-10 mm capinda, orta kismi kahverengi, etrafi zeytin yesili renginde bir alanla cevrili nekrotik lekeler
seklinde gorilmektedir. Enfekteli alanlar agimsi sekilde hizla yayllmakta ve lekelerin lizerinde etmenin kiiglk
skleroti ve miselyumlari olusmaktadir. Benzer hastalik belirtileri fasulye baklalar (izerinde de meydana gelmekte
ve etmen tohuma gecerek tohum verim ve kalitesini dSnemli diizeyde etkilemektedir. Etmen fasulye bitkilerinde
ayrica kok ve hipokotil clirtikligu belirtilerine de neden olmaktadir (Hall, 1994).

R. solani ¢ok genis bir konukgu dizisine sahip bir etmen olup hifler arasindaki uyum kabiliyetine goére farkli
anastomosis gruplari (AG) icerisinde siniflandiriimaktadir (Sneh ve ark., 1996). Farkl AG gruplarina ait izolatlar
arasinda ise konukgu tercihi, belirti, hastalik siddeti ve fungusit dayanikhhigi gibi 6zellikler bakimindan farkliliklar
gorilmektedir (Muyolo ve ark., 1993; Sneh ve ark.1996; Mora-Umafa ve ark., 2013). Fasulye Uretim alanlarinda
ise AG-1, AG-2 ve AG-4'Un yaygin olarak bulundugu bildiriimektedir (Galindo ve ark., 1982; Godoy-Lutz ve ark.,
2003; Valentin Torres ve ark., 2016). Ulkemizde yapilan calismalarda ise fasulye tiretim alanlarinda R. solani AG-1,
AG-2, AG-3, AG-4, AG-5, AG-6, AG-9, AG-10 ve AG-11'in bulundugu farkh arastiricilar tarafindan belirtilmistir
(Demirci ve Doken, 1995; Karaca ve ark., 2002; Eken ve Demirci, 2004; Erper ve ark., 2003, 2011; Akarca, 2013).

Fasulye bitkisinde R. solani'nin kontroli kuiltirel uygulamalar, fungisit uygulamalari ve biyolojik micadele
uygulamalari seklinde gergeklestiriimekle beraber diger hastalik etmenlerinde oldugu gibi ag yanikhigi hastaligina
karsida en etkili micadele yontemi konukgu bitki dayanikliliginin kullanimidir (Gonzélez ve ark., 2012). Ag yanikhg
etmenine karsi ylksek derecede dayanikli bir cesit bulunmamakla birlikte bazi fasulye genotiplerinin orta
derecede dayanikli oldugu bildirilmistir (Godoy-Lutz ve ark., 2008; Beaver ve ark., 2012). Ulkemizde hastaliga karsi
fasulye cesitlerinin reaksiyonlarinin belirlenmesinde genelde kdk ve hipokotil enfeksiyonlari dikkate alinarak
gerceklestirilmistir (Karaca ve ark., 2002; Eken ve Demirci, 2004). Bu calisma kapsaminda ise Ulkemizde yaygin
olarak yetistirilen fasulye cesitlerinin Rhizoctonia ag yanikligina karsi hastalik reaksiyonlarindaki farkhliklarin
yaprak inokulasyon yéntemi kullanilarak belirlenmesi amaclanmustir.

MATERYAL VE METOT

Calismada materyal olarak enfekteli fasulye bitkisinden elde edilen ve Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Bolimu kiltlir koleksiyonunda saklanan R. solani izolati ile Glkemizde yaygin olarak yetistirilen 30 farkh
fasulye cesidi kullanilmistir (Cizelge 1).

Patojen izolatinin PCR-RFLP Yontemi ile Karakterizasyonu

Elde edilen R. solani izolatinin AG grubunun belirlenmesi Guillemaut ve ark. (2003) tarafindan bildirilen PCR-
RFLP yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA izolasyonu icin fungus izolati Patates Dektroz Agar (PDA)
ortami Uzerinde 2511 °C'de 7 gun sureyle inkube edilmis ve agar ylzeyinde gelisen miselyum steril bistri ile
kazinarak 1.5 ml'lik eppendorf tiipe aktariimistir. Ekstraksiyon islemi ise GeneJET Plant Genomic DNA ekstraksiyon
kiti (Thermo Scientific) kullanilarak Gretici firma protokolliine gore yapilmistir.

