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OZET

ORTA KARADENIZ BOLGESI’NDE BEYAZ BAS LAHANA ALANLARINDAN
IZOLE EDILEN RHIZOCTONIA GRUBU FUNGUSLARIN ANASTOMOSIS
GRUPLARI, PATOJENITELERI VE BAZI GENOTIPLERIN
REAKSIYONLARININ BELIRLENMESI
Sevilay SAYGI
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Ana Bilim Dali
Doktora, Agustos/2021
Danigsman: Prof. Dr. Berna TUNALLI

Beyaz bas lahana (Brassica oleracea var. capitata f. alba) Orta Karadeniz
Bolgesi’nde yaygin olarak iiretimi yapilan bir kiiltiir bitkisidir. Bu bitkilerde fungal
hastaliklar sorun teskil etmekte ve bu sorunlarin basinda da Rhizoctonia spp.’nin neden
oldugu hastaliklar gelmektedir. Samsun, Tokat, Amasya, Corum ve Ordu illerinde
2017-2019 yillarinda yapilan surveylerde 167 Rhizoctonia spp. izolati elde edilmis
olup, bunlarin 161 tanesini (%96) MN Rhizoctonia (R. solani), alt1 tanesini (%4) BN
Rhizoctonia izolatlart olusturmustur. Klasik yontemler kullanilarak yapilan
anastomosis grup ayrimina gore R. solani izolatlarinin AG 4 ve AG 2-1, BN
Rhizoctonia izolatlarinin ise AG-A ve AG-K’ya ait oldugu belirlenmistir. Molekiiler
tiir teshislerine gore ise, ITS gen bolgesi sekans analizine tabi tutulan 167 izolatin 145
tanesi AG 4 HG-I, ti¢ tanesi AG 4 HG-I11, 11 tanesi AG 4 HG-I11l, iki tanesi AG 2-1,
lic tanesi AG-A, ii¢ tanesi ise AG-K olarak tanilanmigtir. ITS gen bdolgesi sekans
analizlerine gore olusturulan dendogramda izolatlarin referans izolatlarla olan iligkileri
incelenmistir. Her AG’den temsili izolatlar segilerek kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri
incelenmis, aralarindaki farkliliklar ortaya konmustur. Patojenite c¢alismalarinda,
temsili olarak secilen 49 izolatin Yalova 1 ¢esidi bitkilerinde solgunluk, koklerde
kisalma, tel govde ve govde kismina dogru nekrotik alanlar olusturdugu gézlenmistir.
AG 4 alt gruplarinin 1-5 hastalik siddeti skalasinda (HSS) 3-5 arasinda deger verdigi
ve virlilensliginin yiiksek oldugu belirlenmistir. Rhizoctonia AG’lerine kars1 dayanikli
cesitlerin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢esit reaksiyonu caligmalarinda, viriilensi
yiiksek olan {i¢ izolattan AG 4 HG-I’e ait izolatin genotipler ve ticari ¢esitlerde
olusturdugu HSS degerleri 4-5 arasinda, AG 4 HG-II "¢ ait izolatin 2.8-5 arasinda, AG
4 HG-IIT"e ait izolatin ise 3.8-5 arasinda degismistir. Sonug¢ olarak biitiin genotip ve
cesitler kullanilan izolatlara kars1 duyarli olarak bulunurken W5 genotipi AG 4 HG-
II’ye ait TR19Rs54 izolatina kars1 diisiik diizeyde dayanikli olarak belirlenmistir. Bu
calisma beyaz bag lahanada Rhizoctonia spp. ile ilgili iilkemizde yapilan ilk kapsamli
caligmadir.

Anahtar Sozciikler: Rhizoctonia spp., Brassica oleracea var. capitata, tel govde,
ITS, gesit reaksiyonu



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANASTOMOSIS GROUPS, PATHOGENICITIES OF
RHIZOCTONIA GROUPS FUNGI IN WHITE CABBAGE GROWING AREA IN
THE MIDDLE BLACK SEA REGION AND REACTIONS OF SOME
GENOTYPES.

Sevilay SAYGI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Plant Protection
Ph.D., Agust/2021
Supervisor: Prof. Dr. Berna TUNALLI

White cabbage (Brassica oleracea var. capitata f. alba) is a widely cultivated
plant in the Central Black Sea Region. Fungal diseases are a problem in these plants,
and one of the most important problems are the diseases caused by Rhizoctonia spp.
In the surveys carried out, between 2017-2019, in Samsun, Tokat, Amasya, Corum
and Ordu 167 Rhizoctonia spp. isolate were obtained. Of these, 161 (96%) MN R.
solani and six (4%) determined that R. solani isolates belong to AG 4 and AG 2-1, BN
Rhizoctonia isolates belong to AG-A and AG-K anastomosis groups. According to the
molecular species identifications, 145 of the 167 isolates subjected to ITS gene region
sequence analysis were AG 4 HG-I, three of them AG 4 HG-I1, 11 of them AG 4 HG-
I11, two of them AG 2-1, three of them AG-A and three of them were diagnosed as
AG- K. In the dendogram created according to the ITS gene region sequence analysis,
the relationships of the isolates with the reference isolates were examined.
Representative isolates from each AG were selected and their cultural and
morphological characteristics were examined, and the differences between them were
revealed. In pathogenicity studies, it was observed that 49 representative isolates
formed wilting, shortening of roots, wire stem rot and necrotic areas towards the stem
part of Yalova 1 variety plants. It was determined that AG 4 subgroups valued between
3-5 on the 1-5 disease severity scale (DSS) and had high virulence. In the cultivar
reaction studies carried out to determine resistant cultivars against Rhizoctonia species,
the DSS values of the three isolates of AG 4 HG-I with high virulence in genotypes
and commercial cultivars were between 4-5, and the isolate of AG 4 HG-1l was 2.8-5
and the isolate of AG 4 HG-III varied between 3.8-5. As a result, all genotypes and
cultivars were found susceptible to the isolates used, while the W5 genotype was
determined to be low resistant to TR19Rs54 isolate of AG 4 HG-II. This study was
carried out on Rhizoctonia spp. This is the first comprehensive study on White cabbage
with Rhizoctonia spp in Turkey.

Keywords: Rhizoctonia spp., Brassica oleracea var. capitata, wirestem, ITS, cultivar
reaction
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasi bu niifusun beslenme ihtiyacinin da artmasina
neden olmaktadir. Insanlarin saglikli ve aktif bir hayat siirdiirebilmeleri icin gerekli
olan besleyici ve yeterli gidaya zamaninda ulasabilmesi gerekmektedir. fhtiyaclarin
karsilanabilmesi i¢in tarimsal iiretim alanlarindan alinan verimin arttirilmasi ve kaliteli
iriin elde edilmesi onem kazanmaktadir. Sebzeler, biinyelerinde bulundurduklari
vitaminler, organik asitler, hormonlar, mineral maddeler, enzimler, karbonhidrat ve
protein igerikleri yoniiyle beslenmede onemli bir yere sahip olup insan sagligi
acisindan ¢ok 6nemli bir yere sahiptir.

Insan beslenmesinde 6nemli bir yer tutan lahana grubu sebzeler gerek diinyada
gerekse lilkemizde yetistiriciligi oldukga genis alanlara sahip olan ve severek tiiketilen
bir gruptur. Brassicaceae familyas: kiiltiir bitkileri, siis bitkileri ve yabanci otlari
igerisine alan genis bir familyadir. Brassica cinsi lahanagiller familyasi olarak
tanimlanan bu genis familya i¢erisinde yer almaktadir. Brassica cinsi i¢erisinde toplam
159 adet tiir bulunmaktadir (Zhou, vd., 2006).

Brassica cinsi igerisinde yer alan sebzeler, Brassica oleracea ve Brassica
campestris tiirlerine ait bitki gruplarindan olusmaktadir (Monteiro ve Lunn, 1998). B.
oleracea alt grubu igerisinde 37 adet alt tiir yer almaktadir. Bunlar igerisinde ekonomik
oneme sahip tiirler bas lahanalar (beyaz bas (B. oleracea var. capitata f. alba ), kirmizi
bas (B. oleracea var. capitata sub. rubra), savoy/kivircik bas lahana ( B. oleracea var.
sabauda), karnabahar (B. oleracea var. botrytis), brokoli (B. oleracea var. italica),
Briiksel lahanasi (B. oleracea var. gemmifera ), yaprak lahana (B. oleracea var.
acephala), alabas (B. oleracea var. gongyloides), Cin yaprak lahanasi (B. oleracea var.
alboglabra), Portekiz lahanasi (B. oleracea var. costata) ve kalin govdeli yaprak
lahana (B. oleracea var. medullosa) tiirleridir (Balkaya ve Karaagag, 2019).

Lahananin anavatani hakkinda c¢ok farkli goriisler yer almaktadir. B.
oleracea’nin orjini olarak Atlantik kiyilar1 ve Akdeniz iilkeleri oldugu kabul edilmistir
(Dixon 2007, Ordas ve Kartea, 2008). Zhukovky’ nin bildirdigine gore diinyanin en
biiylik bas lahanalarinin anavatan1 Van yoresidir (Balkaya, vd., 2005). Bas lahanalar
beyaz bas lahana (B. oleracea L. var. capitata f. alba), kirmizi bag lahana ( B. oleracea
var. capitata f. rubra) ve savoy lahanasi (B. oleracea var. sabauda) seklinde
gruplandirilir (Nieuwhof, 1969). En ¢ok tiiketilen bas lahana grubunu beyaz bas lahana

olusturmaktadir.



Tiirkiye 25.3 milyon ton sebze iiretim miktari ile diinyada Cin, Hindistan ve
Amerika Birlesik Devletleri’nden sonra dordiincii sirada yer almaktadir (FAO, 2019).
Ulkemizde en fazla yetistirilen sebze tiirleri sirasiyla domates, karpuz ve sogandir.
Toplam sebze iiretimi igerisinde kislik sebze tiirlerinden ilk ona giren tiirler olarak
sogan, havug ve beyaz bas lahana olarak siralanmaktadir (Balkaya, vd., 2016) .
Diinyada lahanagil sebze tiirlerinin toplam tiretimi 70.1 milyon tondur (FAO, 2019).
Cin, Hindistan, Rusya ve Japonya lahana iiretiminde ©nemli iilkeler olarak
siralanmaktadir. Tirkiye ise 819.667 bin ton lahanagil tiretimi ile 15. sirada yer
almaktadir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Diinya'da lahanagil tiretiminde 6nemli {ilkelerin lahanagil ekilis alan1 ve
iiretim miktarlar1 (FAO,2019)

Ulkeler Ekilen Alan (ha) Uretim miktari (ton)
Cin 1.009.223 34.151.665
Hindistan 4.000.00 9.127.000
Japonya 33.118 1.380.883
Rusya 72.188 2.623.230
Tiirkiye 27.010 819.667

Tiirkiye’de lahanagil sebzeleri arasinda ise beyaz bas lahana, 594.143 ton’luk
miktar ile ilk sirada yer alirken 216.334 tonluk miktar ile karnabahar ikinci sirada,
198.516 tonluk miktar ile kirmizi bas lahana iigiincii sirada yer almaktadir (TUIK,
2020). Ulkemizde Samsun ili beyaz bas lahana ve kirmizi bas lahana iiretimi agisindan
ilk sirada bulunmaktadir. Beyaz bas lahana iiretiminde Nigde, Sakarya, Izmir ve Bursa
illeri tiretim bakimindan 6énemli iller arasinda yer almaktadir (Tablo 1.2, Sekil 1.1).

Tablo 1.2. Tiirkiye'de beyaz bas lahana iiretiminde 6nemli illerin ekilis alan1 ve iretim
miktarlar1 (TUIK, 2020)

iller Ekilen Alan (da) Uretim Miktar (ton)
Samsun 25.090 111.181
Nigde 18.820 129.310
Bursa 8.380 37.549
[zmir 6.912 22.518
Sakarya 5.969 22.504
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Sekil 1.1. Tiirkiye'de beyaz bag lahana {iretiminin yaygin olarak yapildig: iller

Beyaz bas lahana igerdigi vitamin ve mineral maddeler ile insan beslenmesi ve
sagligina biiyiik katkida bulunmaktadir. Ozellikle kalsiyum ve fosfor mineralleri ile A,
Bl, B2, B12 ve C vitaminlerince oldukca zengin bir sebzedir. Igerdigi kiikiirtiin
bagisiklik sistemini  kuvvetlendirerek hastaliklara karst  koruyucu 6zelligi
bulunmaktadir. Beyaz bas lahana ¢ig olarak degerlendirildigi gibi dolmalik, tursuluk
ve yemeklik olarak da tiiketilmektedir (Balkaya, vd., 2016).

Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi diinya genelinde yetistiriciligi yapilan
lahana bitkilerinde de ¢ok sayida fungus, bakteri ve viriis hastalik olusturmakta ve
ekonomik anlamda kayiplara neden olmaktadir. Toprak kokenli patojenlerin
olusturdugu hastaliklar, 6zellikle etkin ve pratik bir miicadele yontemi olmadigindan
tiretimi sinirlayan en 6nemli faktorler arasinda yer almaktadir. Bu hastaliklar arasinda
Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Phytophthora spp., Sclerotinia spp. ve Pythium spp.
gibi etmenler bulunmaktadir. Bu etmenler bitkilerde fide yanikligi, ¢okerten, kok ve
kok bogazi cliriikliigli, solgunluk, tel govde, bas ciiriikliigl, dip ¢iirtikliigli ve beyaz
ciiriikliik gibi belirtilere neden olmaktadir (Keinath, vd., 1997).

Genis bir konukgu ¢evresine sahip olan Rhizoctonia sp., Basidiomycetes sinifina
giren toprak kokenli bir fungus cinsidir. Lahana, patates, bugday, domates,
sekerpancari, misir, pamuk, sogan, arpa, c¢eltik ve fasiilye gibi diinya capinda
ekonomik 6neme sahip birgok bitkide hastaliklara sebep olmaktadir. Rhizoctonia spp.
fidelerde ¢okerten, kok ve kok bogaz ciirtikliigii, meyve ciiriikliigii, bas ¢liriikligi ve
govde ciirtikligi gibi belirtilere neden olabilmektedir (Karaca, vd., 2002; Erper,
2016).



Konukgulari, hastalik yapabilme yetenegi ve cografik dagilimlarina gore
Rhizoctonia grubu funguslar hem morfolojik hem de filogenetik olarak birbirinden
farkli olan ¢ok sayida anastomosis grubu (AG)’ndan olusmaktadir (Gonzalez, vd.,
2006). Baz1 anastomosis gruplar fazla sayida konukgu ¢esitliligine sahip olmasina
ragmen bazilar1 ise konukcuya 0zgli olmaktadir. Farkli anastomosis gruplarinda
oldugu gibi ayni anastomosis grubunda bulunan izolatlar arasinda bile kiiltiirel
Ozellikler ve viriilenslik a¢isindan farkliliklar ortaya c¢ikabilmektedir (Kilicoglu,
2009).

Yapilan ¢aligmalarda, Rhizoctonia tiirlerinin toprakta uzun siire canli kaldig1 ve
bu sebeplerle dnemli hastalik sorunlar1 meydana getirdigi belirlenmistir. Hastalik
etmeninin kimyasal miicadelesi zor olmakta ancak sinirli alanlarda basarili
olunabilmektedir (Mohammadi, vd., 2003; Basbagci, 2020).

Diinyada yapilan calismalarda Rhizoctonia grubuna ait farkli anastomosis
gruplarinin lahanagil bitkilerinde ¢okerten, kok ¢iirtikliigi, tel govde, yaprak yanikligi,
dip veya bas ciiriikliigii gibi hastaliklara sebep oldugu belirlenmistir (Sneh, vd., 1996;
Rimmer, vd., 2007; Hua, vd., 2014). Patojen ile bulasik topraklara lahana fideleri
dikildiginde gelisen bitkilerde ¢ikis sonrasi ¢okerten veya fungusun hipokotilleri
enfekte etmesi ile nemli kosullarda fidelerde tamamen ¢iiriime goriilebilmektedir.
Bunun yaninda bitki ¢imlenebilse de, kendisini topraga yakin kisimlarinda koyu renkli
enfeksiyon alani olarak gosteren tel govde olarak bilinen belirtiler meydana
gelebilmektedir. Bu kokiin dis tabakasina zarar vermektedir. Cokertenin aksine gévde
¢okmez ve mutlaka oliimciil degildir, ancak bitkide bodurlagsmaya neden olmaktadir.
Ayn1 zamanda Rhizoctonia ile enfekteli bitkilerin alt yapraklarinda solmalar, kararma
ve Oliimler goriilebilmektedir. Bu tiir enfeksiyon dip ya da bas ¢iiriikliigii olarak
bilinmektedir. Enfekteli yapraklar iizerinde bulunan sklerotlar topraga bulasarak
etmenin yayilmasina sebep olmaktadir. Enfeksiyon biiylime mevsimi boyunca
herhangi bir zamanda ortaya ¢ikabilmektedir. Ancak fide asamasi daha duyarli
olmakla birlikte tiim biiyiime evrelerinde hastaligin goriilme sikligr ve yogunlugu,
hava sartlari, toprak kosullar1 ve inokulum seviyesinden etkilenmektedir. Fide
enfeksiyonu serin havanin etkisinde ve iklim sartlar1 nemli ve serin oldugunda gévde
curiikliigii en siddetli durum oldugu goriilmektedir. Kok ciiriikliigii ise genellikle
sicak, yagislt havalarda meydana gelir ve bitki gelismesinin herhangi bir asamasinda

bitkiyi etkileyebilmektedir (Sneh, vd., 1996; Rimmer, vd., 2007).



Rhizoctonia grubu funguslar c¢ekirdek sayilarindaki farkliliklara gore tek
¢ekirdekli uniniikleat (UN) Rhizoctonia, iki ¢ekirdekli biniikleat (BN) Rhizoctonia
(Teleomorf: Ceratobasidium spp. ve Tulasnella spp.) ve ¢ok ¢ekirdekli multiniikleat
(MN) Rhizoctonia (Teleomorf: Thanatephorus spp. ve Waitea spp.) olmak iizere
gruplara ayrilmaktadir. MN Rhizoctonia grubunda en ¢ok bilinen R. solani’nin 13
anastomosis grubu, BN Rhizoctonia’nin ise 19 AG’u belirlenmistir (Carling, vd.,
2002; Sharon, vd,, 2008; Dong, vd., 2017; Zhao, vd., 2019; Erper, vd., 2021).

Rhizoctonia spp. izolatlarinin konukgularinin ve neden olduklar1 belirtilerin
farkli olmasindan dolay1r anastomosis gruplarinin belirlenmesi biiylik 6nem
tasimaktadir (Parmeter, vd., 1969; Kronland, vd., 1988; Kiligoglu, 2009). Rhizoctonia
tiirlerinin siniflandirilmasinda yaygin olarak kullanilan yontem, bilinmeyen izolatlarin
onceden gruplar belirlenmis test izolatlar1 ile eslestirilerek yapilan gruplandirmadir
(Carling, 1996; Kiligcoglu, 2009). Ayn1 zamanda gruplandirmalar hifal anastomoz,
kiiltiirel 6zellikler, viriilenslikleri ve molekiiler yontemlere gore belirlenmektedir.
Anastomosis gruplarinin  smiflandirilmasinda sadece morfolojik yontemlerin
kullanilmas1 hem ¢ok zaman alici hem de Rhizoctonia grubu funguslarin heterojen
Ozellikte olmalarindan dolayr yapilan calismalarda bazi belirsizliklerin olmasi
nedeniyle molekiiler yontemler kullanilmakta, bdylece daha giivenilir ve daha hizh
olarak tanimlamalar yapilabilmektedir (Hua, vd., 2014; Dong, vd., 2017). Molekiiler
caligmalarda yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisi ribozomal DNA (rDNA)
bolgelerinin karakterizasyonunu esas almaktadir (Kilicoglu, 2009).

Rhizoctonia tiirlerinin genetik ¢esitliligini ortaya koymak i¢in son yillarda
yapilan ¢aligmalarda, , ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats), SSR (Simple Sequence
Repeats), ITS (Internal Transcribed Spacer) ve RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) gibi molekiiler marker teknikleri kullanilmaktadir (Sharma, vd.,
2005; Mwang’Ombe, vd., 2007; Godoy-Lutz, vd., 2008; Pannecoucque ve Hofte,
2009; Dubey, vd., 2012).

Rhizoctonia spp.’nin siniflandirilmasi i¢in kullanilan en uygun yontem rDNA-
ITS sekans analizi oldugu bilinmektedir. ITS-5.8 S rDNA bolgesinin sekans analizi R.
solani alt gruplarmin tanimlanmasi i¢in uygun bir yontem olarak belirlenmistir
(Carling, vd., 2002)

Diinyada bu zamana kadar yapilan ¢alismalarda lahanagil bitkilerinde AG 4 HG-
I, AG 4 HG-II, AG 4 HG-III, AG 2-1, AG 2-2, AG 1-IA, AG 1-IB, AG 1-IC, AG 1-
ID, AG 1-IG, AG 3, AG 8, AG 10, AG-A ve AG-Fc anastomosis gruplar1 tespit

5



edilmistir (Keinath, vd., 1997; Van, vd., 2001; Kuramae, vd., 2003; Pannecoucque,
vd., 2008; Budge, vd., 2009; Babiker, vd., 2013; Ireland, vd., 2014; Hua, vd., 2014).

Ulkemizde lahanagillerde Rhizoctonia tiirlerinin anastomosis gruplarinin
belirlenmesine yonelik olarak yapilan ¢alismalarda AG 4, AG 5, AG 1-1B, AG 2-1,
AG-A, AG-E, AG-Fb, AG-K, AG-O gruplar tespit edilmistir (Tiirkkan, vd., 2018;
Avci, 2019; Benli ve Tiirkkan, 2020; Tiirkkan, vd., 2020; Benli, vd., 2021 ).

Diinyanin farkli bdlgelerinde ve farkli arastirmacilar tarafindan yapilan
caligmalarda beyaz bas lahanada Rhizoctonia tiirlerinin son yillarda artis gosterdigi,
verim ve kalite kayiplarina neden oldugu rapor edilmis, bu izolatlarla ilgili detayli
calismalar yapilarak molekiiler karakterizasyonlartyla anastomosis gruplari ortaya
konmus ve patojeniteleri belirlenmistir. Ulkemizde ise beyaz bas lahana iiretim
alanlarinda Rhizoctonia tiirleri ile ilgili detayli galismalar bulunmamaktadir. Bu
nedenle gelecekteki 1slah ¢aligmalarina da yon verebilmesi acisindan bolgemizdeki
Oonemli lahana iiretim alanlarinda patojen olan Rhizoctonia tiirlerinin varliginin
belirlenmesi, dayaniklilik ¢aligmalarina teskil edebilecek olan izolatlarin elde edilmesi
ve lahanagillerde dayaniklilik kaynaklarinin arastirilmas: ile ilgili bir g¢alisma
yapilmasi geregi dogmustur. Rhizoctonia tiirlerinin neden oldugu hastaliklara karsi
tiim diinyada etkili bir kimyasal miicadele programi gelistirilememistir. Bu nedenle bu
grup funguslarla ilgili miicadele yontemi olarak dayanikli g¢esitlerin gelistirilmesi
Onerilmektedir.

Bu nedenlerden dolay1r Orta Karadeniz Bolgesi 6nemli Beyaz Bas Lahana
alanlarinda Rhizoctonia grubu funguslarin varligini ortaya koymak amaciyla yapilan
bu ¢aligma ile beyaz bas lahana iiretiminin en fazla yapildigi Samsun, Tokat, Amasya,
Corum ve Ordu illerinde survey calismalar1 yapilmis, Rhizoctonia belirtisi gosteren
hastalikli bitki 6rneklerinden izolasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma,
Orta Karadeniz Bolgesi’nde lahanagiller arasindan iiretimi en fazla olan beyaz bas
lahanada bu patojen ile ilgili yapilan ilk detayli ¢alisma olmustur. izole edilen
Rhizoctonia grubu funguslarin klasik ve molekiiler yontemlerle anastomosis gruplari
belirlenmis ve kiiltiirel 6zellikleri tespit edilmistir. Her anastomosis grubunu temsil
edecek sayida ayrica il ve ilgeler dikkate alinarak temsili olarak segilen izolatlar ile
patojenite caligmalar1 yapilmig, hangi anastomosis gruplarinin beyaz bas lahanada
patojen oldugu belirlenmistir. Viriilent olarak belirlenen izolatlara karsi bolgede
yaygin olarak kullanilan ticari cesitler ile Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii

blinyesinde bulunan Tiirkiye yerel materyalleri, ABD, Hollanda ve Almanya gen
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bankalarinin materyalleri ve melez kombinasyonlarindan saflastirilan hatlarin etmene

kars1 reaksiyonlar1 belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Rhizoctonia Cinsinin Karakteristik Ozellikleri ve Taksonomisi

Rhizoctonia cinsi funguslar diinya geneclinde yayilis gosteren toprak kokenli
funguslardir. lk olarak 1815 yilinda De Condelle tarafindan tanimlanmistir. De
Condelle’nin tanimlamasina gore Rhizoctonia cinsi funguslar bitki kokleriyle iligkili
olup, tlniform yapida sklerot olusturmaktadirlar (Carling ve Summer, 1992).
Rhizoctonia cinsi igerisinde bir ¢ok tiir tanimlanmustir ve pek ¢ok fungus tiirii bu cins
igerisine dahil edilmistir (Sneh, vd., 1996).

Daha sonra yapilan ¢alismalarda Rhizoctonia cinsinin karakteristik 6zellikleri
tanimlanmis ve bu Ozellikler sayesinde belirli sinirlar dahilinde teshis kriterleri
olusturulmustur. Bu 6zelliklere gore hiflerde dallanma distal bolme yaninda meydana
gelir. Hifsel dallar baslangi¢c noktalarina yakin bir bdlgede olusur ve dallanmanin
oldugu noktalarda hifler bogumlanir. Sklerotlarin kabuk (rind) ve i¢c kismi (madulla)
farklilik  gostermemektedir. Kanca  olusumu, konidium ve  rhizomorf
bulunmamaktadir. Dolipor bolme bulunmaktadir. Ayn1 zamanda g¢ekirdek sayilari, hif
capi, koloni rengi, sklerot biiyiikliigii ve patojenite gibi kriterlerde bu 6zelliklere dahil
edilmistir (Sneh, vd., 1996).

1858 yilinda Kiihn tarafindan Rhizoctonia solani Kihn (teleomorf:
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk), Rhizoctonia cinsinin en 6nemli tiirli olarak
belirlenmistir. Kiithn, fungusu hastalikli patates yumrular1 tizerinden tespit etmistir

(Carling ve Summer 1992).

