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Anastomosis Groups and Pathogenicity of Rhizoctonia Species Isolated
from Bean Pods in Erzincan Province
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ABSTRACT

This study was carried out to determine the anastomosis groups (AG) and pathogenicity of Rhizoctonia isolates that cause
web blight on the aerial parts of bean plants in Erzincan province. At the result of the study, totally, 38 Rhizoctonia isolates
were obtained from bean pods, and their anastomosis groups were identified using classical and molecular techniques. Thirty-
four Rhizoctonia solani isolates were identified as AG-1 IB (| isolate), AG-2-1 (4 isolates), AG-4 (24 isolates belonging to
HGI, HGII and HGIII subgroups) and AG-5 (5 isolates); binucleate Rhizoctonia isolates were identified as AG-E (2 isolates)
and AG-K (2 isolates). In pathogenicity test on bean leaves, the most virulent group was determined as AG-1 IB, it was
followed AG-4 and AG-5 isolates, respectively. On bean pods, the virulence of AG-1 IB and AG-4 isolates was found to be
high. On the other hand, isolates belonging to other anastomosis groups generally did not cause infection on leaves or pods.
In Turkey, the anastomosis groups of Rhizoctonia isolates obtained from the aerial parts of bean plants in fields were
determined for the first time in this study.
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oz

Erzincan ilinde Fasulye Baklalarindan izole Edilen Rhizoctonia Tiirlerinin Anastomosis Gruplari ve
Patojenisitesi

Bu ¢alisma, Erzincan ilinde fasulye bitkilerinin toprak Ustli kisimlarinda ag yanikligi hastaligina neden olan Rhizoctonia
izolatlarinin anastomosis gruplarini (AG) ve patojenisitelerini belirlemek amaci ile yapilmistir. Yapilan izolasyonlar sonucu
fasulye baklalarindan 38 Rhizoctonia izolati elde edilmis olup, klasik ve molekiiler tani yontemleri ile anastomosis gruplari
belirlenmistir. Elde edilen 34 Rhizoctonia solani izolatinin AG-1 IB (I izolat), AG-2-1 (4 izolat), AG-4 (HGI, HGII ve HGIII alt
gruplarina ait 24 izolat) ve AG-5 (5 izolat); iki gekirdekli Rhizoctonia izolatlarinin ise AG-E (2 izolat) ve AG-K (2 izolat) oldugu
saptanmistir. Fasulye yapraklarinda yapilan patojenisite testinde AG-| IB'nin en viriilent grup oldugu, AG-4 ve AG-5
izolatlarinin sirasiyla onu takip ettigi belirlenmistir. Baklada ise AG-1 IB ve AG-4’e ait izolatlarin viriilensliginin yiiksek oldugu
gorilmistlir. Diger anastomosis gruplarina ait izolatlar ise yaprakta veya baklada genellikle enfeksiyon olusturmamustir.
Turkiye'de bugline kadar tarla sartlarinda fasulye bitkilerinin toprak Ustii aksamlarinda Rhizoctonia tir ve anastomosis
gruplarinin belirlenmesine yonelik yapilan ilk galismadir.

Anahtar kelimeler: Fasulye, Ag yanikligi, Rhizoctonia, Anastomosis grup, rDNA-ITS bdlgesi, Patojenisite

GiRiS

Fasulye (Phaseolus wulgaris L.) igerdigi mineral
maddeler, vitaminler, proteinler ve karbonhidratlar
bakimindan oldukga zengin bir besin kaynag olup,
insanlarin protein ihtiyacinin karsilamasinda énemli bir
yeri vardir. Taze, kuru, konserve veya dondurularak
insan gidasi olarak kullanilan fasulye, ekim alani ve
Uretim yoninden yemeklik tane baklagiller igerisinde ilk
sirada yer almaktadir. Fasulye iklim ve toprak istegi
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bakimindan segici olmadigindan Tirkiye'nin gesitli
bolgelerinde oldugu gibi Erzincan ilinde de taze ve kuru
fasulye olarak yetistirilmektedir.

Fasulye bitkilerinde ¢ok sayida fungus, virls, bakteri ve
diger etmenler hastalik olusturarak farkli diizeylerde
verim  kayiplarina  neden olmaktadirlar.  Fungal
hastaliklar igerisinde toprak kaynakli ve ok sayida
konukguya sahip bir patojen olan Rhizoctonia solani
Kihn (Eseyli donem: Thanatephorus cucumeris (Frank)
Donk) fasulye bitkilerinin hipokotil ve koklerini enfekte
ederek farkll blyukliklerde lezyonlar olusturmakta,
siddetli enfeksiyonlarda bitki gelismeden geri kalmakta
ve olgunlasamadan olmektedir (Hagedorn, 1994).
Patojen ozellikle nemli donemlerde fasulye bitkilerinin
toprak Ustl aksamlarini olusturan yaprak, yaprak sapi,
cicek veya baklada lezyonlar olusturmakta, baklayi
enfekte etmesi durumunda tohumlara da gegmektedir
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(Schwartz, 1994). Fasulye bitkilerinin toprak alti
aksamlarinin  Rhizoctonia izolatlarinca  enfeksiyonu
sonucu kok ve hipokotil glriklugl, toprak Usti
aksamlarinin enfeksiyonu sonucu ise ag yaniklig
hastaligi olusmaktadir.