Anastomosis grubunun belirlenmesi icin patojen izolatin ribosomal DNA ITS bélgesi RS1 (5'-CCT GTG CAC
CTG TGA GAC AG-3') ve RS4 (5'-TGT CCA AGT CAA TGG ACT AT-3') primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. PCR
reaksiyonlari 0.2 mM dNTPs, 0.2 uM primer, 10X reaksiyon buffer,1.5 U Tag DNA polimeraz (Thermo Scientific),
1.5 mM MgCl,, 20 ng fungal DNA iceren 50 pl'lik hacimde yapilmistir. DNA amplifikasyonu ise 94 °C'de 5 dakika,
94 °C'de 1 dakika, 56 °C'de 1 dakika, 72 °C'de 1 dakika 35 doéngl ve 72 °C'de 5 dakika olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR Uriini kontrol amaciyla %1'lik agaroz jelde 100 V'da 1x TAE buffer icerisinde
elektroforetik olarak ayrilarak gézlemlenmistir.
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PCR-RFLP analizi ise R. solani AG gruplarinin ayrimi icin Guillemaut ve ark. (2003) tarafindan bildirilen spesifik
Msel, Avall/Hincll (ikili kesim) ve Munl restriksiyon enzimleri kullanilarak dretici firmanin protokoliine gore
gerceklestirilmistir. Bu amacla yaklasik olarak 10 pl PCR Grini 5 U enzim ile uygun sicakliklarda inkubasyona
birakilmistir. Daha sonra restriksiyon fragmentleri %2'lik agaroz jelde elektroforetik olarak ayrilmis ve elde edilen
enzim profillerine gére AG grubu belirlenmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan fasulye cesitlerinin ozellikleri ve hastalik skala degerleri.
Table 1. Characteristics and disease scale values of common bean cultivars used in this study.

Fasulye Fasulye Fasulye Tohumlarinin Elde Hastalik Skala
Cesidi Tipi Edildigi Kurum Degerleri®
Zeynebim Taze Karadeniz Tar. Ars. Enst. 88 ab
Seher yildizi Taze Karadeniz Tar. Ars. Enst. 7.7 bcde
Karabacak Taze Karadeniz Tar. Ars. Enst. 88 ab
Fransiz Taze Gegit Kusagi Tar. Ars. Enst. 6.2 fgh
Sazova Taze Gegit Kusagi Tar. Ars. Enst. 54 ghi
Boncuk Taze Gegit Kusagi Tar. Ars. Enst. 90 a

40 gunluk Taze Gecit Kusagi Tar. Ars. Enst. 34 |
Magnum Taze May Tohum 43 ki
Asya Taze May Tohum 90 a
Java Taze May Tohum 37 Kk
Volare Taze May Tohum 46 jkl
Sofia Taze May Tohum 6.6 efg
Ozayse Taze Bati Akdeniz Tar. Ars. Enst. 74 cde
Yalova5 Taze Atatlrk Bahcge Kulturleri Ars. Enst. 87 abc
Yaloval7 Taze Atatlrk Bahcge Kulturleri Ars. Enst. 83 abcd
Hanimteni Taze Sim Arzuman Tarim Uriinleri 7.2 def
Miray Taze Sim Arzuman Tarim Uriinleri 41 jk
Gina Taze May Tohum 48 1jk
Tavil Taze Makrogen Tohumculuk 90 a
Sarikiz Taze Makrogen Tohumculuk 88 ab
Perolar Taze Makrogen Tohumculuk 90 a
Gelincik Taze Makrogen Tohumculuk 8.6 abc
Nazende Taze Makrogen Tohumculuk 79 abcd
Mina Taze Makrogen Tohumculuk 48 1jk
Selvi Taze Biotek Tohum 90 a
Sirik Barbunya Barbunya Poltar Tarim 83 abcd
Klas Barbunya Barbunya Poltar Tarim 37
Belinay Barbunya Makrogen Tohumculuk 52 hj
Selim Barbunya Barbunya Sim Arzuman Tarim Urinleri 6.6 efg
Buse Oturak Barbunya Makrogen Tohumculuk 90 a

2Fasulye bitkilerindeki hastalik siddeti 1-9 skalasi kullanilarak degerlendirilmistir. 1-3 deger arasi dayanikli, 4-7 deger arasi orta dayanikli, 7-9
deger arasi hassas olarak siniflandiriimistir. Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak (Fisher LSD, P=0.05) énemli
degildir.