Sekil 2.1. Rhizoctonia spp.'nin karakteristik hif yapisi

Ainsworth, vd., (1971)’ nin bildirdiklerine gore, eseysiz donemine gore
Eumycota boliimii, Deutoromycotina alt boliimii, Hyphomycetes sinifi,

Agonomycetales takimi ve Agonomyceteceae familyasinda yer alan R. solani’nin hif
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hiicrelerinin ¢ekirdek sayis1 2-25 adet arasinda olup, hif genisligi 5-12 um, uzunlugu
ise 250 um olarak saptanmustir. Hiicreler distal septumun yakininda birbirleriyle 90 °C
ac1 yapacak sekilde dallanmaktadir. Dallanma noktasinda daralma ve hemen
sonrasinda dolipor septum olusturmaktadir. Eseyli donemine gére Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk olarak isimlendirildikten sonra sistematikteki yerinin
Eumycota boliimii, Basidiomycotina alt boliimii, Hymenomycetes sinifi,
Holobasidiomycetidae alt smifi, Tulasnellales takimi ve Ceratobasidiaceae

familyasinda oldugu belirtilmistir (Ogoshi, 1987).

Rhizoctonia cinsi funguslar genis, farkli ve karmagsik bir gruptur. Bu farklilik
daha anlasilabilir gruplara ayrilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Rhizoctonia
grubu funguslar1 birbirinden ayirmada kullanilan 6nemli kriterlerden birisi geng
vejetatif hiicrelerdeki ¢ekirdek sayilarin1 gostermektedir. Tek bir hiicredeki gekirdek
sayist Rhizoctonia spp.’nin multiniikleat (MN), biniikleat (BN) ve uniniikleat (UN)
taksonomik gruplara bolmek icin kullanilan 6nemli bir ayrim kriteri oldugu
bilinmektedir (Kuramae, vd., 2003). Her hiicrede ii¢ veya daha fazla ¢ekirdek bulunan,
hif genigligi 6-10 um arasinda olan MN Rhizoctonia’lar R. solani (teleomorf:
Thanatephorus cucumeris), R. oryzae (teleomorf: Waitea circinata var. oryzae), R. zea
(teleomorf: W. circinata var. zeae), R. agrostis (teleomorf: W. circinata var. agrostis)
ve R. circinata (teleomorf: W. circinata) olarak tanimlanmaktadir. Genellikle her
hiicresinde iki c¢ekirdek bulunan, hif genisligi 4-7 pum arasinda olan BN
Rhizoctonia’larin teleomorflar1 Ceratobasidium ve Tulasnella cinsleri igerisinde yer
almaktadir (Ogoshi, 1987; Kuramae, vd., 2003; Sharon, vd., 2008). Her hiicresinde tek
¢ekirdek bulunan UN Rhizoctonia’lar (teleomorf: Ceratobasidium bicorne) iigilincii
grup olarak tanimlanmaktadir (Sharon, vd., 2008). MN Rhizoctonia tiirlerinin
icerisinde yer alan Waitea circinata koloni morfolojisine goére Waitea circinata var.
circinata, W. circinata var. zeae (Eseysiz donem: Rhizoctonia zeae) ve W. circinata
var. oryzae (Eseysiz donem: R. oryzae) olarak gruplara ayrilmaktadir (Gunnell, 1986;
Garcia, vd., 2006).

Yapilan ¢alismalarda MN Rhizoctonia izolatlar1 13 AG’ na (AG 1, AG 2, AG 3,
AG4,AG5 AG6,AG7,AG8,AG9, AG 10, AG 11, AG 12, AG 13) ayrilmaktadir.
Bazi MN Rhizoctonia’ larin kendi igerisinde alt gruplara ayrildigi goriilmektedir. AG
1 (IA, IB, IC ve ID) dort alt gruba, AG 2 ( AG 2-1, AG 2-2, AG 2-3, AG 2-4ve AG 3
BI) bes alt gruba, AG 3 (TB ve PT) iki alt gruba, AG 4 (HG-I, HG-II, HG-III) ii¢ alt



gruba ve AG 6 (HG-I, Gv 1, Gv 2, Gv 3, Gv 4) bes alt gruba ayrilmaktadir (Sneh, vd.,
1991; Ogoshi, 1996; Carling, vd., 2002; Sharon, vd., 2006). Ogoshi, (1987)’ nin
bildirdigine gore bazi alt gruplar koloni morfolojisi ve patojeniteye bagli olarak
gruplandirilmasina ragmen AG 4 HG-I, AG 4 HG-Il ve AG 4 HG-III alt gruplarinin
ayrilmasinda molekiiler yontemler kullanilmaktadir (Kiligoglu, 2009). Yapilan
molekiiler ve mikroskobik ¢alismalar BN Rhizoctonia izolatlarinin 19 AG’ na (AG-A,
AG-B, AG-C, AG-D, AG-E, AG-F, AG-G, AG-H, AG-I, AG-K, AG-L, AG-O, AG-
P, AG-Q, AG-R, AG-S, AG-U, AG-V ve AG-W) ayrildigin1 gostermektedir (Carling,
vd., 2002; Sharon, vd., 2008; Hua, vd., 2014; Yang, vd., 2015; Aiello, vd., 2017; Dong,
vd., 2017; Zhou, vd., 2019; Erper, vd., 2021).

Rhizoctonia grubu funguslarin ayrimi  konusunda funguslarin kiiltiirel
ozellikleri, sklerot yapilari, fizyolojik karakterleri ve patojenik 6zellikleriyle ilgili cok
sayida calisma yapildigi bilinmektedir (Ogoshi, 1987). Ayni zamanda bu 6zellikler
bakimindan ortaya ¢ikan gesitlilik anastomosis gruplandirma yontemlerine dayanan
bir smiflandirmaya olanak saglamaktadir. Ancak bazi anastomosis alt gruplarinin
sadece bu yontemlerle belirlenmesi miimkiin olmadigi bilinmektedir. Bu durumda
siiflandirmalar molekiiler ¢alismalarla desteklenmektedir (Fenille, vd., 2003).

Birbirleriyle anastomoz yapabilme yetenegine baghh olarak bir arada
gruplandirilan yakin akraba izolatlar toplulugu anastomosis grubu (AG) olarak
tammmlanmaktadir. R. solani ve BN Rhizoctonia izolatlar1 hifsel birlesme
reaksiyonlarina gore anastomosis gruplart (AG)’na ayrilmistir. Hifsel anastomoz
reaksiyonlara gore yapilan gruplandirma ile ilgili yapilan ¢aligmalar Rhizoctonia grubu
funguslarin daha kapsamli gruplandirilmas: konusunda ¢ok yararlt bir yontem olarak
tanimlanmustir (Sneh, vd., 1996). Rhizoctonia izolatlar1 arasindaki anastomoz, akraba
hifler arasindaki vejetatif uyumun gdstergesi olarak bilinmektedir.

Hifsel anatomoz reaksiyonlarina bagl olarak yapilan c¢aligmalar ilk olarak
Matsumoto, (1921) ve Matsumoto, vd., (1932)’ nin c¢alismalariyla basladigi
bilinmektedir (Sneh, vd., 1996). Sneh, vd., (1996)’ nin bildirdigine gore ilk olarak
Schults, (1936) izolat gruplandirilmasinda anastomoz kavramindan bahsederek ileride
yapilan calismalarda anastomosis grubu kavraminin karmasik yapiya sahip olan
Rhizoctonia cinsinin yapisini belirlemede gii¢lii bir arag oldugu kanitlanmaktadir.

Anastomosis gruplarmin morfolojik olarak belirlenmesinde iki izolatin karsi
karsiya getirilerek hifler arasindaki karsilagtirma noktasinda meydana gelen sitolojik

reaksiyonlarin degerlendirilmesi ile gergeklestirilmektedir. Sneh, vd., (1996)’ nin
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yaptig1 caligsmalara gore bu karsilasma petri kabi icerisinde bulunan su agari iizerinde
izolatlarin eslestirilmesiyle gerceklesmektedir. Yapilan bir baska c¢alismada ise
lameller tizerinde izolatlar karsilikli olarak eslestirilip anastomosis gruplari
belirlenebilmektedir (Kronland ve Stonghellini, 1988). Burada anastomosis gruplari
belirlenecek izolat ve anastomosis grubu belli olan tester izolat eslestirilmektedir.

Karsilagma noktasi icerisinde gozlenen hifsel anastomoz reaksiyonlart bazi
katagorilere ayrilmaktadir (Tablo 2.1). Hiflerin birbirleriyle karsilastigi noktalarda
meydana gelen reaksiyonlar CO, C1,C2 ve C3 olarak tanimlanmaktadir (Sneh, vd.,
1996).

Tablo 2.1. Rhizoctonia izolatlarinda hifsel anastomoz reaksiyonunu tanilamada

kullanilan terminolojiler

Matsumoto vd. Flentje ve Parmeter vd. Carling vd.
(1932) Streetton (1934) (1969) (1983)
Perfect S 2 (Perfect)

Ayni miselyumdan  Hiicre 6limii yok, Duvar ve C3
hifler hiicre duvari ve simptpmolojik
membran birlesme, hiicre
birlesmesi gerekir olimii
Imperfect K 2 (Imperfect)
Membran yetersiz  Anastomoz yapan Duvar birlesir C2
bir sekilde hiicreyle birlikte ~ fakat sitoplazmik
¢Ozunur diger hiicrelerin birlesme olmaz,
sitoplazmik sitoplazmik Hiicre 6limii
karisim s6z anastomoz 6limii
konusu degil
Temas WF 1
Temas var fakat Duvar Birlesme yok, C1
birlesme yok anastomozisi var  hiicre 6liimii yok
fakat sitoplazmik
anastomozis yok
Reaksiyon yok NR 0
Higbir etkilesim Reaksiyon yok Reaksiyon yok Co

yok




Tablo 2.1’ de belirtilen reaksiyonlara gore olusturulan sistemler arasinda C3,
izolatlar arasindaki ¢ok yakin iliskiyi temsil etmektedir. Bu reaksiyonu veren izolatlar
ayni AG igerisinde ve ayni vejetatif vejetatif uygunluga sahip olan popiilasyonlari
olusturmaktadir. Ayni bireysel organizmayi1 gosterebilmektedir. Etkilesimlerinde
hiicre duvarlari ve membranlar birlesmektedir. Anastomoz noktalar1 genellikle
belirgin olmamakla birlikte anastomoz noktalarinin ¢ap1 hif ¢aplariyla hemen hemen
esit durumda oldugu goriilmiistiir. Anastomoz yapan hiicreler Olmektedir. C2
reaksiyonu ayn1 AG’ na ait olan farkl1 vejetatif uygunluga sahip popiilasyonlari temsil
etmektedir. Bu izolatlar birbirleriyle akraba olarak tanimlanabilir. Etkilesimlerinde
duvar baglantisi belirgin ancak membran temasi belirsizdir. Reaksiyon olusturan bolge
belirgindir. Anastomoz noktasinin ¢ap1 hif ¢capindan az ve anastomoz yapan hiicreler
ile bitisik hiicreler daima Olmektedir. C1 reaksiyonunda ise ayni veya farkli
anastomosis gruplari temsil edilmektedir. Etkilesimlerinde hifler arasinda temas
bulunmaktadir. Hiicre duvar1 baglantist belirgindir. Fakat duvar penetrasyonu ve
membran temasina yonelik bir kanit bulunmamaktadir. Anastomoz noktalarinda
hiicrelerin bir veya ikisi ve bitigik hiicrelerin 6liimleri nadir olarak goriilmektedir. CO
reaksiyonu tamamen farkli anastomosis gruplarini temsil eder. Izolatlar arasinda
herhangi bir etkilesim s6z konusu olmamaktadir (Sneh, vd., 1996; Carling, vd., 1987;
MacNisch, vd., 1996).

R. solani’nin genellikle tiim izolatlart hifsel reaksiyonlar ile bir anastomosis
grubuna dahil edilebilmektedir. Ancak bazi durumlarda koprii izolatlarinin var olmast
bir izolatin olmasi gereken bir AG’na dahil edilmesini zorlastirmaktadir. Koprii
izolatlar1 birden fazla AG izolat1 ile hifsel reaksiyon meydana getirebilmektedir. Bu
durum genellikle C1 reaksiyonunda goriilebilmektedir. Anastomosis gruplari arasinda
AG1,AG 4, AG S5, AG 7, AG 9 ve AG 10 gruplarinin diger anastomosis gruplarinin
izolatlar1 ile koprii olusturmadig: ancak diger AG’nin farkli anastomosis gruplari ile
koprii  olusturabildigi tespit edilmistir (Sneh, vd., 1996). Bu durumda koprii
izolatlarinin varlig1 anastomosis gruplarinin hifsel yontemlerle ayriminin daima kesin

olmadigini géstermektedir.
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2.2. Lahanagillerde Rhizoctonia Tiirlerinin Tespiti, Belirtileri, AG’lerin

Belirlenmesi, Patojenitesi ve Cesit Reaksiyonlari ile lgili Calismalar

2.2.1. Diinyada Lahanagillerde Rhizoctonia spp. ile ilgili Yapilan
Cahismalar

Stephens, vd., (1982) ABD’ nin Ohio eyaletinde yaptiklari bir ¢alismada
seralarda ve tarlada yetistirilen icerisinde bas lahanalarinda bulundugu bitkilerden elde
ettikleri toplam 46 adet Rhizoctonia izolatinin tamaminin R. solani AG 4’¢ ait
oldugunu bildirmislerdir.

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada igerisinde beyaz bas lahananin da bulundugu
31 bitki tiirtinden toplam 130 adet Rhizoctonia izolati elde edilmistir. Elde edilen
izolatlarin anastomosis gruplarinin belirlenmesi ve patojeniteleriyle ilgili yapilan bu
calismada 59 adet izolatin AG 4, 10 adet izolatin AG 3, 42 adet izolatin AG 2 ve 11
adet izolatin AG 1’in igerisinde yer aldiklar tespit edilmistir. Lahana, boriilce, soya
fasulyesi, kirmizibiber, turp ve sekerpancari lizerinde yapilan patojenite denemesi
sonucunda rastgele segilen farkli AG’lere ait 35 izolatin viriilensliklerinin birbirinden
farkli oldugu belirlenmistir. Test edilen izolatlarin besi ortaminda 20 °C ile 30 °C
arasinda en iyi gelisme gosterdigi gozlenmistir. Ayrica arastiricilar, Rhizoctonia
izolatlarinin konukguya ozellesmedigini yaptiklar1 patojenite calismalariyla tespit
etmislerdir (Bolkan ve Ribeiro, 1985).

Kaminski ve Verma, (1985)’nin fide ve hasada yakin donemlerinde hastalikli
kolza bitkilerinden yapmis olduklar1 izolasyonlar sonucunda toplam 83 adet
Rhizoctonia izolati elde edilmistir. Yaptiklar1 anastomosis gruplarinin belirlenmesi
¢alismalarinda bu izolatlar arasindan 40 tanesinin R. solani AG 2-1, 41 tanesinin R.
solani AG 4 oldugunu belirlemislerdir. AG 2-1"in besi ortami lizerinde 24 °C’de, AG
4’lin 1se 26 °C’de en 1yi gelisme gosterdigini gozlemlemislerdir. Patojenitelerinin
belirlenmesi amaciyla invitro kosullarda yaptiklar1 testlemeler sonucunda ise,
izolatlarin viriilensliklerinin birbirlerinden farkli oldugunu tespit etmislerdir.
Patojenite ¢aligmalarina gore AG 2-1’in daha viriilent oldugunu belirlemislerdir.

ABD’nin New York eyaletinde yapilan bir arazi surveyi ¢calismasinda Superdane
ve Greenwinter isimli bas lahana yapraklar lizerinde kiigiik, diizensiz ve kahverengi-
siyah renginde lezyonlar gozlemlenmistir. Yapilan izolasyonlar sonucunda bitkinin

hastalikli kisimlarindan elde edilen izolatlarin R. solani AG 1’e ait oldugu
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belirlenmistir. Besi ortam1 iizerinde misel gelismesinin optimum sicakligi 28 °C olarak
tespit edilmistir. Elde edilen izolat kiiltiirlerinin koyu kahverengi renkte oldugu ve ¢cok
sayida sklerot iirettigi gozlemlenmistir. Arastirmacilar patojenite ¢alismasi sonucunda
arazideki gozlemledikleri belirtilerin laboratuvar kosullarinda yapilan denemeler
sonucunda da olustugunu bildirmisler ve testlemelerde kullanilan bas lahana
bitkilerinden yaptiklari re-izolasyon sonucunda tekrar R. solani AG 1 izolatlarini elde
etmislerdir (Abavi ve Martin, 1985).

Kanada’nin Alberta eyaletinde bes tarlada yapilan survey c¢alismalarinda tipik
govde ve kok ciirtikliigii belirtisi gdsteren kanola bitkilerinden 6rnekler alinmustir.
Hastalikli bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucu 69 adet Rhizoctonia izolati elde
edilmistir. Tester izolatlarla eslestirme yapilarak 28 tanesi AG 2-2, 22 tanesi AG 2-1,
10 tanesi AG 4’e ait oldugu tespit edilmistir. Geriye kalan dokuz izolatin test
izolatlarinin higbiriyle eslesme gostermedigi bildirilmistir. AG 2-1’e dahil olan
izolatlarin PDA iizerinde acik kahverengiden kahverengiye donen havai miseller
olusturdugu gozlemlenmistir. Arastirmacilarin bildirdiklerine gore misellerin orta
kisminda degisen biiyiikliik ve sayida sklerotlar meydana gelmistir. AG 2-2’ye déhil
olan izolatlarin PDA iizerinde agik kahverengi misellere sahip oldugu bildirilmistir.
AG 4’e ait olan izolatlarin ise ilk olarak beyaz misellere sahip oldugu, sonradan
misellerin kahverengimsi gri rengine doniistiigli gozlemlenmistir. Besi ortami tizerinde
gomiilii cok az sayida kiiciik acik kahverengi sklerotlarin oldugu tespit edilmistir.
Yapilan patojenite testlemeleri sonucunda izolatlarin kanola bitkileri iizerindeki
viriilensliklerinin birbirinden farkli oldugu, AG 2’ye ait izolatlarin AG 4’e oranla daha
viriilent oldugu belirlenmistir (Hwang, vd., 1986).

Gugel, vd., (1987) Kanada’nin Alberta eyaletinde kolza ve kanola bitkilerinde
kok clirtikliigl belirtisi gosteren hastalikli bitkilerden ve sera topraklarindan 70 adet
izolattan 68 adet Rhizoctonia benzeri fungus izole etmislerdir. Izolasyon
calismalarinda 65 adet izolatin R. solani AG 2-1 ve bir tanesinin ise BN Rhizoctonia
spp. oldugu belirlenmistir. Yapilan patojenite calismalar1 sonucunda ise sadece R.
solani AG 2-1 izolatlariin kanola fidelerinde tipik kahverengi kok ¢iirikligii
simptomlar1 olusturdugu ve hem ¢ikis oncesi hem de ¢ikis sonrasi ¢okertene neden
oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar, elde ettikleri AG 2-1 izolatlarinin son derece
viriilent oldugunu bildirmislerdir.

Kore’de Rhizoctonia izolatlarmin patojeniteleriyle ilgili yapilmis olan bir

calismada farkli AG’leri igeren dokuz adet izolatin Cin lahanasi, biber, turp ve hiyar
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bitkileri iizerine olan viriilenslikleri degerlendirilmistir. R. solani AG 1’in tiim
bitkilerde, AG 2-1’in turp ve ¢in lahanasinda yiiksek derecede, biberde orta derecede,
AG 5’in biitiin konukgularda orta derecede ve AG 2-2’nin ise biber hari¢ diger tiim
bitkilerde diisiik derecede viriilent oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar genel olarak
izolatlarin belirli bir konukc¢uya olan viriilensliginin AG’ler arasinda degismekte
oldugunu bildirmislerdir (Roh ve Kim, 1987).

Yitbarek, vd., (1987) Kanada’nin Saskatchewan eyaletinde yaniklik ve kok
clirikliigi belirtileri gosteren kanola bitkilerinden aralarinda Rhizoctonia tiirlerininde
bulundugu farkli patojenler izole etmislerdir. Anastomosis gruplarinin belirlenmesiyle
ilgili yaptiklari ¢alismalarda R. solani’ye ait gruplardan AG 2-1, AG 2-2, AG 3, AG 4
ve AG 5 gruplar tespit edilmistir. AG’nin izole edilme sikliklar1 sirasiyla %36, %6,
%4, %53 ve %2 olarak bildirilmistir. Kanola bitkilerinin fidelerinden %94 oraninda
AG 2-1, %6 oraninda da AG 4 izole edilmis, olgun bitkilerden ise %69 oraninda AG
2-1, %29 oraninda AG 4 ve %2 oraninda AG 2-2 izole edilmistir. Yapilan patojenite
testleri sonucunda en viriilent AG’nun AG 2-1 oldugu, AG 3 ve AG 5 gruplarina ait
izolatlarin ise kanola bitkileri {lizerinde viriilent olmadig1 belirlenmistir. Ayrica
bitkilerden izole edilen izolatlarin topraktan izole edilenlere oranla daha fazla viriilent
oldugu tespit edilmistir.

Ayni aragtiricilar, kanola bitkilerinde R. solani AG 2-1 ve AG 4 HG-I’in
patojenite calismalarinda ¢ikis oncesi ¢okertene neden olmamasi {izerine, inokulum
yogunluklar1 gézden gegirilmis ve farkli sicakliklarda (7-8, 7-12, 7-18, 12-18, 19-25
ve 26-35 °C) alt1 giin boyunca durumlar takip edilmistir. AG 2-1 izolatinin 7-8 ve 7-
12 °C’de test edilen tiim inokulasyon yogunluklarinda ve 7-18 °C’ deki diisiik
inokulasyon yogunlugunda erken donemde ¢okerten yaptigi belirlenmistir. AG 4
izolatinin ise 26-35 °C’deki biitiin inokulum yogunluklarinda erken ¢okertene neden
oldugu yine 12-18 °C ile 19-25 °C’lerde ki diisiik inokulum yogunluguna ragmen R.
solani AG 4 izolatinin erken ¢okertene yol actig1 tespit edilmistir (Yitbarek, vd., 1988).

Kataria ve Verma, (1992) kanola ve kolza bitkilerinde R. solani’nin neden
oldugu tohum ve kok ciiriikliigi hastaliginin, diinya c¢apinda hizla yayildigini,
Kanada’nin Prairie bolgelerindeki kanola bitkileri i¢in ekonomik bir tehdit
olusturdugunu belirtmislerdir. Kanola bitkilerinin tohum ve koklerini enfekte eden R.
solani anastomosis gruplarindan AG 2-1 ve AG 4’{in viriilent oldugu ve hem ¢ikis
oncesi hem de ¢ikis sonrasi fidelerde ¢okerten, kok ciiriikliigli gibi belirtilere neden

oldugu bildirilmistir. Genellikle AG 2-1 izolatlari, AG 4 izolatlarindan daha fazla
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viriilent bulunmus ve AG 2-1 izolatlariin fidelerde enfeksiyon olusturmak i¢in soguk
havalar1 tercih ettigi buna ragmen AG 4 izolatlarinin 1lik havada viriilent oldugu
belirlenmistir.

1995 yilinda Giircistan’in Arlington Bolgesi yakinlarinda yapilan bir ¢alismada
kanola bitkilerinde fidelerde ¢lirimeler gozlemlenmistir. Kok kisimlarinda kahverengi
lezyonlar goriilen bolgelerden izolasyon galismalart yapilmis ve Rhizoctonia tiirleri
elde edilmistir. Referans izolatlarla yapilan eslestirme calismalarinda izolatlarin R.
solani AG 4 grubuna ait oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar yaptiklari patojenite
calismalar1 sonucunda da bitki koklerinde kahverengi lezyonlar1 gozlemlemisler ve bu
kisimlardan tekrar izolasyon yapmuslardir. Izole edilen izolatlarmn AG 4’ e ait oldugunu
belirlemislerdir. Bu ¢alisma Giircistan’da kanola bitkilerinde AG 4’iin ilk raporudur
(Baird, 1996).

Kore’de yapilan bir ¢alismada ¢esitli kiiltiir bitkilerinden Rhizoctonia tiirleri
izole edilmis, anastomosis gruplarinin belirlenmesi ¢aligmalar1 sonucunda da bu
tirlerin R. solani AG 1 ve AG 2-1’¢ ait oldugu tespit edilmistir. Patojenite testleri
sonucunda R. solani AG 1-IC’nin Cin lahanas1 ve bas lahana tiirlerinde ¢6kerten, dip
curiikliigii ve yaprak c¢iiriikliigiine neden olmustur. AG 2-1’1n ise teste tabi tutulan bir
kiltiir bitkisi hari¢ diger tiim kiiltiir bitkilerinde ¢okerten, dip ¢urikligi, tag
clirtikliigli, tomurcuklarda ¢lirlime, kok ciiriikliigii ve yapraklarda yanikliklara neden
oldugu belirlenmistir (Kim, 1996).

Keijer, vd., (1997)’nin R. solani’nin konukgu bitkiler tizerindeki segiciliginin
belirlenmesi amaciyla yaptiklart ¢alismada alt1 farkli AG’ na ait 32 izolat1 in-vitro
sartlarda karnabahar, fare kulagi teresi, patlican, domates ve patates iizerinde
testlemislerdir. Yaptiklar1 bu ¢alismada R. solani izolatlarinin konukguya 6zgii olma
durumlarinin arazide gozlenen konukgu segicilikleriyle benzer oldugunu bununla
birlikte AG 3 grubuna ait izolatlarin konukgu ayirt etmedigini bildirmislerdir.
Arastiricilar patojenite ¢alismalar1 sonucunda R. solani AG 2-1 grubuna ait olan
izolatlarin karnabahar govdelerinde ¢iiriiklige neden oldugunu belirlemislerdir. Bir
sonraki ¢aligmada karnabahar ve domates iizerinde AG 2-1 ve AG 3 gruplarma ait
izolatlarla testler yapilmis ve patojenite degerlendirilmelerinde bu gruplara ait
izolatlarin bitki {izerinde gelistigini ve enfeksiyon olusturdugunu fakat farklh
konukgularden olusan kombinasyonlarda izolatlarin bitki {lizerinde gelistigi ancak

enfeksiyon yapilarinin goriilmedigi bildirilmistir. Bu sonuglara istinaden veriler
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degerlendirildiginde konukg¢u seciciliginin enfeksiyon siirecinin ilk asamasinda
belirleyici oldugu sonucuna varilmstir.