Rhizoctonia solani izolatlari |3 anastomosis grubuna
(AG-1, AG-2, AG-3, AG-4, AG-5, AG-6, AG-7, AG-8,
AG-9, AG-10, AG-1 I, AG-12 ve AG-13) ayrilmis olup,
bunlarigerisinde AG-1 alti (IA, 1B, IC, ID, |E ve IF), AG-
2 bes (2-1, 2-2, 2-3, 2-4 ve 2-Bl), AG-3 iki (PT, TB ve
TM), AG-4 li¢ (HGI, HGII ve HGIII) ve AG-6 bes (HG-
I, Gvl, Gv2, Gv3 ve Gv4) alt gruba ayrilmistir (Sneh ve
ark., 1991; Carling ve ark., 1994; 1999; 2002; Carling,
[996; Ogoshi, 1996; Sharon ve ark., 2006; Godoy-Lutz
ve ark., 2008; Misawa ve ark., 2020). iki cekirdekli
(binucleate = BN) Rhizoctonia (Eseyli donem:
Ceratobasidium Rogers) izolatlari ise |9 anastomosis
grubuna (AG-A, AG-B, AG-C, AG-D, AG-E, AG-F,
AG-G, AG-H, AG-l, AG-K, AG-L, AG-O, AG-P, AG-
Q, AG-R, AG-S, AG-U, AG-V ve AG-W) ayriimistir
(Sharon ve ark., 2008; Yang ve ark., 2015; Dong ve
ark., 2017; Misawa ve Kurose, 2019).

Cesitli  Ulkelerde  yapilmis  calismalarda  fasulye
bitkilerinin kok veya hipokotillerinden R. solani’nin AG-
[, AG-2 (2-2, 2-3 ve 2-Bl alt gruplari), AG-4 (HGI alt
grubu) ve AG-5 ile BN Rhizoctonia’nin AG-A ve AG-F
gruplan (Galindo ve ark., 1982; Bolkan ve Ribeiro,
[985; Muyolo ve ark., 1993; Lopez-Olmos ve ark.,
2005; Nerey, 2010), ag yanikligi hastaliginin gorildigi
bitkilerin  toprak  Usti  aksamlarindan  yapilan
izolasyonlarda R. solani’nin AG-1 (IA, IB, IC, ID, IE ve
IF alt gruplart), AG-2 (2-2 alt grubu) ve AG-4 (HGI alt
grubu) ile BN Rhizoctonia’nin AG-P grubu (Galindo ve
ark., 1982; Bolkan ve Ribeiro, 1985; Muyolo ve ark.,
1993; Godoy-Lutz ve ark., 2003; Yang ve ark., 2007;
Godoy-Lutz ve ark., 2008; Gonzalez ve ark., 2012;
Mora-Umana ve ark., 2013), tohumdan ise R. solani’'nin
AG-1 (IB alt grubu), AG-2 (2-2 alt grubu), AG-4 (HGI
ve HGIII alt gruplar) ve AG-7 gruplar (Bolkan ve
Ribeiro, 1985; Godoy-Lutz ve ark., 1996; Spedaletti ve
ark., 2017) izole edilmistir.

Turkiye’de fasulye bitkisinin  Ozellikle toprak alti
aksamindan elde edilen R. solani ve BN Rhizoctonia
izolatlarinin anastomosis gruplarinin ve
patojenisitelerinin belirlenmesine yonelik ¢ok sayida
galisma yapilmistir. Bu calismalarin sonuglarina gore
fasulye kok ve/veya hipokotillerinden R. solani’nin AG-
[, AG-2 (2-1 ve 2-2 alt gruplan), AG-3, AG-4 (HGI ve
HGII alt gruplar), AG-5, AG-6, AG-9, AG-10 ve AG-
I I ile BN Rhizoctonia’'nin AG-A, AG-B, AG-E, AG-F,
AG-G, AG-l, AG-K ve AG-P gruplan izole edilmistir
(Tuncer ve Erdiller, 1990; Demirci ve Doken, 1995;
Karaca ve ark., 2002; Eken ve Demirci, 2004; Kiligoglu
ve Ozkog, 2010; Erper ve ark., 201 I; Cebi Kiligoglu,
2012; Demirer Durak ve ark., 2017; Yildirm ve Erper,
2017). Fasulye tohumlarindan ise R. solani AG- 1 ve AG-
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4 (Demirci ve Doken, 1995; Demirci ve Caglar, 1998)
gruplar elde edilmistir.

Turkiye’de tohum harig fasulye bitkilerinin toprak st
aksamlarinda  Rhizoctonia  tlr ve anastomosis
gruplarinin  belilenmesine  yonelik  bir  galisma
bulunmamaktadir. Tirkiye'de yapilan calismalarda
fasulye tohumlarindan R. solani AG-l1 ve AG-4
gruplarina ait izolatlarin elde edilmis olmasi, farkl
llkelerde yapilan gesitli galismalarda fasulye bitkilerinin
toprak Ustl aksamlarinda etmenin ag yaniklig hastaligini
olusturdugunun bildirilmesi, Rhizoctonia izolatlarinin
Erzincan ilinde fasulye bitkilerinin  toprak Usti
aksamlarinda da hastalik olusturabilecegi hipotezinden
hareketle bu c¢alisma planlanmistir. Bu calisma ile
fasulye  bitkilerinin  toprak Usti  aksamlarindan
Rhizoctonia izolatlarinin elde edilmesi, anastomosis
gruplarinin belirlenmesi ve patojenisite testleri ile de bu
gruplara ait izolatlarin  virilensliklerinin  ortaya
konulmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Siirvey calismalari

Erzincan iline ait Merkez, Cayirli, Uzimlg, Refahiye ve
Tercan ilgelerinden alinan fasulye yaprak ve bakla
ornekleri ile elde edilen Rhizoctonia izolatlari calismanin
materyalini olusturmustur. Sirvey icin arazi galismalari
2010 yilinda Eylll ay1 ortasindan Ekim ayi sonuna kadar,
2011 yilinda ise Mayis ay! sonundan Ekim ayr ortasina
kadar yapilmistir. Tarlalarin  buytklikleri  dikkate
alinarak her tarladan 10-15 adet hastalik simptomu
gosteren bitki Ornegi toplanmistir. Bitki 6rnekleri
polietilen torbalara konularak buz kutusu iginde
laboratuara getirilmis ve izolasyon asamasina kadar
buzdolabinda 5°C’de muhafaza edilmistir.