Bitkilerin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan her bir ¢eside ait fasulye tohumlari ekimden dnce yilizeysel dezenfeksiyon amaciyla %1'lik
sodyum hipoklorit (NaOCl)'de 2 dakika tutulmus, birka¢ defa steril saf sudan gegirilmis ve tohum ¢imlenmesi
tesvik etmek amaciyla 1 saat kadar saf su icerisinde bekletilmistir. Daha sonrasinda igerisinde steril
toprak:kum:gtbre karisimi (1:1:1 hacim) bulunan 15 cm ¢apindaki saksilarin her birine 5 tohum gelecek sekilde
ekilmistir. Saksilar 25 °C'de 12 saat aydinlik/karanlk ortam iceren inkubasyon odasina konulmus ve fasulye bitkileri
V3 (ilk trifoliat yaprak olusumu) dénemine gelinceye kadar yetistirilmistir. Olusan ilk trifoliat yapraklar sapin alt
kismindan kesilerek alinmis ve kesilen yapraklarin canliligini korumak icin sap kismi i1slak pamuk ile sariimistir.
Hazirlanan yapraklar, yizeyi Uste gelecek sekilde islak filtre kagidi iceren 19x26x5 cm boyutlarindaki plastik
kivetlere yerlestirilmistir.

Patojen inokulasyonu

Rhizoctonia solani izolati PDA ortami tzerinde 25+1 °C'de 10 gun sireyle gelistirilmistir. Daha sonra gelisen
kilturlerden 5 mm’lik agar diskleri alinarak plastik kivetlere yerlestirilen trifoliat yapraklarin her birinin ortasina
gelecek sekilde ters cevrilerek konulmustur. Kontrol olarak kullanilan yapraklara ise patojen icermeyen PDA
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diskleri yerlestirilmistir. inokulasyondan sonra yiiksek nem saglamak amaciyla kiivetler nemli polietilen torbalara
yerlestirilmis ve agzi kapatilarak 27°C'de 12 saat aydinhk/karanlk periyotta 72 saat sireyle inkiibasyona
birakilmistir. Denemeler her bir fasulye cesidi icin 3 tekerriirli olarak yirutilmistir (Takegami ve ark., 2004).

Hastalik Siddetinin Degerlendirilmesi

Hastalik degerlendirmesi igin yapraklar Gzerindeki lezyon gelisimine bakilarak Van Schoonhoven ve Pastor-
Corrales (1987)'e ait 1-9 skalasi (1: simptom yok. 3: yaprak yiizeyinin %5-10'u enfekte olmus. 5: yaprak ylzeyinin
%20-30'u enfekte olmus. 7: yaprak ylzeyinin %40-60'1 enfekte olmus. 9: yaprak ylizeyinin %80'inden fazlasi
enfekte olmus) ile degerlendirme yapilmistir. Elde edilen hastalik skala degerlerinden Minitab 17 programi
kullanilarak varyans analizi yapilmis ve ortalamalar arasindaki fark Fisher LSD metodu kullanilarak (P=0.05)
degerlendirmistir. Hastalik skala degeri 1-3 arasinda olan fasulye cesitleri dayanikl, 4-7 arasinda olanlar orta
dayanikh, 7-9 arasinda olanlar hassas olarak siniflandiriimistir (Schmit ve Baudoin, 1992).