Keinath ve Farnham, (1997) R. solani’ ye karsi farkli lahanagil bitkilerinin
(yaprak lahana, brokoli, karnabahar, beyaz bas lahana) dayanmikliligin1 belirlemek
amaciyla yaptiklari ¢alismada gévde ciiriikliigiine sebep olan R. solani AG 2-1 ve AG
4 gruplarina ait izolatlarin bu bitkiler iizerinde reaksiyon testlemeleri yapmislardir. Bu
amacla her bir bitki tiirlinden {li¢ farkli ¢esit olmak iizere toplam 12 farkl ¢esit teste
tabi tutulmustur. Deneme hem iklim odasinda hem de tarla sartlarinda
gerceklestirilmistir. Bitki ¢esitleri AG 2-1 ve AG 4 gruplarina ait izolatlarla bulasik
toprakli saksilara ve bu etmenler ile bulagik tarlaya dikilmistir. Bitkilerin gosterdigi
reaksiyonlar, iklim odasinda iki hafta boyunca her 3-5 giinde bir, tarla denemelerinde
ise li¢ hafta boyunca degerlendirilmistir. Degerlendirmeler yapilirken bitkiler
koklerine zarar vermeden ¢ikarilarak govde ciirtikliigii agisindan degerlendirilmistir.
Bitkilerin ¢ogunda inokulasyon isleminden 10-14 giin sonra simptomlar goriilmeye
baslanmistir. AG 4 grubuna ait izolatlarin, hem tarla hem de iklim odasi1 sartlarinda
biitiin fidelerde govde ¢iiriikliigline neden oldugu goriilmiistiir. Buna karsin AG 2-1
grubuna ait izolatlar iklim odasinda yapilan ¢alismalarda AG 4 grubuna oranla daha
az hastalifa sebep olmus, bu gruba ait izolatlarin tarla denemelerinde ise etkisinin
olmadig1 gozlemlenmistir. Bitki ¢esitlerinin dayanikliliginin belirlenmesi amaciyla
yapilan bu ¢aligsmada bitkiler ylizde saglikli ya da hayatta kalmis olarak kaydedilmistir.
Bunun sonucunda ise govde ciirlikliigiine neden olan R. solani AG’lerine karsi
karnabahar en hassas, brokoli ve beyaz bas lahana orta derecede dayanikli olarak
degerlendirilmistir. Buna karsilik diger tiirlere oranla hastaliktan en az etkilenen tiiriin
yaprak lahana oldugu belirlenmistir.

Bati Avustralya’da kanola bitkisinden izole edilen Rhizoctonia tiirlerinin
karakterizasyonu ve patojenitesiyle ilgili yapilan calismada cesitli kanola ekim
alanlarindan toplamda 112 adet Rhizoctonia spp. izolati elde edilmistir. Arastirmacilar
pektik enzim elektroforezi ile bu izolatlar: alt1 ayr1 zimogram grubuna ayirmislardir.
Bunlarin %54’ ZG5 (AG 2-1), %8’1 ZG6 (AG 2-1) ve %1°1 ZG9 (AG 10) R. solani;
%12’si CZG1, %4’ CZG4 ve %6’s1 CZG5 (AG-K) BN Rhizoctonia spp. ve %15’i de
tamimlanamayan BN gruplar olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda BN Rhizoctonia
izolatlarinin florasan ¢ekirdek boyamasi ve hifsel reaksiyon ¢alismalart da yapilmstir.
Patojenite testleri i¢in her bir zimogram grubundan seg¢ilen izolatlar kullanilmistir. Bu

calismanin sonucunda AG 2-1 ve AG 8 izolatlarinin kanola bitkisi iizerinde
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viriilensinin yiiksek oldugu, fidelerin biiylimesini geciktirdigi ve hipokotil ve kok
clirimelerine neden oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda AG 2-1’e ait izolatlar
kanola bitkilerinde ¢okertene neden olmustur (Khangura, vd., 1999).

Rollins, vd., (1999) R. solani AG 4 ve AG 2-1 gruplarina ait izolatlart misir unu-
kum karisimina asilayarak elde ettikleri inokulum ile {i¢ haftalik beyaz bas lahana
fideleri iizerinde patojenite testleri yapmuslardir. Inokulasyon isleminden iki hafta
sonra kok ciiriikliigii, hipokotil ve tel govde cliriikliigli belirtileri gézlenen bitkilerde
bitki yas agirlig1 tizerine etkileri degerlendirilmistir. Calismada AG 4’ e ait izolatlarin
AG 2-1’¢ oranla daha yiiksek derecede viriilent oldugu belirlenmistir.

Kuzey Vietnam’in ii¢ ayr1 bolgesinde yapilan bir ¢alismada bas ¢iiriikligi
belirtisi gosteren beyaz bas lahana 6rneklerinden izolasyon ¢alismalar1 yapilmstir.
Lahana yapraklar1 iizerinde acik ve koyu kahverengi sklerotlarin oldugu
gozlemlenmistir. Bu sklerotlar yiizeysel dezenfeksiyondan gegirildikten sonra PDA
ortamina aktarilmis 25 °C’de 151k altinda iki giin inkiibasyona birakilmistir. Alinan
orneklerden yapilan izolasyonlar sonucunda Rhizoctonia tiirleri elde edilmistir.
[zolatlarin  patojenitelerini  belirlemek igin  yapilan calismada  yiizeysel
dezenfeksiyonlar1 gerceklestirilen lahana yapraklari tizerine 6 mm boyutlarinda PDA
parcalart yerlestirilmistir. Nem olusturmak amaciyla her giin steril su piiskiirtiilen
seffaf plastik torbalarla kapli lahana yapraklar1 gece sicakligi 20 °C, giindiiz sicaklig1
24-28 °C olan flitrelenmis giines 15181 altinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda lahana yapraklar iizerinde ¢iliriimelerin meydana geldigi gozlemlenmistir.
Aragtirmacilar lahana baglarinda olusan sklerotlarin hastaligin ileriki asamalarinda
yapraklarla birlikte topraga karistigini, siirekli sebze {iretimi yapilmasi durumunda bu
alanlarda toprak kaynakli bu etmenin neden oldugu hastaliklarda artisa sebep oldugu
goriisiine varmislardir (Van, vd., 2001).

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada dip ciiriikligli belirtisi gosteren hastalikli
marullardan, hipokotil ve kok ciiriikliigli simptomlar1 gdsteren 1spanak, brokoli ve
kavunlardan ve kok ciiriikliigli simptomlar1 gosteren domates bitkilerinden farkl
gruplarda Rhizoctonia tiirleri izole edilmistir. Hifsel reaksiyon ¢alismalar1 sonucunda
maruldan elde edilen izolatlarin AG 1 grubu izolatlarla eslestigi, diger bitkilerden izole
edilen izolatlarin ise AG 4 grubuyla eslestigi bildirilmistir. Arastiricilar Ribozomal
DNA analizleri sonucunda marul izolatlarnin AG 1-IB, domates ve kavun
bitkilerinden elde ettikleri izolatlarin AG 4 HG-I, brokoli ve 1spanak izolatlarinin ise

AG 4 HG- III grubuna dahil oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda R.
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solani’nin marulda AG 1-1B, domates ve kavunlarda AG 4 HG-I, brokoli ve 1spanakta
AG 4 HG-IIl anastomosis gruplart Brezilya’da ilk kayit olarak belirlenmistir
(Kuramae, vd., 2003).

Bir baska calismada Cin’in Yunnan eyaletinde kok ¢iirtikliigi belirtileri
gbzlemlenen hastalikli soya fasulyesi, Cin lahanasi, bezelye ve fasulye bitkilerinden
ornekler alinmistir. Yapilan izolasyon caligmalar1 sonucu elde edilen izolatlar test
izolatlartyla hifsel reaksiyon gostermeleri acisindan eslestirilmis ve BN AG-A
grubuna ait test izolatlartyla anastomoz yaptiklar1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda
yapilan ITS-5.8 S rDNA analizleri sonucunda izolatlarim AG-A grubu ile %97
oraninda benzerlige sahip oldugu bildirilmistir. Izolatlarin biiyiime hiz1, hif capr,
kiiltiirel 6zellikleri ve patojenitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda AG-A
grubuna ait test izolatlartyla 6nemli Olglide farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
Aragstiricilarin bildirdiklerine gore bu ¢alisma Cin’de BN AG-A ile ilgili ilk kayit
oldugu bilinmektedir (Yang, vd., 2005).

Tewoldemedhin, vd., (2006) Giiney Afrika’nin Western Cape eyaletinde
yaptiklar1 ¢aligmada hastalikli kanola, arpa, yonca, acibakla ve bugday bitkilerinden
topladiklar1 orneklerden toplam 428 Rhizoctonia spp. izolati elde etmislerdir.
Anastomosis gruplarinin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalar yapilmis, bu ¢alismalar
sonucunda R.solani izolatlarinin elde edilme sikliklar1 belirlenmistir. MN R. solani
izolatlarinin bulunma oranlar1 %69 AG 4 HG-11, %19 AG 2-1, %8 AG 3, %2 AG 2-2
ve %2 AG 11 iken, BN Rhizoctonia spp. izlolatlarmin ise %53 AG-K, %10 AG-A, %5
AG-I seklinde oldugu goriilmektedir. Buna karsilik izolatlarin %32’sinin AG’leri
belirlenememistir. Arastiricilar hastalikli bitkilerden Rhizoctonia tiirlerini izole etmek
icin en uygun zamanin c¢iceklenme veya tohumluk asamasinda oldugunu
bildirmislerdir. Gelisme sicakliklarinin belirlenmesiyle ilgili yapilan c¢alismalar
sonucunda AG 2-2, AG 4 HG-Il ve AG-K’ya ait izolatlarin diger gruplardan daha
yiiksek gelisme sicakligina sahip oldugu gdzlemlenmistir. Izolatlarin bahsedilen kiiltiir
bitkileri tizerindeki viriilensliginin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada 14 giinliik
fideler kullanilmis, AG 2-2 ve AG 4 HG-II izolatlarinin viriilensinin diger gruplara
oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. AG 2-1’in kanolada yiiksek derecede
virlilent, yonca ve aci baklada orta derecede viriilent, arpada zayif viriilent ve
bugdayda ise viriilent olmadig1 belirlenmistir. AG 11 grubuna ait izolatlar arpa ve
bugday disinda tiim iiriinler lizerinde zayif viriilent, AG 3’iin kanola, ac1 bakla ve

yoncada zayi1f viriilent oldugu ve BN Rhizoctonia gruplarindan sadece AG-K grubuna
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dahil olan izolatlarin denemeye almman bitkilerde hastalik olusturdugunu
bildirmislerdir.

Cin’in Yunnan eyaletinde 2004 yil1 Temmuz ay1 boyunca yapilmis olan survey
caligmalarinda lahana bitkilerinde bas ciiriikligl, fasulyelerde ise govde kiifti
belirtileri gbzlemlenmistir. Lahana baslarinin dis yapraklarinda koyu renkli 1slak
clirimeler goriilmiistiir. Nemli bolgelerde ise lahana bas yapraklarinin {ist kisminda
kahverenginde sklerot olusumu ve kahverengi misellerin olustugu gézlemlenmistir.
Hastaliklt bitkilerden izolasyon calismalar1 yapildiktan sonra PDA {iizerinde
Rhizoctonia tiirleri gelisme gostermistir. Referans izolatlarla hifsel reaksiyon
calismalar1 yapildiktan sonra tiim izolatlarin R. solani AG 4 grubunun alt gruplariyla
(AG 4 HG-I, HG-II, HG-1II) anastomoz yaptig1 belirlenmistir. Yapilan ITS-5.8 S
rDNA bolgeleri ¢alismalartyla izolatlarin AG4 HG-I’e ait oldugu belirlenmistir.
Aragstiricilar tarafindan bu calismanin Cin’de lahana ve fasulye alanlarindan elde
edilen AG 4 HG-I ile ilgili ilk kayit oldugu bildirilmistir (Yang, vd., 2007).

Kuramae, vd., (2007)’nin yapmis olduklar1 bir calisma Brezilya’da bulunan
yaprak lahana bitkilerinden BN Rhizoctonia tiirlerinin belirlenmesiyle ilgili ilk
caligmadir. Hipokotil ve kok ciiriikliigii belirtileri gosteren yaprak lahana bitkilerinden
Rhizoctonia tiirleri izole edilmistir. AG’lerin belirlenmesi ile ilgili yapilan
calismalarda elde edilen izolatlar, terter izolatlarla (AG-A, AG-Ba, AG-Bb, AG-Bo,
AG-C, AG-D, AG-F, AG-G, AG-O, AG-P, AG-Q) higcbir anastomoz reaksiyon
gostermemistir. Sera sartlarinda yapilan patojenite ¢aligsmalari, yaprak lahana bitkileri
lizerinde farkli belirtiler gdstermistir. izole edilen Rhizoctonia tiirlerini molekiiler
olarak tanimlamak amaciyla hem elde edilen izolatlarin hem de 50 adet referans (25
BN Rhizoctonia, 25 R. solani ) izolatin ITS-5.8 S rDNA dizileri karsilastirilmistir.
Filogenetik analizler sonucunda ayni tiiriin izolatlar1 arasinda %99.3 ile %99.8
oraninda degisen benzerlik olusturduklart ve filogenetik olarak AG 7 referans
izolatiyla %98.5 ve %98.7 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu calisma
sonunda elde edilen izolatlarin hi¢ biri BN Rhizoctonia olarak belirlenmemistir.

Paulitz, vd., (2007), Washington’ da yaptiklar1 ¢alismada kanola fidelerinde
cOkerten ve hipokotil iizerinde lezyonlar gozlemlemisler ve izolasyon caligmalari
yapmiglardir. PDA besi yeri tizerinde koyu gelisen kiiltiirlerin koyu kahverenginde
miseller ve koyu kahverengi sklerotlar olustugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar elde
ettikleri bu izolatlar1 AG 8, AG 2-1 ve AG 10 grubuna ait referans izolatlarla eslestirme

caligmalar1 yapmuglar ve izolatlarin AG 2-1 grubu izolatlarla hifsel reaksiyon
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olusturdugunu tespit etmislerdir. Ayni zamanda rDNA-ITS 1-2 bdlgelerinin
sekanslama g¢aligmalarinin sonuglariyla da izolatlar1 AG 2-1 olarak tanimlamislardir.
Yapilan patojenite calismalar1 sonucunda izolatlarin kanola fidelerinde ¢ikis oncesi ve
sonrasi ¢okertene neden oldugunu, hayatta kalan bitkilerde ise bitki boyunda ve kuru
agirliklarinda 6nemli oranda azalma meydana geldigini bildirmiglerdir.

Avustralya’da yapilan bir ¢aligmada R. solani AG 2 grubuna ait bir grup izolatin
genetik  cesitliligi  ve viriilenslikleri incelenmistir.  Arastiricilar  izolatlarin
cogunlugunun AG 2-1 ve AG 2-2 gruplarinin alt gruplariyla anastomoz reaksiyon
olusturdugunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda pektik enzimlerin dikey Poliakrilamid
Jel Elektroforez (PAGE) caligmalari, zimogram grubu (ZG) 5 ve 6’'nin AG 2-1
igerisinde ayrilmasini saglamis fakat ZG 4 ve 10’un AG 2-2 igerisinde ise ayrilmasini
saglamadig: belirtilmistir. Basit tekrarli diziler arasi polimorfizm (ISSR) ve intron-
splice baglant1 (ISJ) bolgesi kullanilarak yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
caligmalar1 ile AG 2 izolatlar1 cografi bolgelere ayrilmistir. Ancak ZG 5 ve 6’nin
ayrilmasini saglamadigi belirlenmistir. Zimogram analizi ve PCR ile iiretilen uzaklik
matrislerinin karsilastirilmasi ¢alismalar1 marker tipleri arasinda giiclii bir korelasyon
oldugunu gostermistir. Arastiricilar, AG 2 grubu oldugu tespit edilen izolatlarin
virlilensligini belirlemek amaciyla yaptiklar1 patojenite calismalarinda, AG 2-1’den en
cok etkilenen bitki tiiriiniin kanola oldugunu bildirmislerdir (Stodart, vd., 2007).

Duan, vd., (2008) Cin’in Yunnan eyaletinin Xishuangbanna bdlgesinde yaprak
curiikliigii belirtileri gdsyeren hastaliklt Cin lahanasi, nane ve marul bitkilerinden
izolasyon yapmiglar ve Rhizoctonia izolatlarin1 elde etmislerdir. Arastiricilar
izolatlarin kiiltiirel 6zellikleri, hif ¢aplari, ¢ekirdek sayilari, hifsel reaksiyonlari, ITS-
5.8 S rDNA analizleri ve patojenite ¢alismalariyla izolatlarin AG 1-IB grubuna dahil
oldugunu belirtmislerdir.

Belgika’da karnabahar tiretim alanlarinda 2005-2006 yillarinda yapilmis olan
survey ¢alismalarinda hastalikli karnabahar bitkilerinden 62 adet Rhizoctonia izolati
elde edilmistir. Izolatlarn biiyiikk ¢ogunlugunun MN R. solani’ye ait oldugu
belirlenmistir. Arastiricilar pektin zimogramlari, Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) ve rDNA-ITS bolgesinin
dizilimini kullanarak izolatlarin karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Gruplar
arasinda en sik goriilen AG’lerin AG 2-1 (%55), AG 2-1 Nt (%11), AG 1-IC (%8),
AG 5 (%8), AG 4 HG-II (%6), AG 3 (%5) ve AG 1-IB (%3) oldugu tespit edilmistir.

Izolatlarin viriilensliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan patojenite testleri
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sonucunda AG 2-1, AG 4 HG-1I, AG 1-1C, AG 1-IB ve AG 2-2 gruplarina ait izolatlar
karnabahar bitkilerinde en viriilent izolatlar olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma, Belgika
karnabahar ekim alanlarinda tel govde ciirtikliigline neden olan R. solani tiirlerinin
belirlenmesiyle ilgili yapilan ilk kayit olarak bildirilmistir (Pannecoucque, vd., 2008).

Budge, vd., (2009a)’nin lahanagil bitkilerinden elde edilen R. solani izolatlarinin
karakterizasyonunun belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 ¢alismada Ingiltere’de arazi
surveyleri sonucu hastalikli bitkilerden 57 adet Rhizoctonia spp. izolati elde
etmislerdir. Izolatlarin AG’lerinin belirlenmesi i¢in yapilan ITS-5.8 S rDNA analizleri
sonucunda, 48 adet AG 2-1, sekiz adet AG 4 HG-II ve bir adette BN Rhizoctonia
oldugu tespit edilmistir.

Ayni arastiricilar hastalik belirtilerinin  goriildiigti karnabahar alanlarindan
toprak ornekleri alip, Rhizoctonia tiirlerinin dagilimimi incelemislerdir. Izolatlar,
ribozomal ITS bolgeleri ve B-tubulin analizleri sonucunda R. solani AG 1-1A, AG 1-
IC, AG 2-1, AG 2-2, AG 3, AG 4 HG-I, AG 4 HG-II, AG 4 HG-III, AG 5, AG 8 ve
AG 9 olarak tanimlanmigtir. R. solani AG 2-1’in karnabahar ekili topraklarda diger
gruplara oranla daha fazla sayida izole edildigi bildirilmistir (Budge, vd., 2009b).

Japonya’nin Hokkaido kentinde 2010 ve 2011 yillarinda yapilan arazi
caligmalarinda yaprak kiifii, cokerten ve dip ciiriikliigii belirtileri gésteren hardal ve
kamatsuna bitkilerinden izolasyonlar yapilmistir. Her iki bitkinin hastalikli
dokularmdan da Rhizoctonia benzeri funguslar elde edilmistir. izolatlarm kiiltiirel
ozellikleri, misel gelisme sicakliklari, hifsel anastomoz ve spesifik primerler
kullanilarak yapilan PCR ¢alismalar1 sonucuna gore izolatlar AG 2-1 grubuna dahil
edilnistir (Misawa ve Izumi, 2012).

Schroeder ve Paulitz, (2012)’in ABD’nin Washington eyaletinde yaptiklar1 bir
calismada kanola iiretim alanlarinda fide doneminde ¢okerten, ilerleyen donemde ise
kok ciirtikliigii belirtileri gosteren hastalikli fidelerden izolasyon yapmislardir. Elde
edilen izolatlarin AG’leri spesifik primerler kullanilarak gPCR ile R.solani AG 10
olarak belirlenmistir. Tiim sekans sonuglarinin daha once bildirilmis olan R. solani
AG 10 grubuna ait izolatlar ile %99 benzerlige sahip oldugu bildirilmistir. Izolatlarin
virlilensliginin belirlenmesi amaciyla sera kosullarinda yapilan patojenite testlerinde
alt1 adet AG 10 izolat1 yulaf tohumlarina inokule edilmis ve dort hafta boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda igerisinde steril toprak bulunan kaplara %1
oraninda inokulum karistirilmis ve kanola tohumlar1 ekilmistir. 15 °C’ de {i¢ haftalik

inkiibasyondan  sonra  bitkiler  degerlendirilmistir.  Kontrol  bitkileriyle
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karsilastirildiginda AG 10 izolatlarinin bitki biiyiime parametrelerini (bitki boyu,
govde kuru agirliklart ve kok uzunluklart) 6nemli 6l¢iide azalttigr belirlenmistir.

Kolombiya’da yapilan bir ¢alismada farkli lahanagil alanlarindan elde edilen
Rhizoctonia tiirlerinin  kanola bitki genotipleri {izerindeki reaksiyonlarinin
belirlenmesi amacglanmistir. Patojenite ve reaksiyon calismalarinda kok ¢iiriikligi
belirtisi gosteren hastalikli bitkilerden elde edilen R. solani AG 2-1, AG 8, AG 10 ve
BN Rhizoctonia spp. izolatlar1 kullanilmistir. Deneme iklim odalarinda yiirtitiilmiistiir.
Calismada izolatlarin virlilensligi ve kanola genotiplerinin izolatlara karsi
dayanikliligi, fide canliligi, bitki boyu ve yas bitki agirligi ylizdeleri hesaplanarak
kaydedilmistir. Patojenite denemelerinde, AG 2-1’in en viriilent patojen oldugu
belirlenmis, bunu sirasi ile AG 8, BN Rhizoctonia sp. ve AG 10 gruplarina ait
izolatlarin izledigi bildirilmistir. Reaksiyon denemelerinde kullanilan genotiplerden
hi¢ biri AG 2-1 grubu igerisinde yer alan izolatlara karst dayaniklilik gostermemis,
ancak AG 10, AG 8 ve BN Rhizoctonia sp. gruplari i¢erisinde yer alan izolatlara kars1
orta derecede dayaniklilik gosterdikleri tespit edilmistir (Babiker, vd., 2013).

Misawa, vd., (2013)’nin Japonya’nin Hokkaido kentinde brokoli bitkilerinde
yaptiklar1 survey caligmalarinda ¢okerten simptomlar1 gosteren hastalikli bitkilerden
Rhizoctonia tiirlerinin izole etmislerdir. Anastomosis gruplarinin belirlenmesi
amaciyla yaptiklart hifsel anastomoz ve spesifik primerlerle yapilan PCR analizi
sonucunda izolatlar1t AG 2-1 olarak tanimlamislardir. Tanimlanan bu izolatlarin PDA
tizerindeki gorliniimii, referans izolat olarak kullanilan AG 2-1 izolatlarina gore daha
acik kahverengi renginde oldugu goézlemlenmistir. Ayrica bu izolatlarin misel
gelisimlerinin AG 2-1’in referans izolatlarina gore daha yavas oldugu tespit edilmistir.
Aragtiricilar bu ¢alismanin Japonya’da brokoli bitkilerinde ¢okertene neden olan R.
solani AG 2-1 ile ilgili yapilan ilk ¢alisma oldugunu bildirmislerdir.

Shim, vd., (2013) Giiney Kore’de Cin lahanasinda fidelik ve tarlalarda
yapraklarda ¢lirime ve lekelere neden olan R. solani’nin belirlenmesiyle ilgili bir
caligma yapmislardir. Hastalikli bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda toplam 20
adet R. solani izolati elde etmislerdir. AG’nin belirlenmesiyle ilgili yaptiklar kiiltiirel
caligmalar sonucunda 16 adet izolatin AG 1-1B’ye ve dort adet izolatin ise AG 1-1C’ye
ait oldugunu tespit etmislerdir. Besi ortam1 {izerinde gelisen izolatlarin koyu ve acik
kahverengi olarak degisiklik gosterdigini gézlemlemislerdir. Ortalama hif ¢aplarinin
5.01 ile 11.12 um arasinda oldugunu bildirmislerdir. Hastalik oranlarinin ise sirasiyla

%73.8 ve %?20.5 oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, viriilensliklerinin
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belirlenmesi amaciyla yaptiklari patojenite testleri sonucunda AG 1-I1B ve AG 1-IC
gruplart igerisinde yer alan izolatlarin Cin lahanasinin yalnizca yapraklarinda hastalik
olusturdugunu ve kok kisimlarinda hastalik olusturmadigini bildirmislerdir.

Broders, vd., (2014) Kanada’nin Alberta, Manitoba ve Saskatchewan
eyaletlerinde daha once yaptiklar1 bir ¢calismada kanola ve bugday bitkilerinden 128
adet R. solani izolat1 elde etmislerdir. Bu ¢alismada ise elde edilen 128 izolatin hem
referans izolatlarla anastomoz reaksiyonlar1 belirlenmis hem de ITS bolgelerinin
sekans analizleri ile AG’leri belirlenmistir. Genel olarak test izolatlariyla elde edilen
sonuclarin, ITS sekans sonuglart ile tutarli oldugu bildirilmistir. Ancak referans
izolatlar ile yapilan klasik ydntem ¢aligmalarinda bazi izolatlarin  AG’nin
belirlenemedigi tespit edilmistir. Klasik yontemlerle AG’larimin belirlenmesi
caligmasinda izolatlarin AG 2-1, AG 4, AG 5 ve BN Rhizoctonia sp.’ye ait oldugu
belirlenirken, molekiiler ¢alismalarda izolatlarin AG 2-1, AG 4, AG 5, AG 9, AG 11
ve BN Rhizoctonia sp. AG B olarak gruplandirildigi belirtilmistir. Arastiricilar, R.
solani izolatlarinin AG’lerinin belirlenmesinde molekiiler ¢alismalarin hem hizli hem
de dogru bir sekilde tanimlanmasi yOniinden ©nemli bir ydntem oldugunu
bildirmiglerdir.

Vietnam’da farkli bolgelerde yetistirilen lahanagil bitkilerinde yapilmis olan bir
calismada hastalikli bitkilerden 97 adet Rhizoctonia izolati elde edilmistir.
Anastomosis gruplarmin belirlenmesi amaciyla yapilan testlerde hem izolatlarin
¢ekirdek sayilariin belirlenmesi ¢alismalarinda hem de rDNA-ITS sekans analizleri
sonucunda izolatlarin biiylik bir kisminin MN R. solani oldugu bildirilmistir.
Arastiricilar rDNA-ITS dizilimindeki farkliliklara dayanarak AG-Fc olarak tanitilan
yeni bir AG alt grubu dahil etmislerdir. Bunlarin disinda karakterize edilen izolatlar
AG 1-1A, AG 1-IB, AG 1-ID, AG 4 HG-I, AG 2-2, AG 7, AG 1-IG ve BN Rhizoctonia
AG-A gruplarina dahil edilmistir. izolatlarin viriilensliklerinin belirlenmesi amaciyla
beyaz bas lahana ve Cin lahanasi bitkilerinde yapilan patojenite testlerinde AG-A harig
diger gruplarin bitkilerde simptom olusturdugu gézlemlenmistir. in vitro testlerde AG
1 1B, AG 2-2, AG 4 HG-1, AG 1-IG ve AG-Fc izolatlar1 her iki konukcuda da
enfeksiyon olustururken, sera kosullarinda yapilan testlerde sadece AG 4 HG I, AG 2-
2 ve AG-Fc izolatlar1 bitkilerde siddetli enfeksiyon olusturdugu bildirilmistir (Hua,
vd., 2014).