Rhizoctonia izolatlarinin elde edilmesi

Hastalikh bitki orneklerinden Rhizoctonia spp.’nin
izolasyonu igin her bitkinin yaprak ve/veya bakla
kisimlarindan hastalikli ve saglikli kismi icerecek sekilde
yaklagik | em? ebadinda doku parcalari kesilmistir. Bu
parcalar %I’lik NaOCl'de | dakika ylizeysel
dezenfeksiyona tabi tutularak 3 kez steril saf sudan
gegirilmis ve takiben steril kurutma kagitlar arasinda
fazla sular alinmistir. Kurutulan bu bitki pargalari 50 mg
I"" streptomycin silfat iceren %1.5 su agarina (SA)
alinip, 25 °C’de 48-72 saat karanlkta inkiibasyona
birakilmistir. Rhizoctonia hifinin gelistigi kolonilerden hif
ucu izolasyon yontemi kullanilarak SA veya Patates
Dekstrose Agar (PDA)da 25 °C'de 48-72 saat
karanlkta tutularak saflagtirilan kiltirler PDA igeren
test tlplere transfer edilerek 5 °C’de saklanmistir.

Rhizoctonia izolatlarinin anastomosis
gruplarinin saptanmasi

Rhizoctonia cinsinin vejetatif hifinin temel karakteristik
ozelliklerini  (Ogoshi, 1975) gosteren izolatlarin
anastomosis gruplari, klasik ve molekiiler yontemler
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kullanilarak  belirlenmistir. Elde edilen Rhizoctonia
izolatlari ile kiltir koleksiyonumuzda bulunan R. solani
ve BN Rhizoctonia test izolatlari (Eken ve Demirci,
2004) PDA’da 25 °C’'de 7 giin gelistirildikten sonra
%1.5'lik SA’da eslestiriimiglerdir. Grubu bilinmeyen
izolat ve test izolatindan alinan misel pargalari 9 cm
capindaki petrilerde aralarinda 5-6 cm mesafe olacak
sekilde karsilikli olarak yerlestirilip, 48-72 saat suresince
25 °C’de inkiibe edildikten sonra karsilasma hatti
phase-contrast mikroskobunda incelenmistir
(Parmeter ve ark., 1969). Eslestirilen iki izolatin hifleri
arasinda anastomosis gozlenmis ise bu izolatlar aynt AG
olarak tanimlanmistir (Demirci ve Doken, 1992).
Calismada elde edilen Rhizoctonia izolatlarinin tamami
ribozomal DNA (rDNA)-ITS (Internal Transcribed
Spacer) gen bolgesi (ITSI, 5.8, ITS2) kullanilarak
molekiiler olarak da tanilanmistir. Bu amagla PDA’da
48-72 saat slresince 25 °C’de inklibe edilen izolatlar,
[00 mllik Patates Dekstrose Broth (PDB) igeren
erlanmayerlere aktarilarak 4-7 glin 25 °C karanlikta
inkiibasyona birakilmis, takiben gelisen miseller hasat
edilmis ve steril ependorf tiiplere aktariimistir.
Rhizoctonia izolatlarindan genomik DNA izolasyonu,
ITSI ve ITS4 primerleri (White ve ark., 1990)
kullanilarak rDNA-ITS bolgesinin PCR amplifikasyonu
ile baz dizi analizi REFGEN (Ankara Universitesi
Teknokent, Ankara, Tirkiye) firmasi tarafindan
yapilmistir. Elde edilen baz dizileri NCBI (National
Center for Biotechnology Information) veri tabaninda
BLAST analizi ile sorgulanmis, izolatlarin tir, AG
ve/veya alt grup tayini yapilirken %95 ve Uzeri sekans
benzerlikleri goz onlinde bulundurulmustur. Her
izolata ait baz dizileri BioEdit (Surim 7) yaziimi ile
dizenlenmis (Hall, 1999) ve Clustal W algoritmasi
kullanilarak hizalanmistir (Thompson ve ark., 1994).
NCBI veri tabanindan baz dizileri elde edilen referans
izolatlar (Sharon ve ark., 2008) ve uzak tiir olarak da
Sclerotinia minor  kullanilarak MEGA  (Siirim  6)
yazilminda (Tamura ve ark, 2013) uygulanan
Neighbor-Joining yontemi ve Maximum Composite
Likelihood modeli (Saitou ve Nei, 1987) kullanilarak
[000 bootstrap degeri ile filogenetik agag
olusturulmustur. Bu galismada elde edilen Rhizoctonia
izolatlarinin baz dizileri NCBI veri tabanina ylklenmis
ve erisim numaralari alinmistir.

Yaprakta patojenisite testi

Yaprakta patojenisite testi i¢in yorede en fazla
yetistiriciligi yapilan Yalanci Dermason fasulye genotipi
kullaniimistir.  Anastomosis gruplarina ait izolatlarin
virtlensligini tespit etmek amaciyla 23 Rhizoctonia
izolati ile patojenisite testi kurulmustur. Her izolat ve
kontrol igin 3 adet Ug yaprakgikl gercek yaprak
kullanilmis ve deneme iki kez tekrarlanmistir.