BULGULAR VE TARTISMA

Rhizoctonia solani lilkemizde fasulye Uretim alanlarinda yaygin olarak gorilen ve ag yanikligi, kék ve hipokotil
curukligline sebep olarak énemli ekonomik kayiplar olusturan bir hastalik etmenidir. Bu kapsamda tlkemizde
hastalik etmeninin farkli AG gruplarinin ve dayanikhlik kaynaklarinin belirlenmesi icin bircok arastirma
gerceklestirilmistir (Karaca ve ark., 2002; Eken ve Demirci, 2004; Erper ve ark. 2011). Bu calismada da patojen
izolatin AG grubunun belirlenmesi icin PCR-RFLP ydntemi kullaniimis ve Guillemaut ve ark. (2003) tarafindan
belirtilen enzim profilleri ile karsilastirilarak siniflandiriimistir. Etmenin ribosomal DNA ITS bdlgesinin ¢cogaltiimasi
sonucu yaklasik olarak 530 bp buyukliginde bir bant elde edilmistir. Elde edilen PCR rlninin Msel ile kesim
sonucunda 219,140, 90, 72 bp buyukliginde enzim profili olusmustur (Sekil 1). Avall/Hincll enzim kesimi
sonucunda 490, 50 bp buyukliginde iki band elde edilir iken Munl enzimi 340 ve 190 bp buyukligunde iki profil
olusturmustur. Olusan enzim profillerinin degerlendirilmesi sonucunda test edilen izolatin AG-4 HG Il alt grubuna
ait oldugu ve "IENA" seklinde belirtilen enzim profili olusturdugu gérilmistir. Ulkemizde fasulye dretim
alanlarinda daha ok kdk ve hipokotil ¢iiriikligline neden olan R. solani izolatlarinin AG gruplarinin belirlenmesi
icin yapilan calismalarda ise AG-4 HG I' nin en yaygin AG grubu oldugu bildirilmistir (Kilicoglu ve Ozkog,
2010,2013). Bununla birlikte fasulye bitkisinin toprak lstl aksamlarinda bulunan Rhizoctonia tiir ve AG gruplarini
belirleyen Akarca (2013) en yaygin grubun AG-4 HG Il oldugunu belirtmistir. Benzer sekilde bu calismada
kullanilan patojen izolati da AG-4 HG Il olarak siniflandiriimistir. R. solani'nin belirti, hastalik siddeti ve AG gruplari
arasinda farkhliklarin bulundugu ise farkl arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Muyolo ve ark., 1993; Mora-Umafia
ve ark., 2013; Spedaletti ve ark., 2016).

Sekil 1. Rhizoctonia solani izolatinin Msel (a), Avall/Hincll (b) ve Munl (c) enzimleri ile kesimi sonucu elde edilen enzim profili
(Markor: GeneRuler 100 bp DNA ladders, Thermo Scientific).
Figure 1. Restriction profiles of Rhizoctonia solani digested with Msel (a), Avall/Hincll (b) ve Munl (c) enzymes.

CGalisma kapsaminda llkemizde yaygin olarak yetistirilen bazi fasulye gesitlerinin ag yanikligi hastaligina karsi
reaksiyonlari yaprak inokulasyon ydntemi ile test edilmistir. Benzer sekilde bu inokulasyon yontemi pek ¢ok
arastirici tarafindan fasulye genotiplerinin ag yanikligina karsi reaksiyonlarinin belirlenmesi igin kullanilmistir
(Bautista-Pérez ve Echavez-Badel, 2000; Gonzalez ve ark., 2008; Valentin Torres ve ark., 2016). Calismada her bir
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fasulye cesidinin trifoliat yapraklari agar diskleri ile inokule edilerek hastalik gelisimleri gdzlemlenmistir. Genel
olarak enfekte edilen yapraklarda kicuk, islak lekeler seklinde baslayan daha sonrasinda grimsi-kahverengi
renginde, yumusama ve yogun bir miselyal gelisim seklinde gorilen nekrotik lekeler gozlemlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Rhizoctonia solani'nin fasulye trifoliate yapraklar tzerinde olusturdugu ag yanikhigi simptomlari.
Figure 2. Web blight symptoms caused by Rhizoctonia solani on trifoliate leaves of bean.