Ireland, vd., (2014) Laos’da ¢okerten, govde ciirikligii ve kok cliriikligi gibi

simptomlar gosteren Cin brokolisi bitkilerinden Rhizoctonia tiirlerini izole etmislerdir.
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Elde edilen izolatlarin PDA {izerinde kahverengi miseller ve koyu kahverenginde
sklerotlar olusturdugu goézlenmistir. Anastomosis gruplarinin belirlenmesi amaciyla
yaptiklar1 ITS sekans analizleri sonucunda izolatlarin AG 4 grubunun ii¢ alt grubuna
ayrildigini tespit etmislerdir. Sekans sonuglar1 referans izolatlarinin sonuglariyla
karsilastirildiginda AG 4 HG-I’e ait izolatlar arasinda %96 ila %99.5 oraninda, AG 4
HG-II’e ait izolatlar arasinda %93 ila %94 oraninda, AG 4 HG-III’e ait izolatlar
arasinda ise %87 ila %88 oraninda benzerlik oldugu belirlenmistir. Arastiricilar bu
calismanin Laos’da Cin brokolisi lizerinde AG 4 HG-I’in varligiyla ilgili yapilan
calismalarda ilk kayit oldugunu bildirmisleridir.

Zhou, vd., (2014a) 2009 ve 2011 yillar1 arasinda Kanada’nin Alberta bolgesinde
kanolada kok ¢iirtikligii belirtisi gosteren hastalikli bitkilerden 98 adet Rhizoctonia
tiirlerini izole etmislerdir. Arastiricilar bu bolgede bu etmenlerin ciddi iiriin kayiplarina
neden oldugunu bildirmislerdir. Izolatlarin anastomosis gruplarinin belirlenmesi
amaciyla ITS ve ISSR markoérleriyle yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda 76 adet
izolatin AG 2-1’¢, ii¢ adet izolatin AG 2-2’ye, bir tanesinin AG 4’¢, bir tanesinin AG
8’e ait oldugu tespit edilmistir. Geriye kalan 17 adet izolatin anastomosis gruplari
belirlenememistir. Patojenite testleri sonucunda kanola bitkilerinde AG 2-1 grubuna
ait izolatlarin en viriilent izolatlar oldugu belirlenmistir.

Ayni arastirmacilar yapmis olduklari bagka bir ¢alismada R. solani AG 2-1 ve
Fusarium avenaceum’un inokulum yogunluklarinin kanola fideleri iizerindeki
etkilerini degerlendirmislerdir. Iki etmeninde artan inokulum yogunluklarmin bitki
boyu ve verimini azalttigini tespit etmislerdir (Zhou, vd., 2014b).

Gomez, vd., (2015) hastalikli sebboy bitkilerinden Rhizoctonia tiirlerini izole
etmislerdir. Yapmis olduklar1i morfolojik &zellikler yaninda, ITS-rDNA analizi ve
patojenite testlerine dayanarak hastalik etmenini R. solani AG 2-1 olarak
belirlemislerdir. Sekanslama sonuclarina gore izolatlar referans izolatlarla %100
benzerlik gdstermistir. Bu calismanin Ingiltere’de sebboy bitkilerinde AG 2-1’in
varligi ile ilgili yapilmis ilk ¢caligma oldugu bildirilmistir.

Japonya’nin Hokkaido bolgesinde brokoli alanlarinda yapilan bir ¢alismada dip
curiikliigii ve solgunluk belirtileri gosteren hastalikli bitkilerden 6rnekler alinmstir.
Izolasyon c¢alismalarindan sonra brokoli bitkilerinden Rhizoctonia tiirleri elde
edilmistir. AG’lerin belirlenmesi amaciyla yapilan calismalarda izolatlarin hem
kiiltiirel 6zellikleri hem de hifsel reaksiyonlar1 ve DNA analizleri sonucunda AG 2-2

IV grubuna ait olduklar1 belirlenmistir. Bu gruba ait izolatlar brokolide ¢okertene
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neden oldugu bilinen AG 1-IC ve AG 2-2-1lIB izolatlariyla karsilagtirilarak
viriilensliklerinin belirlenmesi amaglanmaistir. Patojenite ¢calismalarindan ortaya ¢ikan
sonuglara gore arastiricilar AG 2-2-1V izolatlarinin da bitkilerde ¢okertene neden
oldugu bildirilmislerdir. Ayn1 zamanda brokoli bitkilerinde dip ciiriikliigii yapan AG
2-2-1V ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir (Misawa, vd., 2015).

Sekiguchi, vd., (2015) Japonya’nin Ibaraki Bdlgesi’'nde solgunluk belirtisi
gosteren komatsuna (Japon Hardali) fidelerinden Rhizoctonia tiirlerini izole
etmislerdir. Izolatlarin AG’lerinin belirlenmesi amaciyla yapilan kiiltiir morfolojisi,
anastomoz reaksiyonlari ve rDNA-ITS bolgesi sekanslama ¢alismalar1 sonucunda elde
edilen izolatlarin AG 4 HG-III grubuna dahil oldugunu belirlemislerdir. Patojenite
calismalarida bu sonuclari dogrulamistir. Arastiricilar AG 4 HG-III’iin kamatsuna
bitkilerinde ilk defa bu ¢alismayla tespit edildigini bildirmislerdir.

Melzer, vd., (2016) Kanada’da 2010-2011 yillarinda survey c¢aligmalari
yapmiglar, ¢okerten, ta¢ ¢lirlikliigii ve kok cuirtikliigii belirtileri gosteren ve igerisinde
kanolaninda bulundugu bazi kiiltiir bitkilerinden 243 adet Rhizoctonia spp. izolati elde
etmislerdir. Bu izolatlar arasinda 191 adet izolat MN R. solani AG 2-1, AG 2-2, AG
4, AG 5, AG 9 ve AG 11 olarak tanimlanmustir. 52 adet izolatta BN Rhizoctonia olarak
belirlenmistir. Yapilan patojenite testleri sonucunda, AG 2-1’e ait izolatlarin kanola
bitkilerinde patojen olarak tespit edilmistir. Diger anastomosis gruplarina ait olan
izolatlarin patojen olma konusunda farkli konukgularda degiskenlik gostermislerdir.
BN Rhizoctonia spp. izolatlarinin ¢ogunun testlenen bitkilerde patojen olmadigi ya da
diisiik viriilense sahip oldugu bildirilmistir.

2015 yilinda Japonya’nin kuzeyinde bulunan Hokkaida adasinda yapilan survey
calismalarinda bas ¢iiriikliigli belirtisi beyaz bas lahana bitkilerine rastlanmistir.
Lahana baslarinin dis yapraklarinda tiim bas1 kaplayan 1slak ¢tirtikliikler goriilmiistiir.
Belirti gosteren yapraklardan oOrnekler alinmis yiizeysel dezenfeksiyon islemleri
yapildiktan sonra drnekler PDA besi ortamina aktarilip inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra besi ortamlar1 iizerinde Rhizoctonia tiirlerinin gelistigi
gdzlemlenmistir. izolatlarin AG’nin belirlenmesi igin yapilan morfolojik ve kiiltiirel
caligmalarda hiicrelerdeki ¢ekirdek sayilarinin 3-15, hif genisliklerinin de 7.6-11.4 um
oldugu belirlenmistir. PDA iizerinde koyu kahverengi 1 mm ¢apinda sklerotlarin
olustugu goriilmiistiir. Izolatlarin anastomoz reaksiyonlarmni belirlemek igin referans
izolatlarla yapilan eslesme calismalarinda AG 1-5 arasindaki referans izolatlar

kullanilmis ve izolatlarin AG 1 grubuna ait referanslarla eslesme yaptigi
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gozlemlenmistir. Molekiiler calismalarda AG 1-1A, IB ve IC’ye ait spesifik primerler
kullanilarak gen bolgesi sekans analizine tabi tutulmus ve 550 bp biiyiikliiglinde
bantlar elde edilmistir. Olusan soy agacinda izolatlarin AG 1-IC referans izolat1 ile
ayni grupta yer aldigi belirlenmistir. Yapilan patojenite ¢alismalar1 sonucunda da
hastalikl1 bitkilerden reizolasyon islemleri gergeklestirilmis ve AG 1-IC izolat1 tekrar
izole edilmistir. Bu ¢alisma Japonya’da beyaz bas lahana bitkilerinde AG 1-1C’nin ilk
kayd1 oldugu rapor edilmistir (Misawa ve Aoki, 2017).

2.2.2. Tiirkiye’de Lahanagillerde Rhizoctonia spp. ile ile ilgili Yapilan

Calismalar

Karaca, vd., (2002) tarafindan, Samsun ilinde fasulye alanlarinda yaptiklar
survey calismalarinda hastalikli bitki ve topraklardan 229 adet R. solani izolat1 elde
etmislerdir. AG’lerini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢aligmalarda izolatlarin %59°u
AG 4, %31°1 AG 2-2’ ye ve geri kalan %10 izolatta AG 5’e ait oldugu belirlenmistir.
Patojenite testi icin segilen tlim izolatlarin in vitro sartlarda igerisinde lahananinda
bulundugu sekiz farkli bitkide farkli derecelerde viriilent oldugu belirlenmistir. R.
solani AG 4’¢ ait izolatlar biitiin bitki tiirlerinde en viriilent izolat olarak belirlenmistir.
Calismada kullanilan R. solani izolatlarina kars1 sekerpancariin en duyarli bitki tiirti
oldugu, misir ve pirasanin ise oldukga direngli oldugu tespit edilmistir. AG 5 grubuna
ait izolatlarin fasulye ¢esitlerinde orta derecede viriilent oldugu, AG 4 ve AG 2-2 grup

izolatlarinin biitiin bitki ¢esitlerinde kok ciirtikliigiine neden oldugu tespit edilmistir.

Erper, vd., (2017) baz1 lahana ¢esitlerinin R. solani AG 4 alt gruplarinin (AG 4
HG-I, HG-11 ve HG-III) reaksiyonlarinin belirlenmesi igin yaptiklari calismada Yalova
1 (beyaz bas lahana), Mohrenkopf (kirmizi bas lahana) ve Kardelen (karalahana) ticari
cesitleri kullanilmistir. Arastirmacilar reaksiyon ¢alismalar1 sonucunda AG 4 HG-I
izolatlarinin biitiin ¢esitlerde en yiiksek viriilenslik derecesine sahip oldugu, AG 4 HG-
Il ve AG 4 HG-III izolatlarinin ise orta derecede viriilent oldugunu bildirmislerdir.

Tiirkkan, vd., (2018a) Ordu ilinde yaptiklari survey ¢aligmasinda kok ¢iirtikligii
belirtisi gosteren hastalikli yaprak lahana bitkilerinden 30 adet Rhizoctonia spp.’yi
elde etmislerdir. izolatlarm anastomosis gruplarini belirlemek amaciyla rDNA-ITS
sekans analizleri yapilmis izolatlarin 17 tanesi MN R. solani (AG 2-1, AG 4 HG-I ve
AG 5)’ ye, 13 tanesi BN Rhizoctonia spp. (AG-A, AG-E, AG-Fb ve AG-K) olarak
belirlenmistir. Yapilan patojenite testleri sonucunda AG 2-1 ile AG 4 HG-I

izolatlarinin en yiiksek virtilenslige sahip oldugu belirlenmistir.
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Ordu ilinde yapilan bir ¢alismada 11 ayri ilgeden 2017-18 yillar1 {iretim
doneminde yaprak lahana alanlarinda kok c¢iirtikliigii, ¢ikis sonrasi ¢okerten, tel govde
curiikliigii ve govde lezyonlar1 belirtisi gosteren hastalikli bitkilerden ve bitkilerin
bulundugu topraklardan 54 adet Rhizoctonia izolati elde edilmistir. Calismada
izolatlarin kiiltiirel 6zellikleri, anostomoz gruplarinin belirlenmesi c¢aligmalar1 ve
patojenite calismalar1 yiiriitiilmiistiir. izolatlarin %62.96’s1 BN Rhizoctonia spp.,
%37.04’i MN R. solani oldugu tespit edilmistir. Survey yapilan alanlarda en yaygin
grubun 22 izolat ile BN Rhizoctonia AG-A oldugu bildirilmistir. Bunu sirasiyla AG 4
(10), AG 2-1 (6), AG-K (6), AG-F (4), AG 5 (3), AG 1 (1), AG-E (1) ve AG-O (1)
takip etmektedir. Arastiricilar yaptiklari patojenite testleri sonucunda MN R. solani
izolatlarinin BN Rhizoctonia tiirlerinden AG-E ve AG-F izolatlarinin bitki gelisim
parametrelerini kontrole kiyasla azalttiklarin1 belirlemislerdir. Ayn1 zamanda yaprak
lahana bitkilerinde AG 1 ve AG-O gruplarinin ilk kez bu c¢aligsma ile varliginin tespit
edildigi bildirilmistir (Benli ve Tiirkkan, 2020).

Benli, vd., (2021) Ordu ilinde yaptiklar1 bagka bir ¢alismada kok ¢iirtikliigi
belirtisi gdsteren yaprak lahana bitkilerinden izolasyon ¢aligmalar1 yapmiglardir. Bitki
dokular yiizeysel dezenfeksiyon isleminden sonra PDA besi ortamina aktarilmistir.
Besi ortaminda Rhizoctonia benzeri tiirler gelismistir. izolatlarin kiiltiirel dzelliklerinin
belirlenmesi ¢alismalarinda hiicrelerdeki ¢ekirdek sayis1 3-11 adet, hif ¢aplar1 ise 7,5-
10,25 um olarak tespit edilmistir. PDA tizerindeki kiiltiirler grimsi turuncu renkte olup,
0,21-1,10 mm ¢apinda sklerot olusturdugu gézlemlenmistir. Anastomosis gruplarinin
belirlenmesi ¢alismalarinda rDNA ITS analizleri sonucunda izolatlar AG 1-IB referans
izolatlariyla %100 benzerlik gosterdigi bildirilmistir. Yapilan patojenite ¢aligmalari
sonucunda bitkilerde kdk ve govde ciirlimesi belirtisi gozlemlenmistir. Arastiricilar
yapmis olduklart bu ¢alismada yaprak lahanalarda AG 1-IB’nin tespitinin ilk kayit
oldugunu bildirmislerdir.

Samsun ilinde 2018-19 yillar1 {iretim sezonu boyunca kirmizi bas lahana
alanlarinda yapilan survey c¢aligmalarinda tel govde ve kok ciiriikligii belirtileri
gosteren Dbitkilerden 132 adet Rhizoctonia izolati elde edilmistir. Anastomosis
gruplarinin belirlenmesi i¢in yapilan 18Sve 28S ribozomal RNA genlerinin arasindan
ITS bolgesinin sekans analizi ¢alismalar1 sonucunda 124 adet izolatin MN R. solani, 8
izolatin ise BN Rhizoctonia oldugu belirlenmistir. Arastiricilar en yaygin grubun AG
4 (%84) grubuna ait alt gruplarin (AG 4 HG-I (%81), AG 4 HGIII (%3)) oldugunu
bunlar sirastyla AG 5(%10) ve AG-A (%6)’in takip ettigini bildirmislerdir. Bununla
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birlikte 68 adet izolat IPBS mark®rii ile tiirler arasi polimorfizmler icin taranmistir. Bu
yontem ile de AG’lar arasindaki farkliliklar dogrulanmistir. Patojenitelerin
belirlenmesi amaciyla yapilan sera ¢alismalarinda kirmizi bas lahana ¢esidi Rondale
kullanilmistir. Calismalar 0-4 skalasina gore degerlendirilmis, MN R. solani’nin
skalaya gore hastalik siddeti 3.33-4.0 arasinda, AG-A ‘nin hastalik siddeti ise 2.5-3.17
arasinda bulunmustur. Arastiricilar bolgede en yaygin kullanilan ticari cesitler
lizerinde ¢esit reaksiyonu ¢alismalar1 yapmislardir. Bu ¢alismada alt1 adet ticari gesit
kullanilmistir. Kullanilan tiim ¢esitler AG 4 gruplarina karst hassas bulunurken, AG
5’e kars1 Redriver ve Remale cesitleri orta derecede duyarli iken Rescue, Travero,
Integro ve Rondale ¢esitleri hassas olarak belirlenmistir. Sonuglar kirmiz1 bas lahana

icin en agresif grubun AG 4 gruplari oldugunu ortaya koymustur (Erper, vd., 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini survey caligmalar1 sirasinda toplanmis hastaliklt
beyaz bas lahana bitkilerinin kok, gévde ve bas kisimlari ile bunlardan izole edilen
Rhizoctonia spp.’ne ait izolatlar olusturmustur. Ayrica eclde edilen izolatlarin
anastomosis gruplarii belirlemek icin, Ondokuzmayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii Mikoloji laboratuvarindan temin edilen multiniikleat R. solani
ve biniikleat Rhizoctonia test izolatlar1 kullamlmistir. Izolasyon islemlerinde besi
ortami olarak kullanilan patates dekstroz agar (PDA) (Oxoid Ltd, UK), Su agar (SA)
ve icerisine konulan antibiyotikler, molekiiler caligmalarda kullanilan izolatlar,
kimyasallar ve sarf malzemeleri ¢calismada kullanilan diger materyalleri olusturmustur.
Bitki materyali olarak da patojenite ¢alismalarinda kullanilan Yalova-1 beyaz bas
lahana ¢esidi tohumlari, ¢esit reaksiyonu c¢aligmalarinda kullanilan 49 adet genotip
(Tirkiye yerel materyalleri, ABD, Hollanda ve Almanya gen bankalarinin
materyalleri, ticari gesitler ve melez kombinasyonlarindan, saflastirilan hatlar)
kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hastalikh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Calismada Orta Karadeniz Bolgesi beyaz bas lahana iiretiminin en fazla
yapildig1 Samsun, Tokat, Amasya, Corum ve Ordu illerinde 2017-2019 yillarinda
vejetasyon donemi boyunca (Mayis-Mart) arazi surveyleri gergeklestirilmistir (Tablo
3.1, Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Survey yapilan illerde 2017-2019 yillarina ait beyaz bas lahana verileri

Il Ekim Alan1 (da)* Uretim Miktar1 (ton)
2017 2019 2017 2019

Amasya 341 273 1.305 1.101
Corum 698 549 2.205 1.652
Ordu 285 262 486 458

Samsun 27.624 23.110 107.859 91.312
Tokat 2.127 1.975 8.576 7.852

*Survey caligmalar1 6rnekleme yapilan iiretim alanlarinin en az % 1’inde gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Survey ¢alismalarinin yapildig: iller

Belirlenen bolgelerde yapilan orneklemelerde tipik hastalik belirtisi gosteren
bitkilerden 6rnekler alinmistir. Beyaz bas lahana i¢in alinacak 6rnek sayis1 250 da ve
katlarina gore belirlenmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Beyaz bas lahananin illerdeki ekilis alanlarina gére belirlenen 6rnek alinan
tarla sayisi

Beyaz Bas Lahana Ekim Alani (da) Ornek Alinan Tarla Sayist
0-250 2
250-1.000 4
1.000-4.000 8
4.000-8.000 16
8.000-16.000 32
16.000°den fazla 64

Surveyler Orta Karadeniz Bolgesinde Beyaz bas lahana yetistiriciligi yapilan bes
ile ait 23 ilgede tiretim alanlar1 dikkate alinarak toplam 202 tarlada survey ¢alismalari
yapilmistir (Tablo 3.3). Survey calismalar1 6rnekleme yapilan tiretim alanlarinin en az
% 1’inde gergeklestirilmistir. Her bir tarladan alinan bitki 6rneklerinden elde edilen
Rhizoctonia izolatlar1 kendi aralarinda morfolojik olarak eslestirilmis, uyumlu olanlar
tek bir 6rnek sayillmistir. Ornekleme yapilan illere ait ilgelerin ekim alanlar1 ve alinan

ornek sayist Tablo 3.3’ de verilmistir.
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Tablo 3.3. Survey yapilan il/ilgelerden 6rnek alinan tarla alani, tarla sayisi ve ekim

alanlar1
il Tlce Ekim alam Ornek alinan Ornek alinan
(da) tarla alam (da) tarla sayisi

Merkez 125 15 6
Glimiighacikdy 81 16 7
Amasya Tasova 50 11 5
Merzifon 25 8 3
Hamamozii 50 6 4

Toplam 311 56 25
Merkez 100 5 3

Corum Sungurlu 250 58 12
Osmancik 120 1.7 3

Toplam 470 64.7 18
Ordu Kabadiiz 245 6.5 5
Toplam 245 6.5 5

Bafra 24.000 495.5 72
Vezirkoprii 60 26 8
Ondokuzmayis 450 69 6

Samsun Carsamba 2.500 40 12
Alagam 450 23.8 9
Havza 150 10.5 7
Ladik 14 7 2

Toplam 27.624 671.8 116
Merkez 580 20.3 9
Zile 100 4 2
Pazar 84 19.2 4
Tokat Erbaa 340 23 7
Niksar 390 31.8 9
Resadiye 380 2.4 4
Turhal 150 22 3

Toplam 2.024 122.7 38

Genel Toplam 30.674 921.7 202
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Bitki 6rneklerinin toplanmasi esnasinda tarla kosegenleri boyunca ilerlenerek
tarla biiyiikligiine gore 10-15 adimda bir bitkiler incelenmis, tipik hastalik belirtisi
gosteren bitki drnekleri polietilen torbalara konularak etiketlenmistir (Sekil 3.2, Sekil
3.3). Arazi ¢alismalarinda toplanan bitki 6rnekleri +4 °C” de buzdolabinda saklanmig

ve birkag giin igerisinde bitki érneklerinden izolasyon islemleri gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2. Beyaz bas lahana bitkilerindeki govde ¢lirtikliigi belirtilerinin tarladaki
gorunumu

Sekil 3.3. Tarladan alinan beyaz bag lahana bitki 6rneklerinde bas ¢iiriikligii belirtileri

3.2.2. izolasyon ve Teshis Cahismalarinda Kullanilan Besi Ortamlar1 ve

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bitki dokularindan Rhizoctonia tiirlerinin izolasyon ¢alismalarinda patates
dekstroz agar (PDA) ve su agar1 (SA) kullanilmistir. Klasik teshis ¢aligmalarinda ise
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cekirdek boyalamalari ve anastomosis gruplarinin belirlenmesinde yumusak PDA ve
Safranin O ¢ozeltileri kullanilmistir.
a. Su Agar (SA)
Agar 209
Saf su 1000 ml

b. Patates Dekstroz Agar (PDA)

PDA 399

Saf su 1000 ml
Streptomycin sulfate 50 mg/L
Oxytetracycline 100 mg/L

Kullanilan besi ortamlar i¢in gerekli miktarda agar tartilarak otoklav sisesine
konulmus tizerine saf su ilave edilerek manyetik 1siticili karistiricida homojen hale
getirilmek tizere karistirllmistir. Hazirlanan ortam otoklavda 121 °C’ de 1 atm
basingta, 20 dakika boyunca sterilize edilmistir. Sterilizasyon islemi
gergeklestirildikten sonra ortam sicakligi 50 °C’nin altina diistiiglinde ortam igerisine
streptomycin siilfat (50 mg/L) ve oxytetracycline (100 mg/L) antibiyotikleri

eklenmistir.

C. Yumusak PDA

PDA 24 gr
Saf su 1000 ml

Onerilen miktarda PDA 1000 ml saf su i¢inde ¢dziilmiis ve kapakli cam sisede
121°C’de 20 dakika boyunca otoklavda steril edilmistir.

d. SuAgan
Agar agar (Merck) 15 gr
Saf su 1000 ml

Onerilen agar miktari tartildiktan sonra toplam hacim 1000 ml olacak sekilde saf
suda ¢oziilmiis ve 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavda steril edilmistir. Besiyerinin

sicakligr 50°C oldugunda steril petrilere yaklasik 20 ml olacak sekilde steril kabinde
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dokiilmiis ve diiz bir zeminde sogumaya birakilmistir.

e. Safranin O

Safranin O 6 ml
KOH 10 ml
Gliserin 5mi
Distile Su 79 ml

Rhizoctonia hiflerinin boyanmasimi saglayarak mikroskop altinda inceleme
yapmak amaciyla bu ¢ozelti hazirlanmistir. 100 ml Safranin O ¢6zeltisi hazirlamak
i¢in; bir erlene saf su ile hazirlanmis % 0.5’lik safranin O’dan 6 ml transfer edilip,
tizerine saf su ile hazirlanmis 10 ml % 3’liik KOH ¢ozeltisi, 5 ml gliserin ve 79 ml saf
su ilave edilerek karistirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de saklanmustir (Sneh, vd.,
1994).

3.2.3. Hastalikh Bitki Dokularindan izolasyon Cahsmalar

Hastalik belirtisi gosteren hipokotil ve kok ornekleri musluk suyu altinda
yikanarak tizerinde bulunan topraklarindan armdirilmistir. Kok veya hipokotilde
bulunan lezyonlu alanlar ile saglikli kismi da igeren 0.5-1 c¢cm uzunlukta kesilen
parcalar %1°lik NaOCI’ de 2-3 dakika yiizeysel dezenfeksiyona tabi tutulmustur. Ug
seri steril saf sudan gegirildikten sonra steril kurutma kagitlar1 arasinda fazla sular
alimmustir. Kurutma kagidi arasinda bulunan lezyonlu pargalar su agar (SA) igeren 9
cm c¢apinda bulunan steril petri kaplarina dort adet olacak sekilde steril pens yardimiyla
yerlestirilmistir. Her 6rnek i¢in ii¢ adet petri kab1 kullanilmistir. Petriler 25 °C’ de
karanlikta 1-2 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir (Erper, vd., 2002). Gelisen hifler
x10’luk biylitmede 151k mikroskobu altinda incelenmis, tipik Rhizoctonia hif
geligsmesi gosteren hifler isaretlenmis ve igerisinde PDA bulunan steril petri kaplarina

aktarilmistir.

Bas ciiriikliigii belirtisi gosteren beyaz bas lahana bitkilerinden alinan enfekteli
yaprak ornekleri musluk suyu altinda yikanarak kesilen pargalar %1°lik NaOCI’ de 2-
3 dakika yiizeysel dezenfeksiyona tabi tutulmustur. Ug steril saf sudan gecirildikten
sonra steril kurutma kagitlar1 arasinda fazla sular1 alinmistir. Enfekteli yapraklardan
kesilen bu pargalar PDA ortamina aktarilmistir. Ayni zamanda yaprak dokusu

tizerinden alinan sklerotlar 30 saniye siireyle %70’lik etanolde yiizeysel
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dezenfeksiyonu yapildiktan sonra steril saf su serisinden ii¢ kez gecirilip steril
kurutma kagitlart tizerinde kurutulmustur. Daha sonra PDA ortamina aktarilarak, 151k

altinda 25°C’ de iki giin siireyle inkiibe edilmistir (Van, vd., 2001).