Bitki yetistirmek amaci ile fasulye tohumlar 9%I’lik
NaOCl'de | dakika tutularak ylizeysel olarak
dezenfekte edilmistir. Daha sonra tohumlar steril saf
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sudan gegirilerek steril kurutma kagitlari arasinda fazla
sulart alinmistir. Saksi topragi olarak 121 °C’de | saat
otoklavda steril edilmis hazir ¢icek toprag
kullaniimistir. Her saksiya bir tohum ekilmis, 25 °C’de
[4 saat 151k |0 saat karanlikta |5 glin gelistirilen fasulye
bitkilerinden alinan Ug yaprakcikli gergek yapraklar
steril petrilere yerlestirilmistir. inokulum hazirlamak
amact ile Rhizoctonia izolatlari PDA’da 3 glin 25 °C’de
gelistirilmis ve kolonilerin kenarlarindan alinan 5 mm’lik
misel diskleri yapraklarin ortasina gelecek sekilde
yerlestirilerek  inokulasyonlar  gerceklestirilmistir
(Galindo ve ark., 1982). Kontrol bitkilerine ise 5 mm’lik
steril PDA diski yerlestiriimistir. Takiben ortamda
%100’e yakin nem oranini saglamak igin petriler
aliminyum kaplar igine konulmus, yaprak sapi steril su
ile  nemlendiriimis pamukla sarilmis ve polietilen
posetler igerisine yerlestirilerek posetin agiz kismi
kapatilmistir. Aliminyum kaplar 4 glin 27 °C’de |4 saat
isik 10 saat karanlikta birakilmistir. Bu siire sonunda
yapraklardaki hastalik siddeti |-9 skalasina (I =
simptom yok; 3 = yaprak yiizeyinin %5-10'u enfekte
olmus; 5 = yaprak ylizeyinin %20-30’u enfekte olmus;
7 = yaprak yiizeyinin %40-60"1 enfekte olmus; 9 =
yaprak yiizeyinin %80’inden fazlasi enfekte olmus) gore
degerlendiriimistir (Van Schoonhoven ve Pastor-
Corrales, 1987). Her yapraktan reizolasyon sonucu
elde edilen izolatlar baslangigta kullanilan izolatla SA’da
eslestirilerek anastomosis gruplari teyit edilmistir.

Baklada patojenisite testi

Anastomosis  gruplarinin baklada  virilensligini
belirlemek amaciyla yapilan patojenisite testinde taze
fasulye baklalari ve yaprakta patojenisite testinde
kullanilan izolatlar kullanilmistir. Her izolat ve kontrol
icin her tekerriirde 3 adet bakla kullaniimis, toplam Gg
tekerrir yapiimis ve deneme iki kez tekrarlanmistir.
Misel inokulumu hazirlamak amaci ile Rhizoctonia
izolatlari PDA’da 3 giin 25 °C’de gelistirilmis, gelisen
kolonilerin kenarlarindan alinan bir adet 5 mm’lik misel
diski 300 ml’lik erlanmayerlerde hazirlanan 100 ml’lik
PDB’a aktarilarak 10 glin 25 °C karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Gelisen miseller hasat edilmis ve bisturi
yardimiyla pargalanarak 100 ml steril su ile karistirilip
sispansiyon haline getirilmistir. Her bir baklaya 4 ml bu
stispansiyondan puskirtilmis ve her bir petriye de
Uger adet bakla konularak alliiminyum kaplara
yerlestirilmistir. Ortamda %100 yakin nemi saglamak
icin aliminyum kaplar polietilen posetler icerisine
yerlestirilerek  posetin  agiz  kismi  kapatilmistir.
Aliminyum kaplar 7 giin 27 °C’de |4 saat isik |0 saat
karanlikta tutulmustur. Slre sonunda baklalardaki
hastalik siddeti -5 skalasina (I = simptom yok; 3 =
bakla ylizeyinde 5 mm’den kiiglik lezyonlar; 5 = bakla
ylzeyinde 5 mm’den blylk lezyonlar) gore
degerlendirilmistir. Her bakladan yapilan reizolasyon
sonucu elde edilen izolatlar baslangigta kullanilan
izolatla SA’da eslestirilerek anastomosis gruplar teyit
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edilmistir. Patojenisite testlerinin  sonuglari  SPSS
istatistik analiz programi kullanilarak Duncan ¢oklu
karsilastirma testi ile degerlendirilmistir (P < 0.05).

BULGULAR ve TARTISMA

Hastaligin tarla kosullarinda tanimi

Fasulye bitkilerinin toprak Ustti aksamlarinda ag yaniklig
hastaliginin  tipik simptomlarina galismanin  yapildig
alanlarda sadece baklalarda rastlaniimistir. Bu hastaliga
yakalanmis fasulye baklalarinda, yuvarlaga yakin ve
kirmizimsi kahverengi koyu sinirlar ile cevrili diizensiz,
¢okiik ve merkez kismi agik kahverengi nekrotik lekeler
olusmaktadir (Sekil la). Farkli boyutlarda olabilen ve
ilerleyen dénemde birbirleri ile birlesip diizensiz bir
sekil alan lezyonlar bakla ytizeyinin blyiik bir kismini da
kaplayabilmektedir (Sekil Ib). Rhizoctonia grubu
funguslar, diinyanin bir¢ok bolgesinde ¢ok sayida bitki
tiirinde ekonomik olarak uriin kaybina neden olan
toprak  kokenli  patojenlerdir  (Ogoshi,  1996).
Rhizoctonia izolatlar fasulye bitkilerinin toprak alti
aksamlarinda kok ve hipokotil lirtikligu olusturmasina
karsin, Ozellikle nemli donemlerde toprak Ustii
aksamlarini da enfekte ederek ag yanikligi hastaligina
neden olmaktadir (Hagedorn, 1994; Schwartz, 1994).
Ag yanikhig hastaligi fasulye yetistiriciligini olumsuz
yonde etkileyip, verim ve kalite dislkligiine neden
olmaktadir.