Patojenisite testi sonucunda fasulye cesitleri arasinda istatiksel olarak dnemli farkliliklarin bulundugu ve
hastalik skala dederlerinin 3.4-9 arasinda degistigi gortlmustiir (Cizelge 1). Boncuk, Asya, Tavil, Perolar, Buse
oturak ve Selvi fasulye cesitlerinin etmene karsi yilksek derecede hassas olup tim yaprak alaninin patojen
tarafindan enfekte edildigi gozlemlenmistir. En disiik hastalik siddeti ise 40 ginlik fasulye cesidinde tespit edilmis
olup bunu sirasiyla Java, Klas barbunya ve Miray fasulye cesitleri takip etmistir. Diger fasulye cesitleri ise farkli
derecelerde hastalik siddeti gostermistir. Bu kapsamda fasulye cesitlerinin hicbirinin <3 skala degerine sahip
olmadigi ve hastaliga karsida dayanikli reaksiyon gostermedikleri tespit edilmistir. Test edilen fasulye cesitlerinden
13 adedi (3< skala degeri < 7) orta dayanikl olarak gruplandiriimistir. On yedi fasulye cesidi ise >7 skala degerine
sahip olup hassas olarak siniflandinimistir. Benzer sekilde Costa Rica'da fasulye bitkilerinde ag yanikligina neden
olan R. solani AG gruplarinin virulensliklerini 2 fasulye ¢esidi Uzerinde yaprak inokulasyon metodu ile
degerlendirilen Mora-Umafa ve ark. (2013) patojen izolatlarini etkilenen yaprak alanina gore 3 grup igerisinde
siniflandirmistir. Arastiricilar izolatlarin cogunlugunun disuk virulenslige sahip oldugunu ancak gruplar arasinda
ve icerisinde virulenslik acisindan 6nemli farkliliklarin bulundugunu belirtmislerdir. Erzincan ilinde fasulye
bitkilerinde ag yanikligi hastaligina neden olan R. solani AG gruplarinin patojenisitelerini Yalanci Dermason fasulye
cesidi Uzerinde yaprak inokulasyon yontemi ile belirleyen Akarca (2013) ise AG-4 HGlII izolatlarinin neden oldugu
skala degerlerinin 5.4-7.5 arasinda degistigini bildirmistir. Ag yanikligi ve kdk curikligine neden olan AG-1 ve
AG-4 izolatlarina karsi 12 farkli fasulye genotipinin reaksiyonunu arastiran Valentin Torres ve ark. (2016) fasulye
genotiplerinin patojen izolatlarina karsi tepkisinin oldukga farkh oldugunu ancak kék ¢irikligi simptomlarinin
ag yanikligina gore daha siddetli olarak meydana geldigini belirtmistir. Calismada sadece birka¢ hattin orta
derecede dayanikli oldugu tespit edilmistir. Ulkemizde fasulye cesitlerinin R. solani'ye karsi reaksiyonlarinin
belirlenmesi icin yapilan diger calismalarda ise kok inokulasyon metodu kullanilmig olup AG gruplarinin
virulenslikleri ve fasulye cesitlerinin reaksiyonlari arasinda dnemli farkliliklarin bulundugu belirtilmistir (Erper ve
ark., 2003; Eken ve Demirci, 2004; Kilicoglu ve Ozkoc, 2010). Bu kapsamda Samsun ilinden elde edilen R. solani
AG 2, 4 ve 5' e karsi farkli fasulye cesitlerinin reaksiyonunu arastiran Karaca ve ark. (2002) Ozayse ve Yalova-5
fasulye cesitlerindeki hastalik siddetinin sirasiyla 2.44-3.52 ve 2.88-3.6 arasinda degistigini belirtmistir. Bu
calismada ise Ozayse 7.4, Yalova 5 ise 8.7 hastalik oranlarina sahip olup hassas olarak siniflandirilmistir. Bu
farkliligin kullanilan izolat, AG grubu ve inokulasyon ydntemindeki farkliliklardan ileri geldigi dustiniilmektedir.

SONUC

Calisma kapsaminda elde edilen sonuclar genel olarak degerlendirildiginde, llkemizde yetistirilen yaygin
fasulye cesitlerinin Rhizoctonia ag yanikhgi hastaligana karsi reaksiyonlarinda énemli farkhhklar bulunmakla
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beraber etmene karsi tam dayanikli olan bir cesidin bulunmadigini géstermektedir. Ancak bazi ¢esitler hastaliga
karsi orta derecede dayanikhliga sahip olup hastaligin yogun oldugu alanlarda bu cesitlerin kullanimi tercih
edilebilir. Ayrica hastaliga karsi i1slah calismalarinda bu cesitlerdeki dayaniklilik kaynaklari dikkate alinmalidir.
Bununla birlikte hastaliga karsi kilturel, kimyasal ve biyolojik miicadele ydntemlerinin etkin sekilde
uygulanmasinin hastaligin neden oldugu ekonomik kayiplarin azaltiimasi agisindan olduk¢a dnemli oldugu
dustnilmektedir.
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