Sekil 3.4. Saflastirilarak PDA besi ortaminda gelistirilen Rhizoctonia izolat

3.2.4. izole Edilen Rhizoctonia izolatlarimin Saklanmasi

Hastalikli bitki orneklerinden izole edilen Rhizoctonia izolatlarinin kisa siireli
saklanmas1 i¢in egik agar, uzun siireli saklanmasi i¢in steril bugday tohumlar
kullanilmigtir. Bunun i¢in bugday tohumlart saf su igerisinde bir giin bekletilmistir.
Bir giin sonra tohumlar sudan ¢ikarilarak deney tiipleri icerisine alinip pes pese iki giin
121 °C’de bir saat boyunca otoklavda steril edilmistir. Daha sonra nemin
uzaklastirilmas1 igin tiipler, steril kabinde bir siire bekletilmistir. Izole edilen
Rhizoctonia izolatlari, hazirlanan bugday tohumlarina her izolat i¢in ikiser tiip olacak
sekilde steril kabinde agilanmistir. Asilanan tiipler karanlikta 25 °C’de yaklasik 7-10
giin siireyle inkiibe edilmistir. Bu sekilde hazirlanan stoklar +4°C’de buzdolabinda
karanlikta muhafaza edilmistir (Sneh, vd., 1991).

3.2.5. Rhizoctonia spp. izolatlarinin Cekirdek Sayilarinin Belirlenmesi

Hiicrelerdeki c¢ekirdek sayisini belirlemek i¢in Rhizoctonia spp. izolatlart 9 cm
capli PDA (15mL) iceren petrilere aktarilarak 25°C’de 2-3 giin inkiibasyona
birakilmistir. izololatlar gelistikten sonra petri kenarlarindan alman miselyum igeren
5 mm ¢apinda agar diskleri, %0.5’lik PDA igeren ortama batirilarak ve igerisinde
%1.5’lik SA ortami bulunan 9 cm c¢apli petri kaplarina birakilan lamellerin 1 cm

yakinina birakilmistir (Sekil 3.5). 24-48 saat boyunca inkiibasyona birakilan lamel
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tizerinde gelisen hifler, Safranin O ve % 3’liilk KOH ile boyanmis ve 151k mikroskobu
altinda 40X’lik biiyiitmede her izolat i¢cin 25 hiicrede c¢ekirdek sayimi yapilmigtir
(Sekil 3.5) (Bandoni, 1979). Cekirdek sayilarina gére izolatlar multiniikleat (MN)

veya biniikleat (BN) olarak isimlendirilmistir.

Sekil 3.5. izolatlarin gekirdek sayismin belirlenmesi. Agar disklerinin lamelli su
agarina birakilmasi (a), Hiflerin safranin O ve %3'liilk KOH ile boyanmasi

(b)
3.2.6. Rhizoctonia spp. Izolatlarmin Klasik Yoéntemlerle Anastomosis

Gruplarmn Belirlenmesi

Morfolojik yontemlerle anastomosis gruplarinin belirlenmesi i¢in kullanilan test
izolatlar1 Ondokuzmayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Mikoloji
laboratuvarinda bulunan kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir (Tablo 3.4, Tablo
3.5).

Tablo 3.4. MN R. solani'nin anastomosis gruplarina ait tester izolatlar

Anastomosis Grup  Intraspesifik Grup izolat No Cografi Kaynak

(AG) (ISG)
AG1 ISG-1A CS-A Japonya
AG1 ISG-1B B-19 Japonya
AG1 ISG-IC BV-7 Japonya

AG2tip 1 PS-4 Japonya

AG 2tip 2 ISG-11IB C-116 Japonya

AG 2tip 2 ISG-IV RI-64 Japonya
AG 3 ST-11-6 Japonya
AG 4 ED-130 Erzurum
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Tablo 3.4 (devam)

Anastomosis Grup  Intraspesifik Grup Izolat No Cografi Kaynak
(AG) (1SG)
AG5 GM-10 Japonya
AG 6 ED-89 Erzurum
AG7 HO 1556 Japonya
AG 8 JW 92 Japonya
AG9 S21 Japonya
AG 10 Japonya
AG 11 Japonya
AG 12 ED Erzurum
AG 13 ED Erzurum
AG-BI ST-2-4 Japonya
R. zeae Rs 11as Japonya
R. zeae M-003 Japonya
R. zeae ED-152 Japonya

Tablo 3.5. BN Rhizoctonia'nin anastomosis gruplarina ait tester izolatlari

Anastomosis Grup (AG) Izolat No Cografi Kaynak
AG-A C-517 Japonya
AG-Ba C-484 Japonya
AG-Bb C-455 Japonya
AG-Bc Str-2 Japonya
AG-C 706 Japonya
AG-D W-12 Japonya
AG-E F-18 Japonya
AG-F AH-6 Japonya
AG-G AHC-9 Japonya
AG-H STC-9 Japonya

AG-I AV-2 Japonya
AG-K AC-1 Japonya
AG-L FKO-2-26 Japonya
AG-O FPO-2-24 Japonya
AG-P C-578 Japonya
AG-Q C-620 Japonya
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Tablo 3.5 (devam)

Anastomosis Grup (AG) Izolat No Cografi Kaynak
AG-R Japonya
AG-S Japonya

Beyaz bas lahana bitkilerinin hastalikli kisimlarindan izole edilmis Rhizoctonia
spp.’ye ait izolatlar ile karsilastirmada kullanilan test izolatlar PDA’ya aktarilarak 2-3
giin siireyle 25 °C’de karanlikta aktiflestirilmistir. %96’lik etil alkole batirilip alevden
gegirilerek steril edilen lameller igerisinde sivi halde yumusak PDA (%5’lik agar
iceren) ortami bulunan steril behere batirilip %1,5’luk SA iceren petri kaplarina
yerlestirilmistir. 2-3 gilin sonrasinda gelisen hem test izolatinin hem de izole edilen
Rhizoctonia spp.’ye ait izolat hiflerinin kenarindan steril mantar delici yardimiyla
alman 5 mm c¢apinda agar diskleri lamellerin 1 cm yakinina denk gelecek sekilde
karsilikli olarak yerlestirilmistir. Petriler 1-2 giin boyunca 25 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra lamel {iizerinde hiflerin karsilikli birlestigi noktalar
mikroskop altinda belirlenmistir. Steril bir lam {izerine Safranin O ve % 3’liikk KOH
damlatilarak karsilikli hif birlesmesinin oldugu belirlenen lamel ¢ozeltinin iizerine
dikkatli bir sekilde yerlestirilmis ve boyanmistir. Isik mikroskopunda 10X’luk
biiyiitmede hifler arasinda hiicre duvar1 ve sitoplazmik birlesmenin olup olmadig:
incelenmis ve 40X’lik biiyiitmede dogrulanmistir (Karaca, vd., 2002). Anastomosis
gruplarinin belirlenebilmesi amaciyla grup ici ve gruplar arasi olarak izolatlar test

izolatlar1 ile eslestirilmistir.
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Sekil 3.6. Morfolojik olarak anastomosis gruplarinin belirlenmesi. Agar disklerinin
karsilikli yerlestirilmesi (a), Fungus hiflerinin birbirine yaklasmas1 (b),
Anastomosis reaksiyonlarinin mikroskop altinda incelenmesi (c)

3.2.7. Rhizoctonia spp. izolatlarinin Molekiiler Yontemlerle Anastomosis

Gruplarmin Belirlenmesi

3.2.7.1. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

a. Tris-acetate-EDTA (TAE) Buffer
1000 ml. 1x TAE buffer

50x TAE stok

(Tris base 242 g; Disodyum EDTA 18.61 g; Glacial 20 ml
Asetik Asit: 57,1 ml; Distile su 1 litreye kadar)

Distile su 980 ml
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b. Agaroz Jel
100 ml %1,5°1ik Agaroz jel i¢in;
Agaroz 159
1x TAE buffer 100 ml
Erlenmayer igerisinde karistirilan malzemeler 2-3 dk siire ile mikrodalga firinda
kaynatilmis ve jel tepsisine dokiilerek donmasi beklenilmistir.

3.2.7.2. Rhizoctonia spp. izolatlarindan DNA izolasyonu

Rhizoctonia spp.” ye ait 167 adet izolatin genomik DNA’larin izolasyonu
hexadecyl trimethyl ammonium bromide (CTAB)’a dayali bir metot olan ve DArT
DNA izolasyon yonteminde belirtilen ekstraksiyon-lizis tamponu modifiye edilerek
kullanilmistir (Tablo 3.6)

Tablo 3.6. Ekstraksiyon-lizis buffer igerigi

Fresh Buffer 120 ml
Tris HCI pH 8.0 15 mi
EDTA pH 8.0 55ml
5M NaCl 20 ml
Sorbitol 3199
CTAB 1g
Sarcosyl 1g
PVP-40 244
Sodium disulfite 064¢g

Distile su ile 120 ml’ye tamamlanmustir.

Calismada kullanilan primerlerin sentezi ve sekans hizmeti Macrogen firmast
(Seul, Giiney Kore) tarafindan saglanmistir.

Her bir izolata ait 100 mg misel kiitlesi, kiiltiir yiizeyinden bisturi yardimiyla
hafifce kazinmig ve 2 ml’lik Ependorf tiipe aktarilmistir. Daha 6nceden 1sitilmis (65
°C) 650 pl ekstraksiyon-lizis tamponu tiipe eklenerek ornekler bir steril ¢elik ezici
kullanilarak homejen hale getirilmis DB-2D model kuru blok 1siticida (Techne,
Cambridge, Ingiltere) 65 °C’de 60 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.7).
Inkiibasyon esnasinda her 15 dk’da bir homojenisiteyi artirmak icin hafifce ters diiz
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edilmistir.

Sekil 3.7. Funguslarin genomik DNA izolasyonu: Misel kiitlelerinin PDA yiizeyinden
kazinmasi (a), Ekstraksiyon tamponu igerisindeki orneklerin steril ¢elik
ezici yardimiyla homojen hale getirilmesi (b), Orneklerin kuru blok
1siticida inkiibasyonu (c)

Kuru blok 1siticidan alinan 6rnekler oda sicakligina kadar sogutularak iizerine
650 ul kloroform/izoamil alkol (24:1 w/w) eklenmis ve 10 dk siire ile yavasca ters diiz
edilerek 12.000 g’de 15 dk santrifiij islemine tabi tutulmustur. Siipernatant yeni 1.5
ml’lik santrifijj tiiplerine aktarilarak iizerine DNA’y1 ¢okeltmek i¢in 0.6 hacim soguk
izopropanol eklenmistir. Yeniden 12.000 g’de 5 dk santrifiij isleminden sonra
siipernatantlar uzaklastirilmistir. Olusan pelletler iki kez %70’lik soguk etanolle
yikanmig ve oda sicakliginda 30 dk siire ile kurutulmustur (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Funguslarin genomik DNA izolasyonu: Orneklere kloroform/izolamil alkol
eklenmesi (a), tliplerin santrifiij edilmesi (b), silipernatantin
uzaklastirilmasi (c)

DNA 100 pl steril ultra saf su i¢ginde ¢oziilerek konsantrasyonu bir DS-11 FX+
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model nano spektrofotometre (Denovix Inc., Wilmington, DE, ABD) yardimi ile
Olciilmiis (Sekil 3.9) ve PCR c¢alismalari igin 40 ng/ pl’ ye seyreltilmistir. Hazirlanan
DNA PCR calismalarina kadar -20 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.9. Rhizoctonia sp. DNA' sina ait DS-11 FX Serisi spektrofotometre dlgtimii

3.2.7.3. ITS1-5.8S-ITS2 Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR amplifikasyonlar1 bir T100 model thermal cycler’da (Bio-Rad, Hercules,
CA, ABD) gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonlari, 1xPCR reaksiyon tamponu, her bir
dNTP’den 0.2 mM, 2mM MgCly, her bir primerden 0.4 puM, 1.2 iinite Taqg DNA
Polimeraz (New England Biolabs, Beverly, MA, ABD) ve 40 ng 6rnek DNA’s1
icerecek sekilde 50 ul’lik bir reaksiyon karigiminda gergeklestirilmistir (Sekil 3.10).
Genomik DNA’nin internal transcribed spacer (ITS) lokusunu amplifiye etmek igin,
White vd. (1990) tarafindan belirlenen ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-
3”) ve ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) primer c¢ifti kullanilmistir.
Amplifikasyon protokolii, 94 °C’de 3 dk’lik bir baslangi¢ denatiirasyonu takiben 94
°C’de 45 sn, 52 °C’de 45 sn ve 72 °C’de 1 dk siireyle 35 dongii ve 72 °C’de 10 dk.’lik

bir son uzatma adimi olarak uygulanmstir.

PCR iirtinleri 1x TAE tampon soliisyonunda %1,5’lik agaroz jel igerisinde
elektroforetik ayrima tabi tutulmustur. 1x TAE tampon soliisyonu ve agarose
(BIOMAX, Ardoz-Madrid, Ispanya) karisimi1 mikrodalgada homojen kivama gelene
kadar ¢ozdiiriilmiistiir. Homojen ¢ozelti 40 °C’ye kadar sogutularak jel tepsisine
dokiilmiis ve taraklar kullanilarak kuyucuklar elde edilmistir (Sekil 3.10). Hazirlanan
agaroz jeldeki kuyucuklara amplifiye edilen PCR iiriinlerinden 10 pl alinarak 6x
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yiikleme boyasi eklenerek yiiklenmis (Sekil 3.10) ve 60 dk 120 volt elektriksel alanda
yiiriitiilmiistiir. Orneklerin biiyiikliiklerini hesaplamak i¢in markér olarak GeneRuler
100 bp+ DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilmstir.
Agaroz jel siire sonunda etidyum bromiir ile boyanarak PCR iiriinlerin varligi bir jel
goriintiileme sisteminde (G: BOX F3, Syngene, Cambridge, Ingiltere) kontrol

edilmistir.

Sekil 3.10. Polimeraz zincir reaksiyonu: Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi (a),
agaroz jel hazirhig (b), PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki kuyucuklara
yiiklenmesi

Amplifiye edilen DNA fragmanlarmin geri kalan amplikonun iretildigi
primerler kullanilarak ¢ift yonlii dogrudan dizilemeye tabi tutulmustur. Patojen
izolatlarina ait elde edilen ITS lokuslarina ait sekans datalar1 MEGA X (Kumar, vd.,
2018) programlari kullanilarak diizenlenmis ve National Center for Biotechnology
Information (NCBI)’in GenBank niikleotit very tabanindaki sekanslara karst BLAST
analizi ile incelenmistir. Yine NCBI’1n Banklt online araci kullanilarak elde edilen

sekanslar GenBank veri tabanina sunularak erisim numaralar1 alinmistir.
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Bir sekanstaki baz varyasyonlarinin derecesi ve sekanslar arasinda bolge basina
baz ikameleri hesaplanmustir. Ikinci olarak General Time Reversible modeline dayali
Maximum-Likelihood (ML) yontemi kullanilarak elde edilmistir (Nei ve Kumar,
2000). lgili taksonlarin bir arada kiimelendigi agaclarm yiizdesi dallarin yaninda
gosterilmistir. Agac¢ ¢ikarimi igin sezgisel yoOntem olarak Nearest-Neighbour-
Interchange (NNI) kullanilmig ve agag topolojilerinin giivenirligini tahmin etmek igin
1.000 tekrar i¢in bootstrap yeniden 6rnekleme analizi yapilmistir (Felsenstein, 1985).
Rhizoctonia fragariae klonu R3.1 (AY919858) dizisi, filogenetik agaglari
koklendirmek i¢in dis grup olarak dahil edilmistir.

3.2.8. Anastomosis Gruplarmin Kiiltiirel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Morfolojik ve molekiiler olarak anastomosis gruplari belirlenen Rhizoctonia spp.
izolatlar1 arasindan secilen izolatlarin PDA’daki koloni rengi, hif ¢api, misel gelisim
hizi, sklerot rengi ve sklerot biiyiikliikleri belirlenmistir. Bu amagla 10’dan fazla izolat
bulunan anastomosis gruplarinda grubu temsilen rastgele segilen 10 izolat, 10’dan az
izolat bulunduran anastomosis gruplarinda ise biitiin izolatlar kullanilmistir. Her grubu
temsilen secilen 31 adet izolat stoktan alinarak PDA’da gelistirilmistir. Gelisen
izolatlardan aliman 5 mm c¢apli misel diskleri 9 cm ¢apli ve igerisinde 15 ml PDA
bulunan petri kaplarinin merkezine yerlestirilmis ve 25 °C’de 21 giin boyunca
karanlikta inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra gelisen petrilerde kolonilerin rengi,
sklerot rengi, dagilimi, sekli ve biiyiiklikleri incelenmistir. Koloni ve sklerotlarin
renkleri, Londra Royal Horticultural Society renk katologu kullanilarak belirlenmistir
(Erper, vd., 2003). Izolatlarm sklerot biiyiikliikleri her birinden 25 adet olmak {izere
151k mikroskobunda 10X’luk biiylitmede Ol¢iilmiistiir. Hif c¢aplarin1 belirlemek
amaciyla 48 saat inkubasyona birakilan izolatlarin her birinin gen¢ hiflerinden 25

farkli bolgede 151k mikroskobunda 6l¢iim yapilmistir.

Her anastomosis grubundan temsilen secilen izolatlarin 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35
ve 40°C’lerde giinliik misel gelisim hizlar1 belirlenmistir. Bu ¢alisma segilen her izolat
ve sicaklik degeri igin dort tekerriir olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Izolatlar stoktan
alinarak PDA’da 25°C’ de bes giin boyunca gelistirilmistir. Gelisen kolonilerden
alman 5 mm c¢aph agar diskleri 15 ml PDA igeren 9 cm capindaki petrilere
yerlestirilmis ve 25°C’ de karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Gelisen izolatlarin hif
uclar1 birbirine dik olacak sekilde 24 ve 48 saat sonra Olciilerek iki 6l¢iim degeri

arasindaki farklar almmustir. Izolatlarin giinliik gelisme hizlar1 mm olarak hesaplanmis
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ve kaydedilmistir (Bolkan ve Ribeiro, 1985).
3.2.9. Rhizoctonia Izolatlarinin Patojenitelerinin Belirlenmesi

Hastalikli bitki oOrneklerinden izole edilen Rhizoctonia izolatlarinin

patojenitelerinin belirlenmesinde beyaz bas lahana Yalova 1 ¢esidi kullanilmastir.

Denemede kullanilan 49 adet Rhizoctonia spp. izolatt AG’larinin sayilarina gore
ve her il, ilge ve kdyii temsil edecek sekilde rastgele segilmistir (Tablo 3.7). izolatlar
PDA ortamina aktarilarak 25 °C’de bes giin inkiibasyona birakilmistir. Inokulum
gelistirmek i¢in kullanilan bugday tohumlar1 12 saat saf suda bekletildikten sonra 50
ml’lik falcon tiiplere doldurulmus ve iki giin istiiste otoklavda 121 °C’de 1’er saat
steril edilmistir. Gelisen hif u¢larindan alinan 5 mm capli agar diskleri 50 ml’lik falcon
tiip igerisindeki steril bugday tohumlarina asilanmig ve 25 °C’de 21 giin inkiibasyona

birakilmistir (Sekil 3.11).

Tablo 3.7. Patojenite denemesinde kullanilan Rhizoctonia spp. izolatlarinin kodlart ve
anastomosis gruplari

Anastomosis Gruplar (AG) izolat kodu

TR55Rs5 TR55Rs70  TR60Rs117

TR55Rs13 TR55Rs78  TR55Rs121

TR55Rs19 TR60Rs80  TR55Rs123

TR55Rs21 TR60Rs81  TR55Rs124

AG 4 HG.I TR55Rs22 TRO5Rs88  TRS55Rs130
TR60Rs42 TRO5Rs93  TR19Rs147

TR60Rs51 TRO5Rs96  TR19Rs150

TR19Rs55  TR55Rs101  TR19Rs155

TR55Rs57  TR55Rs109 TR60Rs160

TR55Rs61  TR52Rs111  TR55Rs166

AG 4 HG-II TR55Rs24 TRO5Rs38 TR19Rs54
TR55Rs1 TR60Rs45 TR60Rs82

AG 4 HG-1II TR55Rs15 TR60Rs46 TRO5Rs87
TR55Rs18 TR60Rs47  TR55Rs129
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Tablo 3.7 (devam)

Anastomosis Gruplar1 (AG) izolat kodu
AG 2-1 TR55Rs10 TR55Rs14 -
AG-A TR55R4 TR19R146 TRO5R165
AG-K TRO5R114  TR55R128 -

Sekil 3.11. Rhizoctonia spp.’ye ait agar disklerinin steril bugday tohumlarina
asilanmasi

Patojenite denemesinde kullanilmak iizere bahge topragi, elenmis ve yanmig ahir
giibresi ve ince dere kumu (2:2:1) karigimindan olusan toprak karisimi hazirlanmastir.
Polietilen torbalara konulan karigim 121 °C’de 1’er saat, iki giin ard arda steril
edilmistir. Ardindan yiizeysel dezenfeksiyonu yapilmig plastik bardaklara
doldurulmustur. Tohumlar %]1’lik NaOCl’de 3 dk. tutulmak suretiyle yiizeysel
dezenfeksiyona tabi tutulduktan sonra steril sudan gegirilerek kurumaya birakilmistir.
Kuruduktan sonra bardaklara ekilmis ve iklim odasinda 17-25 °C’de %60-70 orantili
nemde gelismeye birakilmistir. Bitkiler gercek yaprak dénemine ulastiklarinda kok
bolgeleri agilarak her bitkiye 15 bulasik bugday tohumu yerlestirilmis ve toprakla
kapatilmistir. Kontrol olarak kullanilan bitki koklerine ise steril bugday tohumlari
konulmustur (Tiirkkan, 2018b). Bitkiler iklim odasinda, 17-25 °C’de gelismeye
birakilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Hastalikli bugday tohumlarinin bitki koklerine inokulasyonu (a), fungus
inokule edilen bitkilerin iklim odasinda 21 giinliik gelisimi (b)

Inkubasyondan 21 giin sonra bitkiler topraklarindan arindirilarak yikanmis ve
Muyola, vd., (1993)’den modifiye edilerek olusturulan 1-5 skalasina gore (Tablo 3.8)
bitkilerdeki hastalik siddeti degerlendirilmistir (Sekil 3.13).

Tablo 3.8. Rhizoctonia izolatlarinin patojenite degerlendirmesinde kullanilan 1-5
skalas1

Skala degeri Tani

1 Saglikl1 Bitki

2 Koklerde veya hipokotilde c¢ok kiiclik ylizeysel kahverengi
lezyonlar

3 Koklerde veya hipokotilde derin ve genis lezyonlar

4 Siddetli kok ¢iiriikliigii, ana kok veya hipokotili ¢epegevre saran

derin lezyonlar

5 Cokmiis hipokotil, solgun yaprakli veya 6lii bitki
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Sekil 3.13. Rhizoctonia izolatlarinin patojenite denemesi igin kullanilan 1-5 skalasi

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore bes tekerriirlii olarak
yiiriitiilmiistiir. Ayrica bitki gdvde boyu, gévde yas ve kuru agirliklari, bitki kok boyu,
kok yas ve kuru agirliklari bakimindan da degerlendirmeler yapilmistir. Elde edilen
veriler parametrik olmayan permiitasyon testlerine tabi tutulmustur (Onder ve Cebeci,
2017). Analizlerin gergeklestirilmesi icin NPMANOVA (Anderson, 2000) yazilimi

kullanilmistir.
3.2.10. Cesit Reaksiyonlarimin Belirlenmesi

Cesit reaksiyonu denemesinde patojenite caligmalarinda en viriilent olarak
belirlenen ve skala degerlendirmesinde 3 ve lizeri siddet gosteren AG’na ait {i¢ adet
izolat se¢ilmistir. Bu amagla MN Rhizoctonia solani AG 4 HG-1 (TR55Rs5), AG 4
HG-11 (TR19Rs54) ve AG 4 HG-III (TR60Rs82) izolatlar1 reaksiyon denemesinde
kullanilmistir. Bu izolatlara karsi Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Bahce
Bitkileri Islah1 biriminden temin edilen beyaz bas lahana genotipleri (Turkiye yerel
materyalleri, ABD, Hollanda ve Almanya gen bankalarinin materyalleri ve melez
kombinasyonlarindan saflastirilan hatlar) ve bolgede en ¢ok kullanilan ticari gesitler
olmak iizere 49 adet genotipin reaksiyonlar1 belirlenmistir. Patojenite denemelerinde
uygulanan metotlar ile denemeler kurulup yiiritiilmiistir. Calismada kullanilan

genotipler tablo 3.9 da verilmistir.
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Tablo 3.9. MN Rhizoctonia solani AG 4 HG-l, AG 4 HG-Il ve AG 4 HG-IlI
izolatlarina kars1 reaksiyon denemesinde kullanilan belirlenen beyaz bas
lahana genotip ve cesitleri

Sira No Genotip Sira No Genotip
1 M-143 26 W-37
2 TAR 27 P-88
3 EXS 28 P-95
4 P-80 29 P-68
5 P-94 30 P-91
6 W-7 31 BY-31
7 P-19-1(4) 32 228
8 W-24 33 B
9 183 34 NLD
10 W-5 35 W-31
11 W-13 36 W-1
12 GAB 37 235
13 S-22 38 HB-5-2
14 23/1 39 MAN
15 506 40 Z7145-3-2
16 22/1 41 ZULF4-3
17 W-39 42 YBB-38-2
18 P-62-1 43 W-38
19 145 44 Devator*
20 YBB-23 45 Septima*
21 M-157 46 Ziileima*
22 P-19-2 47 Megaton*
23 P-47-2 48 BT Bafra*
24 P-20-1 49 Yalova-1*
25 M-155

*Ticari Cesitler: Devator, Septima, Ziileima, Megaton, BT Bafra, Yalova-1

Reaksiyon denemesinin sonunda tiim bitkiler, patojenite denemesinde oldugu
gibi Muyola, vd., (1993)’in 1-5 skalasi kullanilarak hastalik siddeti yoniinden
degerlendirilmistir (Tablo 3.8)

Elde edilen skala degerleri kullanilarak beyaz bag lahana ¢esitlerinin % hastalik
oranlar (siddetleri) Tawsend-Heuberger formiilii ile hesaplanmistir (Swiader, vd.,

2002).
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nv

Hastalik oranlari:)

V.N.100
n: Ayni degerdeki o6rnek adeti v: Skala degeri
V: En yiiksek skala degeri N: Toplam 6rnek sayisi

Ayrica hastalik siddeti dikkate alinarak dayaniklilik seviyesi yoOniinden

gruplamalar yapilmistir.