Elde edilen Rhizoctonia spp. izolatlari ve
anastomosis gruplari

Erzincan ilinden 6rnek alinan 5 ilgede fasulye yaprak ve
baklalarindan yapilan izolasyonlarda yapraklardan
Rhizoctonia izolati elde edilememis, baklalardan yapilan
izolasyonlarda 3 ilgeden (Merkez, Cayirli ve Uziimli)
toplam 38 Rhizoctonia izolati elde edilmistir (Cizelge 1).
Refahiye ve Tercan ilgelerinden ise izolat elde
edilememistir. Fasulye baklalarindan elde edilen
Rhizoctonia izolatinin anastomosis gruplari test izolatlart
ile eslestirme yontemi kullanilarak klasik yontemle
belirlenmistir. Calismada elde edilen 38 izolatin 34
adedi R. solani AG-I, AG-2, AG-4 ve AG-5¢; 4
adedinin ise BN Rhizoctonia AG-E ve AG-K’a ait oldugu
saptanmistir  (Cizelge ). Rhizoctonia izolatlarinin

toplandiklari yer ve tarih bilgileri ise Cizelge 2'de
verilmistir.

Rhizoctonia grubu funguslarin gruplandirilmasi temelde
hifler arasindaki anastomosise dayanmaktadir (Cubeta
ve Vilgalys, 1997). Rhizoctonia izolatlarinin anastomosis
gruplarinin klasik yontemle tespit edilmesi gegerli ve
yaygin olarak kullanilmasina ragmen bazi kisitlamalar
icermektedir. DNA  polimorfizimlerine  dayanan

molekiiler metotlar Rhizoctonia izolatlarinin tir, AG
ve/veya alt gruplarinin belirlenmesi igin yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir (Vilgalys ve Cubeta, 1994;
Sharon ve ark., 2006; 2008).

Sekil 1. Tarla sartlarinda bakla tizerinde Rhizoctonia’nin
olusturdugu lezyonlar.

Cizelge 1. Erzincan ilinde fasulye baklalarindan izole edilen Rhizoctonia tiirlerinin ve anastomosis gruplarinin ilcelere

gore izolat sayilari

ILCELER
Tiir/ Anastomosis Grubu (AG) Merkez Uziimlii Cayirli Refahiye Tercan TOPLAM
Rhizoctonia solani
AG-1 - | - - - |
AG-2 2 2 - - - 4
AG-4 9 14 | - - 24
AG-5 2 3 - - - 5
iki cekirdekli Rhizoctonia
AG-E 2 - - - - 2
AG-K | | - - - 2
TOPLAM 1) 21 I - - 38
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Yapilan calismalarda rDNA’nin ITS bolgelerindeki
sekans farkliliklarinin tanilamada 6nemli polimorfizimler
sagladigl bildiriimektedir (Gonzalez ve ark., 2001).

Bu galismada fasulye baklalarindan izole edilen ve klasik
yontemle anastomosis gruplari belirlenen 38 izolatin
ITS gen bolgesine gore molekiler yontemle
dogrulanmasi ve tanisi gergeklestirilerek tir, AG
ve/veya alt gruplari belirlenmistir (Cizelge 2).
Calismada Rhizoctonia izolatlarindan elde edilen baz
dizilerinin NCBI veri tabaninda BLAST analizi yapilmis
ve izolatlarin baz dizileri gen bankasina kaydedilerek
erisim numaralari alinmistir (Cizelge 2). Elde edilen baz
dizileri ile veri tabaninda yapilan sorgulamalarda
izolatlarin tiir, AG ve/veya alt grup tayini yapilirken
%95 ve lzeri sekans benzerlikleri goz Oniinde
bulundurulmustur. Bu ¢alismada elde edilen izolatlarin
ve referans izolatlarinin sekans verileri arasindaki iliskiyi

ortaya ¢lkarmak ve izolatlar karsilagtirmak igin
filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 2). Nitekim
grubu bilinmeyen Rhizoctonia izolatlarinin baz dizisi
%95-100 benzerlik araligindaysa ve konumu belirli bir
AG veya alt grubun bir kiimesi igerisinde bulunuyor ise
bu izolatin bu AG veya alt gruba ait olma olasiliginin
ylUksek oldugunu gosterdigi, molekiiler yontemlerin
Rhizoctonia izolatlarinin kesin olarak tanimlanmasi igin
gereken laboratuvar calismalarini  kolaylastirdig
bildirilmistir (Sharon ve ark., 2006; 2008). Bu sonuglara
gore, R. solani AG-| izolatinn IB (I izolat), AG-2
izolatlarinin | (4 izolat), AG-4 izolatlarinn HGI (3
izolat), HGII (17 izolat) ve HGIII (4 izolat) alt gruplarina
ait oldugu saptanmistir. Alt grubu bulunmayan
anastomosis gruplarina ait izolatlarin R. solani AG-5 (5
izolat), BN Rhizoctonia AG-E (2 izolat) ve AG-K (2
izolat)’a ait oldugu da teyit edilmistir. Bu calismada elde

Cizelge 2. Erzincan ilinde fasulye baklalarindan elde edilen Rhizoctonia izolatlarinin molekiiler yontemle
tanilanmasi sonucu belirlenen anastomosis gruplari ve alt gruplari, toplandiklari yer, tarih ve gen bankasi kayit

bilgileri

Izolat Anastomosis Ornegin Alindigi

Kodu Grubu (AG) Alt Grup Ornek Alinan Yer Tarih Gen Bankasi Kayit No
ZB| AG-I IB Uziimlii 3 (Merkez) 16.10.2010 ONB873900
ZB2 AG-2 | Uziimlii 3 (Merkez) 16.10.2010 ONB873901
ZB3 AG-4 HGI Merkez (Keklikkayasr) 16.10.2010 ONB873902
ZB4 AG-4 HGlII Merkez (Keklikkayasr) 16.10.2010 ONB873903
ZB5 AG-4 HGlII Merkez (Keklikkayasr) 16.10.2010 ONB873904
ZB6 AG-4 HGlII Merkez (Keklikkayasr) 16.10.2010 ONB873905
ZB7 AG-4 HGlII Merkez (Keklikkayasr) 16.10.2010 ONB873906
ZB8 AG-4 HGlII Uziimli | (Merkez) 16.10.2010 ONB873907
ZB9 AG-4 HGlII Uziimli | (Merkez) 16.10.2010 ONB873908
ZBI10 AG-4 HGlII Uziimli 6 (Merkez) 23.10.2010 ONB873909
ZBI | AG-4 HGlII Uziimlii 5 (Merkez) 23.10.2010 ONB873910
ZB12 AG-4 HGlII Uziimlii 5 (Merkez) 23.10.2010 ONB873911
ZBI13 AG-4 HGlI Uziimli 5 (Merkez) 23.10.2010 ONB873912
ZBl4 AG-4 HGIlI Uziimlii 2 (Merkez) 16.10.2010 ONB873913
ZBI15 AG-5 Merkez (Bahgelikoy2) 16.10.2010 ONB873914
ZBl6 AG-5 Merkez (Bahgelikoy ) 16.10.2010 ONB873915
ZBI17 AG-5 Uziimli 2 (Merkez) 16.10.2010 ONB873916
ZBI18 AG-5 Uziimlii 3 (Merkez) 16.10.2010 ONB873917
ZBI19 AG-K Merkez (Bahgelikoy ) 16.10.2010 ONB873918
ZB20 AG-K Uziimli | (Merkez) 16.10.2010 ONB873919
ZB21 AG-2 | Uziimli 7 (Merkez) 09.10.2011 ONB873920
ZB22 AG-2 | Merkez (Bahgelikdy 3) 15.10.201 | ONB873921
ZB23 AG-2 | Merkez (Bahgelikdy 3) 15.10.201 | ONB873922
ZB24 AG-4 HGlII Merkez (Bahgelikdy 2) 15.10.201 | ONB873923
ZB25 AG-4 HGlII Merkez (Bahgelikdy 2) 15.10.201 | ONB873924
ZB26 AG-4 HGlII Merkez (Akyazi I) 09.10.2011 ONB873925
ZB27 AG-4 HGlII Merkez (Elmalikoy ) 22.09.2011 ONB873926
ZB28 AG-4 HGlII Uziimlii 4 (Merkez) 09.10.2011 ONB873927
ZB29 AG-4 HGIlI Uziimlii 6 (Merkez) 07.09.201 1 ONB873928
ZB30 AG-4 HGIlI Uziimlii 6 (Merkez) 07.09.201 1 ONB873929
ZB31 AG-4 HGIlI Uziimlii 6 (Merkez) 07.09.201 1 ONB873930
ZB32 AG-4 HGI Uziimli 6 (Merkez) 07.09.201 1 ONB873931
ZB33 AG-4 HGlII Uziimli 7 (Merkez) 09.10.2011 ONB873932
ZB34 AG-4 HGlII Uziimlii 9 (Merkez) 09.10.2011 ONB873933
ZB35 AG-4 HGlII Cayirh 2 (Celikli) 08.09.201 1 ONB873934
ZB36 AG-5 Uziimli 5 (Merkez) 07.09.201 1 ONB873935
ZB37 AG-E Merkez (Yalnizbag) 22.09.2011 ONB873936
ZB38 AG-E Merkez (Yalnizbag) 22.09.2011 ONB873937
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AG-4 HGII (ZB35)
A AG-4 HGII (AB000006.1)
AG-4 HGII (ZB34)
AG-4 HGII (ZB33)
AG4 HGII (ZB28)
AG4 HGII (ZB27)
AG-4 HGII (ZB26)
AG4 HGII (ZB25)
AG4 HGII (ZB24)
AG-4 HGII (ZB12)
AG-4 HGII (ZB10)
AG-4 HGII (ZBY)
AG-4 HGII (ZBS8)
AG4 HGII (ZB7)
AG-4 HGII (ZB6)
AG-4 HGII (ZBS)
81 | AG4 HGII (ZB4)
AG-4 HGII (ZB11)
r AG4 HGI (ZB3)
AG-4 HGI (ZB32)
N AG4 HGI (ZB13)
9 | A AG-4 HGI (AB000007.1)
AG-4 HGIII (ZB14)
AG-4 HGIII (ZB29)
AG-4 HGIT (ZB30)
AG-4 HGIII (ZB31)
L A AG4 HGII (DQ102449.1)

A AGE(AB290017.1)
E{AG—E (ZB37)
78 | 90/ AGE(ZB38)
90 |AG-2-1(ZB2)
441t AG-2-1 (ZB23)
541 AG-2-1 (ZB22)
AG-2-1(ZB21)
A AG2-1(AY154317.1)
9 |AG-5(ZB15)

9

®

53

+
T

22

AG5 (ZB16)
A AG5 (AF354113.1)

AG-5 (ZB17)

98 | AG-5 (ZBI8)

671 AG-5 (ZB36)
99 |AG-11B (ZB1)
A AG11B(ABI22139.1)
A AGK (ABI22145.1)
Too IAGK (ZB19)

91 AGK (ZB20)

87

30

—
0.1

@ Scierotinia minor (MT835249.1)

Sekil 2. ITS gen bolgesine gore bu galismada elde edilen ve gen bankasindan segilen izolatlar ile Neighbor-
Joining yontemi kullanilarak olusturulan filogenetik agag. A: Referans izolatlar, ®: Uzak tir

edilen izolatlarin 34 adedinin R. solani ve 4 adedinin ise
BN Rhizoctonia’a ait oldugu, toplam izolatlarin
%2.63’Gnin  AG-1 1B, %10.53’tnin  AG-2-I,
%63.16’sinin AG-4 (HGI, HGII ve HGIII alt gruplari),
%13.16’sinin AG-5, %5.26’sinin AG-E ve %5.26’sinin
AG-K oldugu saptanmistir. Rhizoctonia solani AG-4, 24
adet izolat ile sayica en fazla izolat elde edilen grubu
olusturmustur.