I %0-15 Yiiksek diizeyde dayanikli HR
I %16-45 Orta diizeyde dayanikli MR
Il %46-60 Diisiik diizeyde dayanikli  MS
AV} %61-100 Duyarh SS

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore bes tekerriirlii olarak
kurulmustur. Her izolat bitkilerden tekrar izole edilerek Koch postiilati
tamamlanmistir. Elde edilen veriler parametrik olmayan permiitasyon testlerine tabi
tutulmustur  (Onder ve Cebeci, 2017). Analizlerin gergeklestirilmesi igin

NPMANOVA (Anderson, 2000) yazilimi kullanilmistir.

o1



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Survey Cahsmalar1 ve Rhizoctonia spp.’nin Izolasyonu

Orta Karadeniz Bolgesi beyaz bas lahana yetistiriciligi yapilan bes ile ait 23
ilcede 2017-2019 yillarinda yapilan survey ¢aligmalar1 sonucunda Amasya ilinden 56
da alandaki 25 tarladan, Corum ilinden 64.7 da alandaki 18 tarladan, Ordu ilinden 6.5
da alandaki bes tarladan, Samsun ilinden 671.8 da alandaki 116 tarladan ve Tokat
ilinden ise 122.7 da alandaki 38 tarladan tipik hastalik belirtisi gosteren bitki 6rnekleri
toplanmustir. Bu bitkilerden yapilan izolasyon islemlerinden sonra Amasya ilinden 25,
Corum ilinden 14, Ordu ilinden iki, Samsun ilinden 101 ve Tokat ilinden 25 adet olmak
tizere toplam 167 adet Rhizoctonia spp. izolati elde edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Beyaz bas lahana surveyi yapilan ilgeler, 6rnek alinan tarla ve elde edilen
Rhizoctonia benzeri izolat sayilar

il ilce Ornek alinan Ornek alinan izole edilen
tarla alam (da) tarla sayisi fungus sayisi

Merkez 15 6 6
Glimiighacikdy 16 7 7
Amasya Tasova 11 ) )
Merzifon 8 3 3
Hamamozi 6 4 4

Toplam 56 25 25
Merkez 5 3 2

Corum Sungurlu 58 12 10
Osmancik 1.7 3 2

Toplam 64.7 18 14
Ordu Kabadiiz 6.5 5 2
Toplam 6.5 5 2

Bafra 4955 72 63
Vezirkopri 26 8 8
Ondokuzmayis 69 6 )
Samsun Carsamba 40 12 9
Alagam 23.8 9 8
Havza 10.5 7 7
Ladik 7 2 1

Toplam 671.8 116 101
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Tablo 4.1 (devam)

Il Iige Ornek alman  Ornek alinan Izole edilen
tarla alam (da) tarla sayisi fungus sayisi
Merkez 20.3 9 5
Zile 4 2 2
Pazar 19.2 4 1
Tokat Erbaa 23 7 6
Niksar 31.8 9 9
Resadiye 2.4 4 2
Turhal 22 3 0
Toplam 122.7 38 25
Genel toplam 921.7 202 167

Iller bazinda biitiin veriler incelendiginde Amasya, Corum, Ordu, Samsun ve
Tokat illerinde yapilan survey ¢alismalar1 sonucunda toplam 921.7 da alandaki 202
tarladan toplanan bitkilerden elde edilen 167 adet izolatin illere gore yayginligi Tablo
4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Beyaz bas lahana surveyi ¢alismalarinda incelenen tarla, elde edilen izolat
sayis1 ve illere gore yayginligt

il Incelenen Tarla Elde Edilen Yayginhik (%)
Sayisi (adet) izolat Sayisi
Amasya 25 25 100
Corum 18 14 77.7
Ordu 5 2 40
Samsun 116 101 87.06
Tokat 38 25 65.7
Toplam 202 167 82.6

Calisma kapsaminda bulunan iller bazinda Rhizoctonia benzeri izolatlarin tarla
bazinda yayginlig1 %82.6 olarak belirlenmistir. Bu oran Amasya ili i¢in %100, Corum
ili i¢in %77.7, Ordu ili i¢in %40, Samsun ili i¢in %87.06 ve Tokat ili igin %65.7 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.2).

4.2. Rhizoctonia izolatlarimin ¢ekirdek sayilari

Isik mikroskobu altinda yapilan incelemelerde hiflerin 90°’lik dik a¢1 ile
dallandig1 ve birlesme noktalarinda daralip bu bolgeye yakin kisimda dolipor septum

olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 4.1a). Safranin O ve %3’lik KOH c¢ozeltisiyle
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boyanan hiflerin her bir hiicredeki ¢ekirdek sayilari incelenmis ve izolatlarin MN R.
solani ve BN Rhizoctonia oldugu belirlenmistir. MN R. solani izolatlarinin
hiicrelerinde ii¢ veya daha fazla sayida, BN Rhizoctonia izolatlarinin hiicrelerinde ise

en fazla iki gekirdek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1b,c).

Sekil 4.1. Rhizoctonia izolatlarinin hif yapisi. Dolipor septum olusumu (a), MN R.
solani hif yapis1 (b), BN Rhizoctonia hif yapisi (c)

Cekirdek sayilariin incelenmesiyle yapilan klasik teshis ¢caligmalarina gore elde
edilen 167 adet Rhizoctonia izolatinin 161 tanesi MN R. solani, alt1 tanesi BN
Rhizoctonia olarak belirlenmistir. Cekirdek sayilarina gore il bazinda izolat sayilar
incelendiginde Amasya ilinden elde edilen 25 adet izolattan 22 tanesi MN, ii¢ tanesi
BN, Corum ilinden elde edilen 14 izolattan 13 tanesi MN, bir tanesi BN, Ordu ilinden
elde edilen iki izolatin ikisinin de MN, Samsun ilinden elde edilen 101 izolattan 99
tanesinin MN, iki tanesinin BN ve Tokat ilinden elde edilen 25 izolatin da timunin
MN R. solani oldugu belirlenmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Cekirdek sayilarina gore il bazinda Rhizoctonia spp. izolat sayilari

Izolat sayilar

il MN BN Toplam
R.solani  Rhizoctonia
Amasya 22 3 25
Corum 13 1 14
Ordu 2 0 2
Samsun 99 2 101
Tokat 25 0 25
Toplam 161 6 167

Izolatlarin ¢ekirdek sayilarmin durumlarmna gére karsilastirilma yapildiginda

167 adet izolatin %96’si1 MN R. solani, %4 iinii ise BN Rhizoctonia olusturmustur.

4.3. Rhizoctonia spp. lIzolatlarnmn Klasik Yontemlerle Anastomosis
Gruplarmin Belirlenmesi

Bu ¢alisma i¢in, elde edilen MN R. solani ve BN Rhizoctonia izolatlari ile hifsel
reaksiyon i¢in kullanilacak olan tester izolatlar PDA besi ortaminda gelistirildikten
sonra kars1 karsiya getirilmistir. Bu amagla elde edilen izolatlardan Amasya ilinden
25, Corum ilinden 14, Ordu ilinden 2, Samsun ilinden 101 ve Tokat ilinden 25 olmak
lizere toplam 167 adet izolat klasik yontemlerle teshis calismalarinda kullanilmistir
(Tablo 4.4).

Tablo 4.4. izolatlarin illere gore dagilimi

Izolat Sayis1

f MN R. solani BN Rhizoctonia
Amasya 22 3
Corum 13 1
Ordu 2 -
Samsun 99 2
Tokat 25 -
Toplam 161 6
Genel Toplam 167

Anastomosis gruplariin klasik yontemlerle belirlenmesi i¢in yapilan ¢calismada
secilen 167 adet izolatin hifsel reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla SA ortaminda
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karsilagtirilmalartyla meydana gelen yonelme ve raksiyon tipleri su sekildedir.
Hiflerin birbirine yonelmesi;

a. Cift yonli ¢ekim: Iki izolatin birbirini cezbetmesi sonucunda ayni
anastomosis grubuna ait olan izolatlarin hif uglari birbirine dogru yonelmistir

(Sekil 4.2).

Sekil 4.2. iki izolatin hiflerinin birbirini cezbetmesi

b. Tek yonlii cekim: Ayn1 anastomosis grubuna ait olan iki izolattan bir izolatin

hifi diger izolatin hifinin lateral kismina temas ettigi goriilmistiir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Bir izolatin hifinin digeri tarafindan cezbedilmesi

€. Cekim olmamasi: Anastomosis grubu farkli olan iki izolatin hifleri arasinda

higbir ¢ekim gozlenmemistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. izolatlar arasinda ¢ekim olmamasi

Rhizoctonia izolatlar1 arasinda meydana gelen hifsel reaksiyonlar1 dort

kategoride meydana gelmistir. Olusan bu reaksiyonlar asagida verilmistir:

1. CO tipi reaksiyon: Farkli anastomosis gruplarinin hifleri arasinda higbir

¢ekim gozlenmemistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Hifler arasindaki CO tipi reaksiyon

2. C1 tipi reaksiyon: Ayni veya farkli anastomosis gruplari arasinda
gbzlemlenen bu reaksiyonda hifler arasinda temas bulunmakta fakat hiflerin
hiicre duvarlar1 arasinda temas goriilmesine ragmen penetrasyon veya

membran temasi gozlenmemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Hifler arasinda C1 tipi reaksiyon

3. C2tipi reaksiyon: Ayni anastomosis grubuna ait farkli iki izolatin hiflerinin
temas ettikleri noktada hiicre duvarinda erime gozlenmis ancak sitoplazmik

birlesme goriillmemistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Hifler arasinda C2 tipi reaksiyon

4. C3tipireaksiyon: Ayni gruba ait ayn1 veya farkli iki izolat arasinda hiflerin
birbirine temas ettikleri noktada hiicre duvarlariin eridigi ve sitoplazmanin

kaynastig1 gorilmistiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Hifler arasinda C3 tipi reaksiyon

Hifsel reaksiyonlara gore test izolatlar1 ile akraba olup olmadiklar1 belirlenen
izolatlarin anastomosis gruplari tespit edilmis ve izolatlar AG 4, AG 2-1, AG-A ve
AG-K gruplarina dahil edilmistir. Buna gére Amasya ilinden elde edilen izolatlardan
25 izolatin 22 tanesi AG 4, bir tanesi AG-A, iki tanesi AG-K, Corum ili izolatlarindan
14 izolatin 13 tanesi AG 4, bir tanesi AG-A, Ordu ili izolatlarinin iki tanesi de AG 4,
Samsun ili izolatlarindan 101 izolatin 97 tanesi AG 4, iki tanesi AG 2-1, bir tanesi AG-
A, bir tanesi AG-K ve Tokat ili izolatlar1 25 izolatin hepsi AG 4 olarak tanilanmistir
(Sekil 4.9).

BAG4 mAG2-1 "AGA mAGK

Toplam /e
Tokat m—
Samsun  EEEE—
Ordu »
Corum mam
Amasya i

Amasya  Corum Ordu Samsun Tokat Toplam

EAGA4 22 13 2 97 25 159
EAG 2-1 0 0 0 2 0 2
“AGA 1 1 0 1 0 3
EAG K 2 0 0 1 0 3

Sekil 4.9. Klasik olarak anastomosis gruplari belirlenen izolatlarin dagilim1

Klasik yontemlerle teshis igin toplam 167 izolatin %95.2°si AG 4 , %1.2’°si AG
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2-1, % 1.8’1 AG-A, %1.8’1 de AG-K grubuna ait oldugu belirlenmistir. Elde edilen
biitiin izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunun AG 4 grubuna ait oldugu belirlenmistir. Ancak
AG 4 grubunun alt gruplari molekiiler ¢aligmalar sonucunda kesin olarak
belirlenebilmektedir. Bu ylizden ¢alisma kapsaminda elde edilen 167 izolatin tiimii

molekiiler yontemlerle yapilan teshis ¢aligmalarina dahil edilmistir.

4.4. Rhizoctonia lizolatlarnmin Molekiiler Yontemlerle Anastomosis

Gruplarimin Belirlenmesi

Toplamda 161 adet MN R. solani ve alt1 adet BN Rhizoctonia izolati olmak tizere
167 adet izolatin DNA izolasyon islemi yapilmistir. Gergeklestirilen DNA izolasyon
calismalarinda DArT-CTAB metodu ile oldukga verimli ve kaliteli DNA elde
edilmistir. Rhizoctonia izolatlarina ait DNA miktarlart 80.2 ile 2521 ng/ul arasinda
degiskenlik gostermistir. DS-11 FX+ model nano spektrofotometre ile Olgiilen
izolatlarin DNA miktarlarinin bazilar1 Tablo 4.5” de verilmistir.

Tablo 4.5. Calismada kullanilan baz1 Rhizoctonia izolatlarindan elde edilen DNA
konsantrasyonlarina ait veriler

Izolat DNA Kantitatif ve Kalitatif =~ Seyreltme Degerleri
Degerleri
No Kodu Konsantrasyon 260/280 500 pl Su
ng/pl orani (20 ng/nl)

001 TR55R4 730.1 2.12 13.7 486.3
002 TR55Rs5 904.1 2.12 11.1 488.9
003 TR55Rs10 1243.7 2.02 8.0 492.0
004 TR55Rs16 1060.5 2.16 9.4 490.6
005 TR55Rs21 684.4 2.12 14.6 485.4
006 TR55Rs29 1195.0 2.17 8.4 491.6
007 TRO5Rs40 1203.6 2.12 8.3 491.7
008 TR60Rs43 2521.7 2.09 4.0 496.0
009 TR19Rs54 786.6 2.08 12.7 487.3
010 TR55Rs61 1168.1 2.14 8.6 491.4
011 TR55Rs70 1103.8 2.12 9.1 490.9
012 TR60Rs82 657.9 2.09 15.2 484.8
013 TRO5Rs91 9175 2.12 10.9 489.1
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Tablo 4.5 (devam)

Izolat DNA Kantitatif ve Kalitatif ~ Seyreltme Degerleri
Degerleri
No Kodu Konsantrasyon  260/280 500 pl Su
ng/nl orani (20 ng/nl)

014 TR55Rs105 1586.8 211 6.3 493.7
015 TRO5R114 910.8 2.14 11.0 489.0
016 TR55Rs123 1394.0 1.94 7.2 492.8
017 TR55R128 80.2 1.95 124.6 375.4
018 TR55Rs135 316.8 2.14 31.6 468.4
019 TR19R146 338.0 2.22 29.6 470.4
020 TRO5Rs162 794.2 2.16 12.6 487.4
021 TR55Rs166 1590.7 2.09 6.3 493.7

Genomik DNA oOrneklerinin biiyiikliiklerini hesaplamak i¢in markdr olarak
GeneRuler 100 bp+ DNA ladder kullanilmistir. Agaroz jel siire sonunda etidyum
bromiir ile boyanarak iirlinlerin varlig1 jel goériintiileme sisteminde kontrol edilmistir

(Sekil 4.10).

Sekil 4.10. ITS gen bolgesine ait ITS1/4 primerlerinin bant profili, DNA markor (M):
GeneRuler 100 bp plus (Thermo Scientific, ABD) ve NT: Kontrol

Izolatlarin genomik DNA’s1 ITS1/ITS4 primer cifti kullanilarak elde edilen ITS
geninin kismi bolgesine ait ortalama 700 bp biiyiikliigiinde sekans verileri elde
edilmistir. PCR f{irlinlerinin sekans iglemi sonucunda 167 izolat tiir ve anastomosis
diizeyinde tanilanmistir. Gergeklestirilen BLAST analizi izolatlara ait sekanslarin

degisik aragtirmacilar tarafindan GenBank niikleotid veri tabanina kaydedilen R.
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solani ve BN Rhizoctonia izolat sekanslarina %100 oraninda niikleotit benzerligi
tagidigin1 ortaya koymustur. Benzerlik oranlar1 baz alindiginda izolatlarin 145 tanesi
R. solani AG 4 HG-1 (%86.8), ii¢ tanesi R. solani AG 4 HG-II (%1.8), 11 tanesi R.
solani AG 4 HG-lIl (%6.6), iki tanesi R. solani AG 2-1 (%1.2), ii¢ tanesi BN
Rhizoctonia AG-A (%1.8) ve ii¢ tanesi ise BN Rhizoctonia AG-K (%1.8) olarak
tanilanmistir.

NCBI Banklt yazilimi kullanilarak izolatlarin ITS lokusuna ait sekans verileri
GenBank veri tabanina kaydedilmis ve erisim numaralart (MW004170-MW004336)
temin edilmistir. Rhizoctonia izolatlarinin elde edildigi il ve ilgeler, izolat kodlari,
anostomosis gruplart ve GenBank veri tabani erisim numaralar1 tablo 4.6’da

verilmistir.

Tablo 4.6. Rhizoctonia spp.'lerin elde edildigi lokasyonlar, izolat kodlari, anastomosis
gruplar1 ve GenBank veri taban1 erisim numaralari

Sira 10 . Lokasyon Anastomosis Erisim
Izolat kodu ) ) gruplari
11 Ilge numaralari
(AG)

1 TR55Rs2 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004170
2 TR55Rs3 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004171
3 TR55Rs5 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004172
4 TR55Rs6 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004173
5 TR55Rs7 Samsun Bafra AG 4 HG-I MWO004174
6 TR55Rs8 Samsun Bafra AG 4 HG-I MWO004175
7 TR55Rs9 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004176
8 TR55Rs11 Samsun Bafra AG 4 HG-I MWO004177
9 TR55Rs12 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004178
10 TR55Rs13 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004179
11 TR55Rs17 Samsun Vezirkdpri  AG 4 HG-I MW004180
12 TR55Rs19 Samsun Ondokuzmayis AG 4 HG-I MW004181
13 TR55Rs20 Samsun Ondokuzmayis AG 4 HG-I MWwW004182
14 TR55Rs21 Samsun Carsamba AG 4 HG-I MW004183
15 TR55Rs22 Samsun Alagam AG 4 HG-I MW004184
16 TR55Rs23 Samsun Alagam AG 4 HG-I MW004185
17 TR55Rs25 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004186
18 TR55Rs26 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004187
19 TR55Rs27 Samsun Bafra AG 4 HG-I MW004188
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Tablo 4.6 (devam)

Anastomosis

Sira no . Lokasyon Erisim
Izolat kodu o e gruplari numaralart
(AG)

20 TR55Rs28  Samsun Bafra AG4HG-1  MWO004189
21 TR55Rs29  Samsun Bafra AG4HG-1  MWO004190
22 TR55Rs30  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004191
23 TR55Rs31  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004192
24 TR55Rs32  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004193
25 TR55Rs33  Samsun Bafra AG4HG-  MWO004194
26 TR55Rs34  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004195
27 TR55Rs35 Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004196
28 TR55Rs36 Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004197
29 TRO5Rs37  Amasya Merkez AG4HG-  MWO004198
30 TRO5Rs39  Amasya  Giimiishacikdy AG 4 HG-  MW004199
31 TRO5Rs40  Amasya  Giimiishacikdy AG 4 HG-I  MW004200
32 TRO5Rs41  Amasya Tasova AG4HG-  MW004201
33 TR60Rs42 Tokat Merkez AG4HG-l  MW004202
34 TR60Rs43 Tokat Merkez AG4HG-l  MWO004203
35 TR60Rs44 Tokat Merkez AG4HG-l  MWO004204
36 TR60Rs48 Tokat Erbaa AG4HG-I  MWO004205
37 TR60Rs49 Tokat Erbaa AG4HG-l  MWO004206
38 TR60Rs50 Tokat Erbaa AG4HG-l  MWO004207
39 TR60Rs51 Tokat Niksar AG4HG-I  MW004208
40 TR60Rs52 Tokat Niksar AG 4 HG-I MWO004209
41 TR60Rs53 Tokat Niksar AG4HG-1  MWO004210
42 TR19Rs56 Corum Sungurlu ~ AG4HG-I  MWO004211
43 TR55Rs57  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004212
44 TR55Rs58 Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004213
45 TR55Rs59 Samsun Bafra AG4HG-I  MWO004214
46 TR55Rs60 Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004215
47 TR55Rs61 Samsun Bafra AG4HG-I  MWO004216
48 TR55Rs62 Samsun Bafra AG4HG-I  MWO004217
49 TR55Rs63 Samsun Bafra AG4HG-I  MW004218
50 TR55Rs64  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004219
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Tablo 4.6 (devam)

Anastomosis

Sira no . Lokasyon Erisim
Izolat kodu o e gruplari numaralart
(AG)

51 TR55Rs65  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004220
52 TR55Rs66  Samsun Bafra AG4HG-I  MWO004221
53 TR55Rs67  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004222
54 TR55Rs68  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004223
55 TR55Rs69  Samsun Bafra AG4HG-  MWO004224
56 TR55Rs70  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004225
57 TR55Rs71  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004226
58 TR55Rs72 Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004227
59 TR55Rs73 Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004228
60 TR55Rs74 Samsun Bafra AG4HG-I  MWO004229
61 TR55Rs75 Samsun Bafra AG4HG-I  MWO004230
62 TR55Rs76 Samsun Bafra AG4HG-I  MWO004231
63 TR55Rs77 Samsun Bafra AG4HG-I  MW004232
64 TR55Rs78  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004233
65 TR55Rs79 Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004234
66 TR60Rs80 Tokat Erbaa AG4HG-l  MWO004235
67 TR60Rs81 Tokat Erbaa AG4HG-l  MWO004236
68 TR60Rs84 Tokat Niksar AG4HG-1  MWO004237
69 TR60Rs85 Tokat Niksar AG4HG-l  MWO004238
70 TRO5Rs86 Amasya Tasova AG 4 HG-I MW004239
1 TRO5Rs88  Amasya Tasova AG4HG-  MW004240
72 TRO5Rs89  Amasya Merkez AG4HG-l  MwWO004241
3 TRO5Rs90  Amasya Merkez AG4HG-l  MWO004242
74 TRO5Rs91  Amasya Merkez AG4HG-l  MWO004243
75 TRO5Rs92  Amasya Merkez AG4HG-I  MWO004244
76 TRO5Rs93  Amasya Merkez AG4HG-l  MWO004245
" TRO5Rs94  Amasya Merzifon ~ AG4HG-  MW004246
8 TRO5Rs95  Amasya Merzifon ~ AG4HG-  MW004247
9 TRO5Rs96 ~ Amasya  Giimiishacikdy AG4HG-I  MWO004248
80 TRO5Rs97  Amasya  Giimiishacikdy AG4HG-I  MWO004249
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Tablo 4.6 (devam)

Anastomosis

Sira no . Lokasyon Erisim
Izolat kodu - e gruplari numaralart
(AG)

81 TR55Rs98  Samsun Havza AG4HG-l  MWO004250
82 TR55Rs99  Samsun Havza AG4HG-l  MWO004251
83 TR55Rs100  Samsun Havza AG4HG-l  MWO004252
84 TR55Rs101  Samsun Havza AG4HG-l  MWO004253
85 TR55Rs102  Samsun Havza AG4HG-  MWO004254
86 TR55Rs103  Samsun Havza AG4HG-l  MWO004255
87 TR55Rs104  Samsun Carsamba  AG4HG-l  MWO004256
88 TR55Rs105  Samsun Carsamba  AG4HG-1  MWO004257
89 TR55Rs106  Samsun Carsamba  AG4HG-1  MWO004258
90 TR55Rs107  Samsun Carsamba  AG4HG-1  MWO004259
o1 TR55Rs108  Samsun Carsamba  AG4HG-1  MWO004260
92 TR55Rs109  Samsun Carsamba  AG4HG-l  MWO004261
93 TR55Rs110  Samsun Carsamba  AG4HG-  MWO004262
94 TR52Rs111 Ordu Kabadiz ~ AG4HG-I  MWO004263
95 TR52Rs112 Ordu Kabadiz ~ AG4HG-I  MW004264
96 TRO5Rs113  Amasya Hamamézi AG4HG-1  MWO004265
97 TRO5Rs116 ~ Amasya Hamamézii AG4HG-  MWO004266
98 TR60Rs117 Tokat Resadiye ~ AG4HG-1  MWO004267
99 TR60Rs118 Tokat Resadiye ~ AG4HG-1  MWO004268
100 TR55Rs119  Samsun Vezitkdpri  AG4HG-1  MWO004269
101 TR55Rs120  Samsun Vezitkdpri  AG4HG-1  MWO004270
102 TR55Rs121  Samsun Vezirkdprii  AG4HG-1  MW004271
103 TR55Rs122  Samsun Vezirkdprii  AG4HG-1  MW004272
104 TR55Rs123  Samsun Vezirkopri  AG4HG- ~ MW004273
105 TR55Rs124  Samsun Ladik AG4HG-I  MWO004274
106 TR55Rs125  Samsun  Ondokuzmayis AG4HG-1  MWO004275
107 TR55Rs126  Samsun Alagam AG4HG-I  MWO004276
108 TR55Rs127  Samsun Alagam AG4HG-I  MWO004277
109 TR55Rs130  Samsun Alagam AG4HG-I  MWO004278
110 TR55Rs131  Samsun Alagam AG4HG-I  MWO004279
111 TR55Rs132  Samsun  Ondokuzmayis AG4HG-1  MWO004280
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Tablo 4.6 (devam)

Anastomosis

Sira no . Lokasyon Erisim
Izolat kodu gruplari

il il ce (AG) numaralar
112 TR55Rs133  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004281
113 TR55Rs134  Samsun Bafra AG4HG-1  MWO004282
114 TR55Rs135  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004283
115 TR55Rs136  Samsun Bafra AG4HG-  MWO004284
116 TR55Rs137  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004285
117 TR55Rs138  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004286
118 TR55Rs139  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004287
119 TR55Rs140  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004288
120 TR55Rs141  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004289
121 TR55Rs142  Samsun Bafra AG4HG-  MWO004290
122 TR55Rs143  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004291
123 TR55Rs144  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004292
124 TR55Rs145  Samsun Carsamba  AG4HG-1  MWO004293
125 TRI9Rs147  Corum Sungurlu  AG4HG-I  MWO004294
126 TRI9Rs148  Corum Sungurlu ~ AG4HG-  MW004295
127 TR19Rs149  Corum Merkez AG4HG-I  MWO004296
128 TR19Rs150  Corum Merkez AG4HG-l  MW004297
129 TRI9Rs151  Corum Sungurlu  AG4HG-  MW004298
130 TRI9Rs152  Corum Sungurlu ~ AG4HG-  MW004299
131 TRI9Rs153  Corum Sungurlu  AG4HG-  MW004300
132 TR19Rs154  Corum Sungurlu  AG4HG-  MW004301
133 TR19Rs155  Corum Osmancik  AG4HG-  MW004302
134 TR19Rs156  Corum Osmanctk  AG4HG-I  MW004303
135 TR60Rs157 Tokat Niksar AG4HG-I  MWO004304
136 TR60Rs158 Tokat Niksar AG4HG-  MWO004305
137 TR60Rs159 Tokat Niksar AG4HG-l  MWO004306
138 TR60Rs160 Tokat Niksar AG4HG-l  MWO004307
139 TR60Rs161 Tokat Zile AG4HG-I  MW004308
140 TRO5Rs162  Amasya  Giimiishacikdy AG 4 HG-I  MWO004309
141 TRO5Rs163  Amasya  Giimiishacikdy AG 4 HG-I  MWO004310
142 TRO5Rs164  Amasya Tasova AG4HG-I  MWO004311
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Tablo 4.6 (devam)

Anastomosis

Sira no . Lokasyon Erisim
Izolat kodu gruplari

il il ce (AG) numaralar
143 TR55Rs166  Samsun Bafra AG4HG-l  MWO004312
144 TR55Rs167  Samsun Bafra AG4HG-I  MWO004313
145 TR19Rs55 Corum Sungurlu  AG4HG-I  MW004314
146 TR55Rs1 Samsun Bafra AG 4 HG-1Il  MW004315
147 TR55Rs15  Samsun Vezirkdprii  AG 4 HG-IIl  MW004316
148 TR55Rs16  Samsun Vezirkdprii  AG 4 HG-IIl  MW004317
149 TR55Rs18  Samsun  Ondokuzmayis AG 4 HG-1Il  MW004318
150 TR60Rs45 Tokat Zile AG 4 HG-IIl  MWO004319
151 TR60Rs46 Tokat Pazar AG 4 HG-IIl  MWO004320
152 TR60Rs47 Tokat Erbaa AG 4 HG-IIl  MWO004321
153 TR60Rs82 Tokat Merkez AG 4 HG-IIl  MWO004322
154 TR60Rs83 Tokat Merkez AG 4 HG-IIl  MWO004323
155 TRO5Rs87 Amasya Tasova AG 4 HG-IIl  MW004324
156 TR55Rs129  Samsun Alagam AG 4 HG-IIl  MWO004325
157 TR55Rs24 Samsun Havza AG 4 HG-Il  MWO004326
158 TRO5Rs38  Amasya  Giimiishacikdy AG 4 HG-1l  MW004327
159 TR19Rs54 Corum Sungurlu AG 4 HG-Il  MWO004328
160 TR55Rs10 Samsun Bafra AG 2-1 MW004329
161 TR55Rs14 Samsun Bafra AG 2-1 MW004330
162 TR55R4 Samsun Bafra AG-A MW004331
163 TR19R146 Corum Sungurlu AG-A MWO004332
164 TRO5R165  Amasya Merzifon AG-A MWO004333
165 TRO5R114  Amasya Hamamézii AG-K MWO004334
166 TRO5R115  Amasya Hamamézii AG-K MW004335
167 TR55R128  Samsun Alagam AG-K MW004336

Calismadan elde edilen ve referans izolatlara ait GenBank veri tabaninda kayitl
referans izolatlara ait sekanslarin evrimsel gegmisi, General Time Reversible modeline
dayali Maximum-Likelihood yontemi kullanilarak g¢ikarilmistir. Sekil 4.11° de en
yiiksek log likelihood’a sahip dendrogram gosterilmektedir.
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AF354077 R. solani AG 4 HG-III
99 |JF701709 R. solani AG 4 HG-III
HQ185372 R. solani AG 4 HG-III
MW004315-MW004325 R. solani AG 4 HG-III (n=11)
AB122124 R. solani AG 2-1

MWO004329-MW004330 R. solani AG 2-1 (n=2)

100] |LC459393 R. solani AG 2-1

LC202883 R. solani AG 2-1

MW004334-MWO004336 Rhizoctonia sp. AG-K (n=3)
KX118389 Rhizoctonia sp. AG-K

EU591764 Rhizoctonia sp. AG-K

AB286932 Rhizoctonia sp. AG-K
100
FJ492098 Rhizoctonia sp. AG-A

MWO004331-MWO004333 Rhizoctonia sp. AG-A (n=13)

EU730862 Rhizoctonia sp. AG-A
AY387544 R. solani AG 4 HG-1
ABO000012 R. solani AG 4 HG-1

99| | MW004170-MW004314 R. solani (n= 145)
HQ636466 R. solani AG 4 HG-I
HQ629859 R. solani AG 4 HG-II
ABO000008 R. solani AG 4 HG-II
MW004326-MW004328 R. solani (n=3)

ABO000032 R. solani AG 4 HG-II

AY919858 Rhizoctonia fragariae

—
0.1

Sekil 4.11. Ribozomal DNA'min ITS bdlgesine dayali olarak Rhizoctonia spp.
izolatlarmin Maximum-Likelihood filogenetik agaci. Dallardaki sayilar,
1.000 bootstrap replikasyonundan elde edilen bootstrap degerlerini temsil
eder.