Erzincan'da fasulye yetistirilen ilgelerde yapilan
stirveyler sonucunda ag yanikligr hastaliginin belirtilerine
sadece baklalarda rastlaniimis, yapraklardan yapilan
izolasyonlarda fungus elde edilememistir. Baklalardan
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elde edilen 38 adet Rhizoctonia izolati arasinda BN
Rhizoctonia’ya gére R.solani izolatlarinin daha fazla
¢ikmasi, bu tiiriin ag yanikligi hastaliginin esas etmeninin
oldugu fikrini vermektedir. Nitekim ag yanikiig
hastaliginin ~ gorildigu  bitkilerin - toprak st
aksamlarindan yapilan izolasyonlarda R. solani’nin AG-
[ (IA, 1B, IC, ID, IE ve IF alt gruplarr), AG-2 (2-2 alt
grubu) ve AG-4 (HGI alt grubu) ile BN Rhizoctonia'nin
AG-P grubu (Galindo ve ark., 1982; Bolkan ve Ribeiro,
[985; Muyolo ve ark., 1993; Godoy-Lutz ve ark., 2003;
Yang ve ark., 2007; Godoy-Lutz ve ark., 2008;
Gonzalez ve ark., 2012; Mora-Umana ve ark., 2013),
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Cizelge 3. Rhizoctonia izolatlarinin anastomosis gruplarina gore yaprakta ve baklada patojenisite sonuglari

Anastomosis Grubu Alt izolat Kodu Skala Degeri

(AG) Grup Yaprak® Bakla™

AG-| IB ZBI 9.00 3.60
Ortalama 9.00 a™ 3.60 a

I ZB2 1.00 .10

I ZB21 1.00 |.00

AG-2 I ZB22 1.00 .10

I ZB23 3.00 |.00
Ortalama 1.50 c 1.05b

HGI ZBI13 5.50 3.80

HGI ZB32 7.40 4.50

HGII ZB4 5.80 |.40

HGII ZB6 6.50 4.50

HGII ZBI12 7.50 3.70

AG-4 HGII ZB27 5.40 |.40

HGII ZB34 6.30 .70

HGiIl ZB30 6.20 3.30

HGiIl ZB3I 5.10 3.00
Ortalama 6.19b 3.03a

ZBI15 5.45 |.00

ZBl6 4.65 |.00

ZBI17 5.80 |.00

AG-S ZBI18 495 1.05

ZB36 4.55 |.00
Ortalama 5.08 b 1.0l b

ZB37 2.90 |.00

AG-E ZB38 1.00 |.00
Ortalama 1.95 c 1.00b

ZBI19 1.00 |.00

AG-K ZB20 1.00 |.00
Ortalama 1.00 c 1.00b
Kontrol 1.00 c 1.00b

*: Yapraklar 1-9 skalasi (I = simptom yok; 3 = yaprak ylizeyinin %5-10’u enfekte olmus; 5 = yaprak yiizeyinin %20-30’u enfekte olmus; 7 =
yaprak yiizeyinin %40-60’1 enfekte olmus; 9 = yaprak yiizeyinin %80’inden fazlasi enfekte olmus) kullanilarak degerlendirilmistir (Van

Schoonhoven ve Pastor-Corrales, 1987).

**: Baklalar |-5 skalasi (I = simptom yok; 3 = bakla ylizeyinde 5 mm’den kiigiik lezyonlar; 5 = bakla yiizeyinde 5 mm’den biiyiik lezyonlar)

kullanilarak degerlendirilmistir.

#%: Ayni stitun igerisinde farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde énemlidir (P < 0.05).

tohumdan ise R. solani'nin AG-1 (IB alt grubu), AG-2
(2-2 alt grubu), AG-4 (HGI ve HGIII alt gruplari) ve
AG-7 gruplari (Bolkan ve Ribeiro, 1985; Godoy-Lutz
ve ark., 1996; Spedaletti ve ark., 2017) izole edilmistir.
Tirkiye'de tohumlardan elde edilen R. solani
izolatlarinin da AG-1 ve AG-4 gruplarina ait oldugu
belirlenmistir (Demirci ve Doken, 1995; Demirci ve
Caglar, 1998). Cesitli calismalarda fasulye bitkilerinin
toprak Ustli aksamlarindan izole edilen R. solani’nin
anastomosis gruplari bu ¢alismada baklalardan elde
edilen anastomosis gruplar ile nispeten benzerlik
gostermistir. Ayrica bu calismada baklalardan elde
edilen Rhizoctonia izolatlarinin belirlenen anastomosis
gruplarinin tamaminin, bugline kadar yapilan gesitli
calismalarda fasulye bitkilerinin kok ve
hipokotillerinden elde edilen R. solani’'nin AG-1, AG-2
(2-1, 2-2, 2-3 ve 2-Bl alt gruplart), AG-3, AG-4 (HGI
ve HGII alt gruplan), AG-5, AG-6, AG-9, AG-10 ve
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AG-I | ile BN Rhizoctonia’nin AG-A, AG-B, AG-E, AG-
F, AG-G, AG-l, AG-K ve AG-P gruplari (Galindo ve
ark., 1982; Bolkan ve Ribeiro, 1985; Tuncer ve Erdiller,
[990; Muyolo ve ark., 1993; Demirci ve Doken, 1995;
Karaca ve ark., 2002; Eken ve Demirci, 2004; Lopez-
Olmos ve ark., 2005; Kiligoglu ve Ozkog, 2010; Nerey,
2010; Erper ve ark., 201l; Cebi Kiligoglu, 2012;
Demirer Durak ve ark., 2017; Yildirnm ve Erper, 2017)
icerisinde yer aldigi da gorllmustlir. Bolgesel farkliliklar
da dikkate alindiginda toprak kaynakli bir patojen igin
bu sonuglarin blylk oranda beklentiler igerisinde
kaldigi sGylenebilir.