Calismadan elde edilen izolatlarin ve referans olarak belirlenen izolatlarin
NCBI GenBank’a kayitli genomik DNA’nin ribozomal bdlgesinin ITS1, 5.8S ve ITS2
bolgesini iceren dizilerine dayali olusturulan filogenetik agacta elde edilen izolatlar
referans izolatlarla oldukga yiiksek bootstrap degerleri ile kiimelenmistir. Filogenetik
analizler BLAST analizleri uyumlu olarak 145 izolatin AG 4 HG-I referans izolatlari
ile gruplandig tespit edilmis iken, sirasiyla 11 izolatin AG 4 HG-III, {i¢ izolatin AG 4
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HG-II ve iki izolatin AG 2-1 referans izolatlar1 ile gruplandigi izlenmistir. Geriye
kalan alt1 izolatin ise AG-A ve AG-K olmak iizere farkli BN Rhizoctonia sp. referans
izolatlar ile yiiksek bootstrap degeri ile birlikte gruplandigi ve filogenetik agacin bu
gruplar1 ayrimda yiiksek bir ¢oziintirliikk ortaya koymadig1 goriilmektedir.

Tanis1 yapilan anastomosis gruplari iller bazinda ayr1 ayr1 degerlendirildiginde
Amasya ilinden elde edilen toplam 25 adet izolatin %80°1 AG 4 HG-I (20 izolat), %4’i
AG 4 HG-II (bir izolat), %4’t AG 4 HG-III (bir izolat), %4’i AG-A (bir izolat) ve
%381 AG-K (iki izolat) oldugu belirlenmistir. Anastomosis gruplarinin Amasya ilinde
survey kapsaminda olan biitiin il¢elere gore dagilimi Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. Amasya ilinde elde edilen Rhizoctonia izolatlarinin ilgelere gore dagilimi

il iice AG 4 AG2-1 AG-A AG-K
HG-1  HG-1Il  HG-I1II
Merkez 6 - - - - -
Giimiishacikdy 6 1 - - - -
Amasya Tasova 4 - 1 - - -
Merzifon 2 - - - 1 -
Hamamozii 2 - - - - 2
Toplam 20 1 1 - 1 2
Genel Toplam 25

Amasya’da AG’ler arasinda en fazla sayida tanis1 yapilan grup 20 adet izolat ile
AG 4 HG-I olmustur. Bu grubun ilgelere gore yiizde dagilimi Sekil 4.12°de verilmistir.

AG 4 HG-I

= Merkez » Glimiishacikdy = Tasova
Merzifon ®» Hamamozii

Sekil 4.12. Rhizoctonia solani AG 4 HG-I'in Amasya ili il¢elerine gore dagilimi
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AG 4 HG-1l Giimiishacikdy il¢esinde sadece bir tarladan izole edilirken, AG 4
HG-IIl Tasova’dan bir tarladan, AG-A Merzifon’da bir tarladan ve AG-K ise
Hamamozii ilgesinden iki tarladan elde edilmistir. AG 2-1 grubuna ait izolat Amasya
ilinde elde edilmemistir.

Corum ilinden elde edilen toplam 14 adet izolatin %85.71’si AG 4 HG-I (12
izolat), %7.14’i AG 4 HG-II (bir izolat) ve %7.14’t. AG-A (bir izolat) oldugu
belirlenmistir. Anastomosis gruplariin Corum ilinde survey kapsaminda olan biitiin
ilgelere gore dagilimi Tablo 4.8°de verilmistir.

Tablo 4.8. Corum ilinden elde edilen Rhizoctonia izolatlarinin ilgelere gore dagilimi

il Tige AG14 AG2-1 AG-A AG-K
HG-1 HG-11  HG-III
Merkez 1 - - - - -
Corum Sungurlu 9 1 - - 1 -
Osmancik 2 - - - - -
Toplam 12 1 - - 1 -
Genel toplam 14

Corum ilinde AG’ler arasinda en fazla sayida tanisi yapilan grup 20 adet izolat
ile AG 4 HG-I olmustur. Bu grubun ilgelere gore yiizde dagilimi sekil 4.13’te

verilmistir.

AG 4 HG-

= Merkez = Sungurlu = Osmancik

Sekil 4.13. Rhizoctonia. solani AG 4 HG-I'in Corum ili ilgelerine gore dagilimi

AG 4 HG-I1l ve AG-A Sungurlu ilgesinde sadece birer tarladan izole edilirken,
AG 4 HG-III, AG 2-1 ve AG-K gruplarina ait izolatlar Corum ilinde elde edilmemistir.

Ordu ilinde yapilan survey calismalarinda Kabadiiz ilgcesinden sadece iki
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tarladan izolat elde edilmis ve iki izolatta AG 4 HG-I olarak tanilanmistir.

Samsun ilinden elde edilen toplam 101 adet izolatin %90’1 AG 4 HG-I (91
izolat), %0.99’u AG 4 HG-II (bir izolat), %4.95’1 AG 4 HG-III (bes izolat), %1.98’1
AG 2-1 (iki izolat), %0.99’u AG-A (bir izolat) ve %0.99’u AG-K (bir izolat) oldugu
belirlenmistir. Anastomosis gruplarinin Samsun ilinde survey kapsaminda olan biitiin

ilgelere gore dagilimi tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9. Samsun ilinden elde edilen Rhizoctonia spp. izolatlarinin ilgelere gore

dagilimi
il Tige AG4 AG2-1 AG-A AG-K
HG-I HG-1I HG-I111
Bafra 59 - 1 2 1 -
Vezirkoprii 6 - 2 - - -
Samsun  Ondokuzmayis 4 - 1 - - -
Cargsamba 9 - - - - -
Alagam 6 - 1 - - 1
Havza 6 1 - - - -
Ladik 1 - - - - -
Toplam 91 1 5 2 1 1
Genel toplam 101

Samsun ilinde AG’ler arasinda en fazla sayida tanisi yapilan grup 91 adet izolat
ile AG 4 HG-I olmustur. Bu grubu takiben ikinci sirada yer alan grup ise AG 4 HG-11I
olarak tanilanmistir. Bu iki grubun ilgelere gore yiizde dagilimi sekil 4.14 ve sekil

4.15°de verilmistir.
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= Bafra = Vezirkoprii = Ondokuzmayis = Carsamba = Alagam = Havza = Ladik

Sekil 4.14. Rhizoctonia solani AG 4 HG-I'in Samsun ili ilgelerine gore dagilimi

AG 4 HG-III

= Bafra = Vezirkoprii = Ondokuzmayis Alacam

Sekil 4.15. Rhizoctonia solani AG 4 HG-III'in Samsun ili ilgelerine gore dagilimi

AG 4 HG-II Havza ilgesinde sadece bir tarladan izole edilirken, AG 2-1 Bafra
ilgesinde iki tarladan, AG-A Bafra’dan bir tarladan ve AG-K ise Alagam il¢esinden
bir tarladan elde edilmistir.

Tokat ilinden elde edilen toplam 25 adet izolatin %80°i AG 4 HG-I (20 izolat)
iken %20’sini ise AG 4 HG-III (bes izolat) olusturmustur. AG 4 HG-II, AG 2-1, AG-
A ve AG-K gruplart Tokat’tan izole edilen izolatlar arasinda yer almamuistir.
Anastomosis gruplarinin Tokat ilinde survey kapsaminda olan biitiin il¢elere gore

dagilimi Tablo 4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.10. Tokat ilinden beyaz bas lahana ekim alanlarindan elde edilen Rhizoctonia
spp. izolatlarinin ilgelere gére dagilimi

il Tice AG 4 AG2-1 AG-A AG-K
HG-I HG-11  HG-III
Merkez 3 - 2 - - -
Zile 1 - 1 - - -
Tokat Pazar - - 1 - - -
Erbaa 5 - 1 - - -
Niksar 9 - - - - -
Resadiye 2 - - - - -
Turhal - - - - - -
Toplam 20 - 5 - - -
Genel toplam 25

Tokat ilinde AG’ler arasinda en fazla sayida tanist yapilan grup 20 adet izolat ile
AG 4 HG-I olmustur. Bu grubu takiben ikinci sirada yer alan grup ise AG 4 HG-III
olarak tanilanmistir. Bu iki grubun ilgelere gore yiizde dagilimi sekil 4.16 ve sekil
4.17°de verilmistir. Bununla birlikte Turhal ilgesinden elde edilen izolatlar arasinda

Rhizoctonia grubuna ait izolat tanilanmamustir.

AG 4 HG-I

45% 25%

= Merkez = Zile Erbaa = Niksar = Resadiye

Sekil 4.16. Rhizoctonia solani AG 4 HG-I'in Tokat ili il¢elerine gore dagilimi
Sekil 4.17 incelendiginde Tokat ili ilgelerinden AG 4 HG-I grubuna ait

izolatlarin elde edilme oraninin en fazla oldugu ilge Niksar oldugu goriilmiistiir.
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AG 4 HG-III

= Merkez = Zile = Pazar = Erbaa

Sekil 4.17. Rhizoctonia solani AG 4 HG-III'iin Tokat ili il¢elerine gore dagilimi

4.5. Anastomosis Gruplarinin Kiiltiirel Ozellikleri
4.5.1. Anastomosis Gruplarimin PDA iizerindeki Gelisimi

Klasik ve molekiiler yontemlerle anastomosis gruplar1 belirlenen izolatlarin
PDA besi ortaminda geligsme yapilari ve sklerot olusturma durumlari incelenerek kayit
altina almmigtir. 25 °C’de 21 giin boyunca inkiibasyona birakilarak gelistirilen
izolatlarin kiiltlir gelisimleri incelenmis ve AG’ler arasindaki farkliliklar ortaya

konulmustur.
4.5.1.1. MN R. solani AG 4 HG-I

Bu grup icerisinde yer alan izolatlarin havai hiflerinin zayif oldugu
gozlemlenmistir. Kiiltiirlerin koloni rengi kahverengi, sklerotlarin rengi ise grimsi
kahverengiden koyu kahverengine dogru cesitlilik gostermistir. Sklerotlar genelde
besiyerine gdmiilii olarak bulunurken, ylizeyde petri kenarinda bir araya toplanmis

veya dagmik olarak farkli sekillerde goriilebilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. R. solani AG 4 HG-I'e ait TR55Rs izolatinin PDA'daki gelisimi
4.5.1.2. MN R. solani AG 4 HG-II

Bu anastomoz grubunu temsil eden izolatlarin havai hifleri oldukca zayiftir.
Genel koloni rengi grimsi kahverengi olarak belirlenmistir. Sklerotlarin rengide agik
kahverengidir. Sklerotlar besiyerinin alt yiizeyinde gomiilii olarak sik ve daginik
sekilde bulunmaktadir. Besiyerinin st ylizeyinde ise fazla sayida sklerot

bulunmamaktadir (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. R. solani AG 4 HG-II'e ait TR55Rs24 izolatinin PDA'daki gelisimi
4.5.1.3. MN R. solani AG 4 HG-I1I

Bu gruptaki izolatlarin havai hifleri olduk¢a zayiftir. Genel koloni rengi grimsi
kahverengi olarak belirlenmistir. Sklerotlarin rengi agik kahverengidir. Sklerotlar

besiyerinin alt yiizeyinde gomiilii olarak daginik sekilde bulunmaktadir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. R. solani AG 4 HGIII'e ait TR55Rs1 izolatinin PDA'daki gelisimi
4.5.1.4. MN R. solani AG 2-1

Grimsi turuncu koloni rengine sahiptirler. Havai hifleri olduk¢a kuvvetlidir.
Koyu renkli sklerot olusumu mevcuttur. Yuvarlak sekilli sklerotlar tek tek veya gruplar
halinde besi yeri yiizeyinde veya petrinin kenar kisimlarinda olusmaktadirlar (Sekil

4.21).

Sekil 4.21. R. solani AG 2-1'e ait TR55Rs10 izolatinin PDA'daki gelisimi
4.5.1.5. BN Rhizoctonia AG-A

Beyaz renkte koloni gelisimi goriilmektedir. Petri kenarlarinda havai misel
olusumu kuvvetlidir. Beyaz renkli, ¢ok kiigiik sklerotlar, besi yeri iizerine dagilmis

vaziyettedir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. BN Rhizoctonia AG-A'ya ait TR19 R146 izolatinin PDA'daki gelisimi
4.5.1.6. BN Rhizoctonia AG-K
Koloni rengi grimsi sar1 renkte olup, merkezde yogun koloni olusumu gézlenmistir.

Petri ylizeyinde sarimsi beyaz renkte gelisen kiigiik sklerotlar goriilmektedir (Sekil

4.23).

Sekil 4.23. BN Rhizoctonia AG-K'ya ait TRO5R115 izolatinin PDA'daki gelisimi

4.5.2. Anastomosis Gruplarimin Hif Genislikleri, Sklerot Biiyiikliikleri ve
Cekirdek Sayilan

Her AG’yi temsilen secgilen toplam 31 izolatin hif genislikleri, sklerot
biiyiikliikleri ve c¢ekirdek sayilari Tablo 4.11°de verilmistir. R. solani izolatlar
arasinda hif genisliginin ortalama en yiiksek degeri 7.74 um olan AG 4-HGIII *de, en
diisiik degeri 6.80 um olan AG 2-1’de oldugu, diger AG’larinin bu iki grup arasinda
yer aldig1 saptanmigtir. BN Rhizoctonia izolati AG-A’nin hif genisligi 3.75 um olarak
belirlenmistir. AG-K izolatinin hif genisligi ise ortalama 4.50 pm’dir. incelenen tiim

izolatlarda sklerot olusumu gozlenmistir. R. solani izolatlar1 arasinda AG 4 HG-II

7l



ortalama 0.68 mm degeri ile en biiyiik sklerot olusturan grup oldugu goriilmiistiir. BN
AG-A’nin sklerot biiyiikligii ortalama 0.24 mm, AG-K’nin sklerot biiytkligii ise 0.28
mm olarak belirlenmistir. Cekirdek sayilari bakimindan, R. solani izolatlarinin
timiinde en az ii¢ adet ¢ekirdek bulundugu, ortalama ¢ekirdek sayisinin 5.50 ortalama
olmastyla AG 2-1’in en yliksek, AG 4-HG-I’in ise 4.40 ile en diisiik ¢ekirdek sayisina
sahip oldugu tespit edilmistir. BN Rhizoctonia grubuna ait AG-A izolatinda ortalama

cekirdek sayis1 1.50, AG-K izolatinda ise ortalama 1.76 oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.11. Anastomosis gruplarinda hif genislikleri, sklerot biiyiikliikleri ve ¢ekirdek sayilar

Anastomosis Incelenen  Koloni Rengi* Hif Genisligi (um) Sklerot Biiylikligii (mm)  Cekirdek Sayisi
Grubu [zolat Say1si Min. Ort. Max.  Min. Ort. Max.  Min. Ort. Max.

Rhizoctonia solani

AG 4 HG-I 10 Kahverengi (7.00) 7.45 (7.80) (0.30) 0.5 (0.60) (3) 4.40 (6)
AG 4 HG-1| 3 Gri-Kahverengi  (6.80) 7.30  (7.90) (0.40) 068  (120) (3) 500  (7)
AG 4 HG-1II 10 Gri-Kahverengi  (4.50) 7.74 (9.35) (0.30) 0.64 (1.25) @3 5.36 9)
AG 2-1 2 Gri-Turuncu (4.40) 6.80  (8.90) (0.10) 0.62  (1.00) (3) 550  (8)
BN Rhizoctonia

AG-A 3 Beyaz-Sari (3.00) 375  (5.40) (0.10) 024  (0.30) (1) 15 )
AG-K 3 Gri-Sari (3.40) 450  (6.80) (0.12) 028  (0.32) (1) 176 (2)

* Royal Horticulturel Soceiety of London, renk kartlar1 kullanilmistir.
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4.5.3. Anastomosis Gruplarinin Farkh Sicakhiklardaki Giinliik Gelisme

Hizlanr
4.5.3.1. MN R. solani AG 4 HG-I

Farkl1 sicakliklarin, en fazla sayida izolat bulunduran AG 4-HG-I’e ait izolatlar
arasindan rastgele secilen bes izolatin giinliik misel gelisimi iizerine olan etkisi Sekil
4.24’de verilmistir. izolatlarin koloni gelisimi 25 °C’ye kadar artis gdstermis, daha

sonra diismiis, 5 ve 40 °C’de ise gelisme olmamastir.

25

i 20

£

E 15 ——TR55Rs5

E ——TRO5Rs37

?’: 10 TR60Rs42

- ——TR19Rs56

Z 5

= ——TR52Rs111
0

5 10 15 20 25 30 35 40
Sicaklik °C

Sekil 4.24. AG 4 HG-I izolatlarinin 5-40 °C arasindaki giinliik gelisme hizlar
4.5.3.2. MN R. solani AG 4 HG-II
Bu grup igerisinde yer alan {i¢ izolatin farkli sicakliklarin giinliik misel gelisim
hizina olan etkisi Sekil 4.25°de verilmistir. Buna gore izolatlarin sicakliktaki artisa

bagli olarak giinliik misel gelisme hiz1 25 °C ‘ye kadar artis géstermis ve daha sonra

azalmaya baglamistir. 5°C ve 40 °C’lerde gelisme olmamastir.
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Sekil 4.25. AG 4 HG-II izolatlariin 5-40 °C arasindaki giinliik gelisme hizlari
4.5.3.3. MN R. solani AG 4 HG-I11
AG 4 HG-IIT’e ait bes izolatta farkli sicakliklarin gilinliik misel gelisim hizina

olan etkisi Sekil 4.26’da verilmistir. Bu izolatlarda 5 °C ve 40°C ’lerde koloni gelisimi

olmamig, glinliik misel gelisim hizi 25 °C’ye kadar artmis ve sonra azalmaya

baslamistir.
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Sekil 4.26. AG 4 HG-III izolatlarinin 5-40 °C arasindaki giinliik gelisme hizlar
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4.5.3.4. MN R. solani AG 2-1

Farkl sicakliklarin, AG 2-1’e ait iki izolatin glinliik misel gelisimi iizerine olan
etkisi Sekil 4.27°de verilmistir. Izolatlarin giinliik misel gelisme hiz1 25 °C’ye kadar
artmis ve daha sonra azalmaya baslamistir. 5 °C ve 40°C ’lerde koloni gelisimi

olmamustir.
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Sekil 4.27. AG 2-1 izolatlarinin 5-40 °C arasindaki sicakliklarda giinliik gelisme
hizlar

4.5.3.5. BN Rhizoctonia AG-A

Izolat sayis1 ii¢ olan bu grupta sicakligin giinliik misel gelisimi iizerine olan
etkisi Sekil 4.28’de verilmistir. Bu izolatlarda 5°C ve 40°C’de koloni gelisimi

olmamus, giinliikk misel gelisimi 25 °C’ye kadar artmis ve sonra diismeye baglamistir.
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Sekil 4.28. AG-A izolatlarinin 5-40 °C arasindaki sicakliklarda giinliik gelisme hizlar

4,5.3.6. BN Rhizoctonia AG-K

Bu grup igerisinde yer alan {i¢ izolata farkli sicakliklarin giinlilk misel gelisim

hizina olan etkisi Sekil 4.29°da verilmistir. Buna gore izolatlarin sicakliktaki artisa

bagli olarak giinliik misel gelisme hiz1 25 °C ‘ye kadar artis géstermis ve daha sonra

azalmaya baglamistir. 5°C ve 40 °C’lerde gelisme olmamastir.
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Sekil 4.29. AG-K izolatlarinin 5-40 °C arasindaki sicakliklarda giinliik gelisme hizlar
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4.5.4. iki Ana Anastomosis Grubunun Farkh Sicakliklardaki Giinliik
Gelisme Hizlar:
4.5.4.1. MN R. solani Gruplari

Bu ¢alismada MN R. solani AG’lar1 arasindan rastgele segilen izolatlara ait farkli
sicaklik derecelerindeki ortalama giinlik misel gelisim hizlart Sekil 4.30’da
verilmistir. Izolatlar karsilastirildiginda tim gruplarin  gelisme hizlar1 farkl
biiyiikliiklerde olmasina ragmen hepside 25 °C’ye kadar artis gostermis daha sonra

azalmaya baglamistir. 0 ve 40 °C’lerde tiim izolatlarda da gelisme olmamustir.

25
= 20

=

50

£

£ 15

'E ——AG 4 HG-I
Z ——AG 4 HG-II
= 10

o0 AG 4 HG-III
[P}

2 5 —AG 2-1

5 10 15 20 25 30 35 40
Sicakhik °C

Sekil 4.30. MN R. solani'ye ait 4 anastomosis grubunun 5-40 °C arasindaki
sicakliklarda giinliik gelisme hizlari

4.5.4.2. BN Rhizoctonia Gruplar:

Bu ¢alisgmada AG-K ve AG-A gruplar1 arasindan rastgele segilen izolatlara ait
farkli sicaklik derecelerindeki ortalama giinliik misel gelisim hizlart Sekil 4.31°de
verilmistir. Izolatlar karsilastirildiginda iki grubunda gelisme hizlar1 25 °C’ye kadar
artis gostermis daha sonra azalmaya baglamistir. 0 ve 40 °C’lerde iki izolatta da
gelisme olmamistir. AG-K anastomosis grubuna ait izolatlarin gelisme hizlarinin AG-

A’ya gore daha yavas oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.31. BN Rhizoctonia' ya ait 2 anastomosis grubunun 5-40 °C arasindaki
sicakliklarda giinliik gelisme hizlari

4.6. Rhizoctonia izolatlarimin Patojenitelerinin Belirlenmesi

Samsun, Tokat, Amasya, Ordu ve Corum illeri beyaz bas lahana {iretim
alanlarindan elde edilen Rhizoctonia izolatlar1 arasindan, elde edildigi koy ve
anastomosis gruplar1 dikkate alinarak rastgele segilen 49 izolat ile invivo kosullarda

beyaz bas lahana (Yalova 1) bitkileriyle patojenite denemesi yapilmistir.

Patojenite denemesinin sonuglari tablo 4.12’de verilmistir. Deneme sonuglarina
gore kullanilan tiim izolatlar kontrol uygulamasina kiyasla degerlendirildiginde
aralarinda hastalik siddeti ve bitki gelisme parametreleri agisindan istatistiksel olarak
farkliliklarin oldugu tespit edilmistir (P<0.001). Genel olarak izolatlarin bitki gelisme
parametreleri kontrole gére farkli bulunmustur. izolatlar bitkilerin kok ve gdvde
boylarini, kok ve govde kuru-yas agirliklarini belirgin oranda azaltmislardir.