Yaprakta ve baklada patojenisite testi

Enfekteli baklalardan elde edilen ve anastomosis
gruplarini temsilen segilen 23 Rhizoctonia izolatinin
virllensliklerini ~ belilemek amaciyla yaprak ve
baklalarda yapilan patojenisite test sonuglari Cizelge
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i 6 - S it i
Sekil 3. Patojenisite testi sonucunda cesitli anastomosis gruplarina ait Rhizoctonia izolatlarinin yaprak ve

bakladaki farkl virtlenslik diizeyleri. a) AG-1, b) AG-5, c) AG-K, d) AG-I, e) AG-4, f) AG-E

3’te verilmis olup, 4. glinde yaprakta ve 7. glinde
baklada yapilan degerlendirme sonuglarina gore
virllenslik agisindan anastomosis gruplari arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir.
Yapraktaki patojenisite sonuglarina gére AG-1 IB’ye ait
bir izolatin en ylksek hastalik siddetini olusturdugu,
AG-4 ve AG-5’e ait izolatlarin orta derecede, AG-2-1,
AG-E ve AG-K’a ait izolatlarin ya gok diistk virtlenslige
sahip oldugu veya enfeksiyon olusturmadig
gorilmistlr.  Bakladaki  patojenisite  sonuglan
degerlendirildiginde ise AG-I IB ve AG-4e ait
izolatlarin virilensliginin yiksek oldugu, diger gruplara
ait izolatlarin ise baklada genellikle enfeksiyon
olusturmadigi gorilmustiir. Kontrol uygulamalarinda
ise yaprak ve baklalarda herhangi bir hastalik belirtisine
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rastlanmamistir. Patojenisite testi sonucunda cgesitli
anastomosis gruplarina ait Rhizoctonia izolatlarinin
yaprak ve bakladaki virllenslik dUlzeylerini gosteren
bazi 6rnekler Sekil 3'de verilmistir.

Bu sonuglara gore, bir izolati bulunan R. solani AG-|
IB’nin en tahripkar grup oldugu, en ¢ok izolat bulunan
AG-4’Un ikinci tahripkar grup oldugu, takiben ise
sadece yaprakta enfeksiyon olusturan AG-5'in geldigi
belirlenmistir. Bu c¢alismada elde edilen diger
Rhizoctonia anastomosis gruplarina ait izolatlarin ise
yaprak veya baklada ya gok duslk derecede hastalik
olusturdugu  veya olusturmadigi  belirlenmistir.
Fasulyede ag yanikligi hastalig ile esas olarak R. solani
AG-1, AG-2-2 veya AG-4 gruplarinin iliskili oldugu
bildirilmistir (Galindo ve ark., 1982; Bolkan ve Ribeiro,
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[985; Godoy-Lutz ve ark., 1996; 2003; 2008; Gonzalez
ve ark., 2012). Nitekim literatiir bilgileri dikkate
alindiginda bu Ug grup veya bunlara ait alt gruplarin
fasulye bitkilerinin toprak Ustl aksamindan siklikla izole
edilen gruplan olusturdugu gorilmektedir. Fasulye
bitkilerinden elde edilen R. solani AG-4 HGI! izolat ile
yaprak inokulasyon yontemi kullanilarak yapilan bir
caismada 30 fasulye c¢esidinin patojene degisen
derecelerde hassasiyet gosterdigi, tam dayanikli bir
gesidin bulunmadigi bildirilmistir (Palacioglu ve ark.,
2019). Belirtilen galismalarda elde edilen bulgularin bu
calismadaki patojenisite sonuclarini destekler nitelikte
oldugu, farkli olarak R. solani AG-5 izolatlarinin da
fasulye  yapraklarinda  enfeksiyon  olusturabildigi
belirlenmistir. Ayrica, fasulye bitkilerinin toprak alti
aksamlarindan  elde edilen gesitli  Rhizoctonia
anastomosis gruplarina ait izolatlarin test edildigi
patojenisite  sonuglarina  gore  kok  ve/veya
hipokotillerde en ylksek hastalik siddetini AG-4 ve
AG-5 izolatlarinin olusturdugu, AG-|’e ait izolatlarin ise
orta derecede virilenslik gosterdigi de belirlenmistir
(Eken ve Demirci, 2004; Erper ve ark., 201 1).

Bu calisma ile Tirkiye'de tarla sartlarinda fasulye
bitkilerinin baklalarindan elde edilen R. solani ve BN
Rhizoctonia  izolatlarinin  anastomosis  gruplari  ve
virtlenslikleri ilk kez belirlenmis, 6zellikle R. solani AG-
[, AG-4 ve AG-5 izolatlarinin uygun iklim sartlarinda

fasulye bitkilerinin  yaprak ve/veya baklalarinda
enfeksiyona neden  olabildigi/olabilecegi  ortaya
konmustur.
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