Calismada kullanilan R. solani AG 4 HG-I’ e ait 30 adet izolatin beyaz bas
lahana bitkilerinde olusturdugu hastalik siddeti skalasi (HSS) degerleri 3.80-5.00
arasinda degismistir. Diger bir ifade ile kullanilan bu izolatlarin viriilensinin yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Aym sekilde R. solani AG 4 HG-11 ve AG 4 HG-III gruplarina
ait toplam 12 izolatin beyaz bag lahana bitkilerinde olusturdugu hastalik siddeti skala
degerleri 3.00-4.20 arasinda degismistir. AG 4 HG-I’ e oranla daha diisiik hastalik
siddetine sahip olmalarma ragmen bu izolatlarin da bitkiler tizerindeki viriilensligi

oldukga yiiksektir.
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R. solani AG 2-1’ e ait izolatlarin ise orta derece virtilent oldugu (HSS:2.00-
2.60) belirlenmistir (Tablo 4.12). Ayni sekilde Rhizoctonia AG-A ve AG-K’ya ait
izolatlarda 1.40-2.60 hastalik siddeti degerleriyle orta derecede viriilens olduklari

belirlenmistir.
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Tablo 4.12. Rhizoctonia spp. izolatlarinin beyaz bas lahana (Yalova 1) bitkilerinde olusturdugu hastalik siddeti ve bitki gelisim parametreleri
lizerine etkisi

Anastomosis izolat kodu Hastahk Kok uzunlugu | Kok yas agirhg | Kok kuru | Govde boyu | Govde yas | Govde kuru
gruplari (AG) siddeti* (cm) (9) agirhg (g) (cm) agirhg (g) agirhg (g)
TR55Rs5 5,00 + 0,00™" 0,46 +0,11° 0,008 £ 0,003¢ | 0,0012 +0,0001 | 5,16 + 0,44 0,458 +£0,0579 | 0,128+ 0,011

TR55Rs13 4,60 + 0,249 1,28 + 0,44 0,023 £0,007¢ | 0,0016 +0,0002 | 5,42 + 0,39 0,482 +0,048% | 0,136 + 0,009
TR55Rs19 4,40 + 0,249 1,80 + 0,38/ 0,028 £ 0,007¢ | 0,0018 +£0,0002 | 5,48 + 0,38k 0,496 + 0,0479 | 0,136 + 0,008
TR55Rs21 4,40 + 0,249 1,70 + 0,45"° 0,032 +0,008% | 0,0018 +£0,0003 | 5,46 + 0,231k 0,494 +0,0229 | 0,133 + 0,006!
TR55Rs22 4,40 + 0,409 1,92 + 0,631 0,036 +0,010° 0,0023 + 0,0006 | 5,54 + 0,429% 0,502 + 0,0539 0,138 + 0,012
TR60Rs42 4,40 + 0,249 1,52 +0,36"° 0,024 + 0,005¢ 0,0017 +0,0002 | 5,44 + 0,18k 0,488 + 0,0129 0,131 + 0,004
TR60Rs51 4,20 + 0,209 2,04 +0,321° 0,033 + 0,004¢ 0,0020 + 0,0002 | 5,56 +0,129% 0,492 + 0,0069 0,134 + 0,003
TR19Rs55 420+ 0,379 2.10 = 0,68™" 0,037 £0,011¢ 0,0024 + 0,0006 | 5,62 +0,30™ 0,524 + 0,0409 0,138 + 0,010M
TR55Rs57 4,60 + 0,249 1,20+ 0,37"° 0,019 + 0,005¢ 0,0016 +0,0002 | 5,36+ 0,27k 0,479 + 0,0269 0,130 + 0,007
TR55Rs61 4.80 + 0,20 0,98 + 0,39"° 0,019 + 0,007¢° 0,0015 +0,0002 | 5,22 + 0,43 0,467 + 0,0569 0,129 + 0,011
TR55Rs70 4.80 + 0,20 1,02 + 0,29 0,018 + 0,004¢ 0,0015 +0,0002 | 5,34+ 0,27k 0,477 + 0,0269 0,129 + 0,007
TR55Rs78 4,40 + 0,249" 1,84 + 0,40™° 0,032 + 0,007¢ 0,0020 + 0,0002 | 5,52 + 0,16 0,496 + 0,0129 0,133 + 0,004
TR60Rs80 4,40 + 0,009" 1,82 + 0,421 0,033 + 0,007° 0,0019 + 0,0002 | 5,50 + 0,17 0,495 + 0,0129 0,132 + 0,004

AG 4 HG-| TR60Rs81 | 4,80 + 0,00" 1,10 £0,29™ | 0,020+ 0,004° | 0,0015 +0,0002 | 5,24 + 0,43% 0,482 £0,054% | 0,130£0,011)
TRO5Rs88 4,00 + 0,007 2,52 + 0,520 0,045 + 0,008¢° 0,0026 + 0,0005 | 5,78 + 0,21 0,534 +0,0369 | 0,142 + 0,008%
TRO5Rs93 4,40 + 0,009" 1,74 £ 0,47"° 0,032 + 0,008¢ 0,0018 +0,0003 | 5,46 + 0,231k 0,494 + 0,0229 | 0,133 + 0,006
TRO5Rs96 4,40 + 0,009" 1,78 + 0,731 0,031 +0,013¢ 0,0022 + 0,0007 | 5,52 + 0,33k 0,518 +0,0429 | 0,136+0,0117
TR55Rs101 4,20 + 0,009 2,14+ 0,29 0,040 + 0,004¢ 0,0021 +0,0001 | 5,64 +0,14™ 0,506 +0,0109 | 0,136 + 0,003
TR55Rs109 4,40 + 0,009" 1,88 + 0,741 0,035 +0,013¢ 0,0022 + 0,0007 | 5,54 + 0,349 0,515+0,0429 | 0,137 +0,0121
TR52Rs111 3,80 + 0,00f" 2,72 + 0,439 0,047 + 0,009¢ 0,0027 + 0,0005 | 5,92 + 0,20° 0,542 +0,0359 | 0,146 + 0,008%1
TR60Rs117 4,20 + 0,009 2,08+ 0,37 0,036 + 0,007° 0,0021 +0,0002 | 5,60 +0,16™ 0,502 +0,0139 | 0,135 + 0,004
TR55Rs121 4,20 + 0,009 2,20 + 0,30™" 0,040 + 0,005¢° 0,0021 +0,0001 | 5,64 +0,11% 0,503 + 0,0089 | 0,136 + 0,003
TR55Rs123 4,40 + 0,009" 1,76 + 0,78%° 0,031 +0,014¢ 0,0022 +0,0007 | 5,48 + 0,35k 0,511 +0,0439 | 0,135+ 0,0121
TR55Rs124 4,20 + 0,009 2,02 +0,36™ 0,035 + 0,007¢° 0,0020 + 0,0002 | 5,56 + 0,159 0,497 £ 0,0119 | 0,134+ 0,004
TR55Rs130 4,60 + 0,009" 1,22 +0,34"° 0,020 + 0,005¢° 0,0016 +0,0001 | 5,38 + 0,237k 0,485 +0,0219 | 0,131 + 0,006
TR19Rs147 4,60 + 0,009 1,38 + 0,40° 0,025+ 0,006¢ | 0,0017 +0,0002 | 5,44 + 0,13 0,490 + 0,0099 | 0,131 + 0,003
TR19Rs150 420 + 0,009 2,18+ 0,27 0,040 + 0,004¢ | 0,0021 +0,0001 | 5,66 + 0,097 0,504 +0,0079 | 0,136 + 0,0021
TR19Rs155 4,60 + 0,009 1,32 +0,35"° 0,025 +0,005¢ | 0,0017 +0,0002 | 5,42 + 0,20% 0,501 +0,0229 | 0,133 + 0,007
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Tablo 4.12 (devam)

Anastomosis izolat kodu Hastalik Kok uzunlugu | Kok yas agirhg | Kok kuru | Govde boyu | Govde yas | Govde kuru
gruplar1 (AG) siddeti* (cm) (9) agirhg (g) (cm) agirhg (g) agirh (g)
AG 4 HG-I TR60Rs160 4,40 + 0,00ghf 1,72 + 0,46"° 0,031 + 0,008¢ 0,0018 £ 0,0003 | 5,46 + O,21f1:k 0,494 + 0,016° 0,132 + 0,005) _
TR55Rs166 4,60 =+ 0,009 1,18 +0,32"° 0,019 + 0,004¢ 0,0016 £ 0,0001 | 5,34 +0,30' 0,498 + 0,0399 0,144 + 0,011
TR55Rs24 3,00 + 0,00%f 4,44 +0,57% 0,080 & 0,010% | 0,0048 & 0,0008 | 6,64 + 0,23% 0,662 = 0,038¢M | 0,176 +0,010°
AG 4 HG-II TRO5Rs38 3,00 + 0,00%f 4,24 + 0,59 0,071 £0,011% | 0,0047 +0,0008 | 6,62 + 0,28% 0,660 = 0,046€M | 0,177 +0,012°
TR19Rs54 3,60 + 0,00°7 3,36 + 0,539 0,060 + 0,009¢ 0,0033 £ 0,0006 | 6,24 = 0,25%" 0,590 + 0,039 | 0,159+ 0,011%7
TR55Rs1 3,80 + 0,007" 2,74 +0,68% 0,047 +0,012¢ 0,0030 £ 0,0007 | 6,04 £ 0,315 0,573 £ 0,046 | 0,152+ 0,012%7
TR55Rs15 3,20 + 0,00° 3,94+ 0,31%" 0,068 & 0,006% | 0,0042 + 0,0005 | 6,48 & 0,18%9 0,647 + 0,032 | 0,169 + 0,007"
TR55Rs18 3,20 + 0,00° 3,88 +0,30%" 0,066 & 0,005% | 0,0042 % 0,0005 | 6,50 & 0,23%f 0,642 + 0,038 | 0,170 + 0,009°%
TR60Rs45 3,60 + 0,00°7 3,40 +£ 0,47 0,061 + 0,008¢ 0,0033 £ 0,0006 | 6,20 = 0,25%] 0,585 + 0,040 | 0,157 +0,01°
AG 4 HG-III TR60Rs46 3,20 + 0,00° 3,92 +0,39¢" 0,069 + 0,007% | 0,0042 + 0,0005 | 6,44 + 0,24%" 0,641 + 0,039 | 0,168 + 0,009%
TR60Rs47 3,60 + 0,007" 3,34+ 0,72 0,060 + 0,012¢ 0,0036 £ 0,0007 | 6,26 = 0,32¢1 0,608 + 0,046 | 0,161 +0,012%7
TR60Rs82 4,20 £ 0,009 2,08 + 0,33 0,037 + 0,005¢ 0,0020 = 0,0002 | 5,66 £ 0,097 0,504 =+ 0,007¢ 0,136 + 0,0021
TRO5Rs87 3,60 + 0,007" 3,40 + 0,73 0,061 +0,012¢ 0,0036 £ 0,0007 | 6,24 = 0,32¢" 0,608 + 0,046 | 0,161 +0,012%7
TR55Rs129 3,20 + 0,00°f 4,06 + 0,42¢% 0,072 £ 0,007% | 0,0043 & 0,0005 | 6,52 & 0,219%f 0,645 + 0,036 | 0,171 + 0,009°%
AG 2-1 TR55Rs10 2,60 + 0,00 5,14 + 0,830 0,129 + 0,052¢ 0,0057 £0,0010 | 7,20 +0,43% 0,742 £ 0,069%" | 0,203 + 0,020
TR55Rs14 2,00 + 0,00 6,20 = 0,54 0,194 £ 0,073°¢ 0,0082 +0,0017 | 7,62 + 0,43¢ 0,936 = 0,192°¢ 0,217 £ 0,017
TR55R4 1,40 +0,55° 6,96 £ 0,32° 0,266 + 0,065° | 0,0094 + 0,0009 | 8,58 + 0,36" 1,360 £ 0,242° | 0,257 +0,009°
AG-A TR19R146 2,00 + 0,00°° 6,42 0,12 0,192 £+ 0,039¢ 0,0072 £ 0,0001 | 7,96 £ 0,25 0,862 + 0,040% | 0,231+ 0,013
TRO5R165 2,00 + 0,00°° 6,44 0,11 0,180 + 0,040% | 0,0072 + 0,0001 | 8,04 + 0,24 0,882 +0,037¢ | 0,243 + 0,009
AG-K TRO5R114 2,00 + 0,00 6,40 + 0,10°° 0,196 + 0,025°¢ 0,0072 £ 0,0001 | 7,82 + 0,09 0,836 +0,016° | 0,239 + 0,003
TR55R128 2,60 + 0,55 5,74 & 0,340« 0,141 £ 0,042% | 0,0061 % 0,0005 | 7,32 +0,27“ 0,768 + 0,042¢" | 0,208 +0,014¢
Kontrol 50,00 0,00 + 0,002 8,44+0,21° 0,500 + 0,017? 0,1280+0,0143 | 10,62 + 0,192 4,820 +0,1282 0,532 +0,016°
Sig. <0,001 <0,001 0,003 0,091 0,020 0,014 0,001

*: Hastalik giddeti 1-5 skalasina gore degerlendirilmistir (1= Saglikl bitki; 2=Koklerde veya hipokotilde ¢ok kiigiik yiizeysel kahverengi lezyonlar; 3=koklerde veya hipokotilde
derin ve genis lezyonlar; 4= siddetli kok ¢iirlikligii, ana kok veya hipokotili gepecevre saran derin lezyonlar; 5= Cokmiis hipokotil, solgun yaprakli veya 6lii bitki ) (Muyola,

vd., 1993).

**: Siitunlarda ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasinda parametrik olmayan permiitasyon testlerine gore farklilik yoktur (P<0.001)
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Beyaz bas lahana Yalova 1 ¢esidi iizerinde en viriilent grubun AG 4 HG-I’e ait
izolatlarin oldugu goriilmiistiir. Bitki ve koklerinin gelisimini 6nemli oranda etkilemis,
ornegin TR55Rs5 kodlu izolat biitiin tekerriirlerde siddetli kok ciiriikliigli ve sonugta
da oliime neden olmustur (Sekil 4.32). Bitkinin govde kisminda incelme, koklerin
govdeden ayrilmasi, bitkide solma ve 6liim meydana gelmistir. Ayrica bu gruba ait
izolatlarin geneli bitki gelisim parametrelerini kontrole kiyasla belirgin sekilde

azaltmig, hipokotilde ¢okiik kahverengi nekrotik alanlar olusturmuslardir (Sekil 4.32).

Kontrol TR55R35

Sekil 4.32. R. solani AG 4 HG-I' ¢ ait TR55Rs5 izolatinin beyaz bas lahana bitkisi
iizerine etkisi (a), AG 4 HG-I'e ait izolatlarin beyaz bas lahana bitkisinin
govdesinde olusturdugu ¢okiik nekrotik lekeler (b)

Patojenite denemesinde kullanilan AG 4 grubuna ait izolatlarin ¢ogu

inokulasyondan 5-7 giin sonra bitkide ¢okerten meydana getirmistir (Sekil 4.33).

Kontrol TR55Rs57

Sekil 4.33. R. solani AG 4'e ait izolatlarin beyaz bas lahana bitkisinde olusturdugu
cokerten belirtisi (5 gilin sonra)
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Bununla birlikte AG 4 HG-11 ve AG 4 HG-III grubuna ait izolatlarda bitki ve
kok gelisimini 6nemli oranda etkilemis ve tel gévde ciiriikligii olusumu meydana
getirmistir (Sekil 4.34).

Kontrol TRO5Rs38

Sekil 4.34. R. solani AG 4 HG-II'e ait TRO5Rs38 beyaz bas lahana bitkisinde tel govde
belirtisi

Patojenite denemesinde kullanilan AG 2-1 (Sekil 4.35) ve BN Rhizoctonia AG-
A ve AG-K’ ya (Sekil 4.36) ait izolatlarin beyaz bas lahana bitkisi {izerinde meydana
getirdigi hastalik siddetlerine bakildiginda, bitkilerin farkli sekillerde etkilendigi
ortaya ¢ikmustir. Bu izolatlarin AG 4 grubu izolatlarina gore viriilensinin diisiik
oldugu, diger taraftan kontrolle kiyaslandiginda bitki gelisim parametrelerini azalttig

gozlenmistir (Tablo 4.11).

]

Kortrol  TR55Rs10

Sekil 4.35. R. solani AG 2-1'e ait TR55Rs10 izolatinin beyaz bas lahana bitkisi
tizerindeki etkisi
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Kontrol TR19R146 Kontrol  TRO5R114

Sekil 4.36. BN Rhizoctonia AG-A'ya ait TR19R 146 izolatinin beyaz bas lahana bitkisi
tizerindeki etkisi (a), BN Rhizoctonia AG-K'ya ait TRO5R114 izolatinin
beyaz bas lahana bitkisi lizerindeki etkisi (b)

4.7. Rhizoctonia spp. izolatlariin Cesit Reaksiyonu

Elde edilen Rhizoctonia spp. izolatlar1 arasindan en viriilent izolatlar (AG 4 HG-
| (TR55RS5), AG 4 HG-II (TR19Rs54), AG 4 HG-III (TR60Rs82)) segilerek invivo
kosullarda beyaz bas lahana genotipleri ve ticari ¢esitler ile ¢esit reaksiyon denemesi
yapilmistir. MN R. solani AG 2-1 ve BN Rhizoctonia AG-A ile AG-K’ya ait izolatlarin
orta derecede viriilent oldugu belirlenmis olup, bu gruplar ¢esit reaksiyonu
calismalarina dahil edilmemistir.

Reaksiyon denemesinin sonuglar1 Tablo 4.13’de verilmistir. Deneme
sonuglarina gore kullanilan MN R. solani AG 4’¢ ait izolatlar degerlendirildiginde
aralarinda hastalik siddeti skalas1 ve dayaniklilik seviyesi agisindan istatistiksel olarak

farkliliklarin oldugu tespit edilmistir (P<0.001).
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Tablo 4.13. AG 4'iin alt gruplarina ait izolatlarin beyaz bas lahana genotipleri ve ticari gesitlerde olusturdugu hastalik siddeti skala degeri, hastalik
siddeti ve dayaniklilik seviyesi

AG 4 HG-I AG 4 HG-II AG 4 HG-III
Genotip Hastahk Hastahk Dayamkhhik | Hastahk Hastahk Dayamkhilik | Hastahk Hastahk Dayamkhhk
Siddeti siddeti (%) Seviyesi™ | Siddeti siddeti (%) | Seviyesi™ Siddeti siddeti (%) Seviyesi ™
Skalasi* Skalasi* Skalasi*
M143 5,00 + 0,00¢ 100 SS 5,00 + 0,00° 100 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
TAR 5,00 + 0,00¢ 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 4,80 +0,20° 96 SS
EXS 5,00 + 0,00¢ 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
P80 4,80 + 0,20 96 SS 4,60 + 0,24°% 92 SS 4,80 = 0,20° 96 SS
P94 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
W7 4,80 £ 0,20 96 SS 4,40 £ 0,24°% 88 SS 4,60 + 0,24 92 SS
P19-1(4) 4,60 £ 0,24 92 SS 4,20 + 0,37 84 SS 4,40 + 0,24 88 SS
W24 5,00 + 0,00° 100 SS 4,60 + 0,40 92 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
183 4,60 £ 0,24 92 SS 3,80 + 0,37« 76 SS 4,40 + 0,40 88 SS
W-5 4,00 £ 0,32° 80 SS 2,80 £ 0,20° 56 MS 3,80 £ 0,20° 76 SS
W-13 5,00 + 0,00° 100 SS 5,00 + 0,00° 100 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
GAB 4,80 £ 0,20 96 SS 4,40 £ 0,40%% 88 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
S22 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 £+ 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
23-1 4,60 £ 0,24 92 SS 4,00 £ 0,55 80 SS 4,60 + 0,24 92 SS
506 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
22-1 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
W39 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
P-62-1 5,00 + 0,00° 100 SS 4,60 + 0,24°% 92 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
145 5,00 + 0,00° 100 SS 4,40 + 0,40%% 88 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
YBB-23 5,00 + 0,00° 100 SS 4,60 + 0,24°% 92 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
M157 4,80 £ 0,20 96 SS 4,60 + 0,24°% 92 SS 4,60 + 0,24 92 SS
P19-2 5,00 + 0,00° 100 SS 4,60 + 0,24°% 92 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
P47-2 4,60 £ 0,24 92 SS 4,00 + 0,45 80 SS 4,40 + 0,24 88 SS
P20-1 5,00 + 0,00° 100 SS 4,60 + 0,24°% 92 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
M155 5,00 + 0,00° 100 SS 5,00 + 0,00° 100 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
W37 5,00 + 0,00° 100 SS 4,40 + 0,40%% 88 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
P88 5,00 + 0,00° 100 SS 4,60 + 0,24 92 SS 4,60 + 0,24 92 SS
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Tablo 4.13 (devam)

AG 4 HG-I AG 4 HG-II AG 4 HG-III
Genotip Hastahk Hastahk Dayamkhlik | Hastahk Hastahk Dayamkhhk | Hastahk Hastahk Dayamkhhk
Siddeti siddeti (%) Seviyesi ™ Siddeti siddeti (%) Seviyesi ™ Siddeti siddeti (%) Seviyesi ™
Skalas1*® Skalas1* Skalas1*

P95 4,80 £ 0,20 96 SS 4,40 + 0,40%% 88 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
P-68 5,00 + 0,00° 100 SS 4,60 + 0,240 92 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
P-91 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
BY-31 4,80 £ 0,20 96 SS 4,40 + 0,40%% 88 SS 4,80 +0,20° 96 SS
228 5,00 + 0,00° 100 SS 4,40 + 0,40%% 88 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
TB 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
NLD 5,00 + 0,00° 100 SS 4,40 + 0,40%% 88 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
W-31 4,80 £ 0,20 96 SS 4,40 + 0,40%% 88 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
W-1 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
235 5,00 + 0,00° 100 SS 4,60 + 0,240 92 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
HB-5-2 5,00 + 0,00° 100 SS 4,40 + 0,40%% 88 SS 4,60 + 0,24 92 SS
MAN 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
Z7145-3-2 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
ZUL F4-3 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
YBB-38-2 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
W38 5,00 + 0,00° 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
DEVATOR | 5,00+ 0,00° 100 SS 5,00 + 0,00° 100 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
SEPTIMA 4,80 £ 0,20 96 SS 4,60 + 0,240 92 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
ZULEIMA 5,00 + 0,00° 100 SS 4,60 + 0,40°% 92 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
MEGATON | 5,00 £ 0,00° 100 SS 4,60 + 0,40°% 92 SS 4,80 + 0,20° 96 SS
BT BAFRA | 5,00 + 0,00¢ 100 SS 4,80 + 0,20% 96 SS 5,00 + 0,00° 100 SS
YALOVA1 | 5,00+ 0,00° 100 SS 3,80 + 0,20° 76 SS 4,60 + 0,24 92 SS

KONTROL | 0,00+ 0,00% 0 0,00 + 0,002 0 0,00 + 0,002 0

Sig. <0,001 <0,001 <0,001

* Hastalik siddeti 1-5 skalasina gore degerlendirilmistir (1= Saglikli bitki; 2=Koklerde veya hipokotilde ¢ok kiigiik yiizeysel kahverengi lezyonlar; 3=koklerde veya hipokotilde
derin ve genis lezyonlar; 4= siddetli kok ciiriikliigii, ana kok veya hipokotili cepegevre saran derin lezyonlar; 5= Cokmiis hipokotil, solgun yaprakli veya 6lii bitki ).” (1=%0-15:
Yiiksek diizeyde dayanikli (HR), 11=%16-45: Orta diizeyde dayanikli (MR), [1I=%46-60: Diisiik diizeyde dayanikli (MS), IV=%61-100: Duyarli (SS))
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Calismada kullanilan AG 4 HG-I’¢ ait izolatlarin beyaz bas lahana genotipleri
ve ticari ¢esitlerde olusturdugu hastalik siddeti skala (HSS) degerleri 5.00-4.00
arasinda, AG 4 HG-II ’e ait izolatlarin beyaz bas lahana genotiplerinde olusturdugu
HSS degerleri 5.00-2.80 arasinda, AG 4 HGIII’e ait izolatlarin ise 5.00-3.80 arasinda
degismistir (Tablo 4.13). Genel olarak tablo 4.13 incelendiginde ¢alismada kullanilan
lic izolatta M 143, W-13, M155 genotiplerinde ve Devator ticari ¢esidinde 6liime sebep
olmustur (Sekil 4.37, 4.38, 4.39, 4.40). Diger 45 genotipin her ii¢ izolata karsi

reaksiyonlar1 farkl sekillerdedir.

M143

Sekil 4.37. R. solani AG 4 HG-I'e ait TR55RsS5 izolatinin M 143 beyaz bas lahana
genotipi tlizerindeki etkisi

Kontrol W13

Sekil 4.38. R. solani AG 4 HG-II'e ait TR19Rs54 izolatinin W13 beyaz bas lahana
genotipi lizerindeki etkisi
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Sekil 4.39. R. solani AG 4 HG-III'e ait TR60Rs82 izolatinin M 155 beyaz bas lahana
genotipi lizerindeki etkisi

Kontrol Devator
/

Sekil 4.40. R. solani AG 4 HG-I'e ait TR55Rs5 izolatinin Devator beyaz bas lahana
¢esidi tizerindeki etkisi

AG 4 HG-I alt grubuna ait TR55Rs5 kodlu izolat ¢alismada kullanilan 49
genotipin %73.5’inde 6liimlere neden olmustur (Tablo 4.13). AG 4 HG-II alt grubuna
ait TR19Rs54 kodlu izolat genotiplerin %8.2’sinde 6liimlere neden olmustur (Tablo
4.13). AG 4 HG-III alt grubuna ait TR60Rs82 kodlu izolat ise genotiplerin %51’ inde
oliimlere neden olmustur (Tablo 4.13).

Genel olarak tablo 4.13 incelendiginde yapilan ¢alisma sonucunda biitiin
genotipler ¢alismada kullanilan izolatlara karsi duyarh (SS) olarak bulunurken W5
genotipi AG 4 HG-II"ye ait TR19Rs54 izolatina kars1 diisiik diizeyde dayanikli (MS)
olarak belirlenmistir (Tablo 4.13). Bu izolata karsi W5 genotipinin hastalik siddeti
%56 oraninda olup kdk olusumunu ve bitki boyunu kontrole gore belirgin bir sekilde

azaltmistir (Sekil 4.41).
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|
Kontrol

Sekil 4.41. R. solani AG 4 HG-II'e ait TR19Rs54 izolatinin W5 beyaz bas lahana
genotipi lizerindeki etkisi

Bolgede en fazla kullanilan ticari cesitler lizerinde yapilan cesit reaksiyonu
calismalarinda kullanilan alt1 adet ticari ¢esit biitiin gruplara kars1 duyarl (SS) olarak
belirlenmistir. AG 4 HG-I grubuna ait TR55Rs5 izolatina kars1 bes ¢esidin de hastalik
siddeti %100 olup, Septima ¢esidinin ise %96 oraninda duyarli oldugu kaydedilmistir.
AG 4 HG-II grubuna ait TR19Rs54 izolatinin hastalik siddeti degerleri %76-100
arasinda, AG 4 HG-III grubuna ait TR60Rs82 izolatinin hastalik siddeti degeri ise
%92-100 arasinda degismistir. Biitiin gesitlerin bitki ve kok gelisimi 6nemli oranda
azalmistir. Baz1 gesitlerde tel govde ¢iiriikliigli meydana gelmistir (Sekil 4.42, 4.43,
4.44, 4.45).

Kontrol Septima Kontrol  Septima

Sekil 4.42. R. solani AG 4 HG-II'e ait TR19Rs54 izolatinin Septima beyaz bas lahana
cesidi tizerindeki etkisi
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Kbhtrol Zuleima Kontrol Zuleima

Sekil 4.43. R. solani AG 4 HG-III'e ait TR60Rs82 izolatinin Ziileima beyaz bas lahana
cesidi lizerindeki etkisi

Kontrol Megaton

Kontrol Megaton

Sekil 4.44. R. solani AG 4 HG-II'e ait TR19Rs54 izolatinin Megaton beyaz bas lahana
¢esidi lizerindeki etkisi

Kontrol BT Bafra Kon'é‘rol BT Bafra

Sekil 4.45. R. solani AG 4 HG-II'e ait TR 19Rs54 izolatinin BT Bafra beyaz bas lahana
cesidi tizerindeki etkisi
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada Samsun, Tokat, Amasya, Corum ve Ordu illerinde beyaz bas
lahana ekimi yapilan alanlarda survey caligmalari ile hastalik belirtisi gésteren bitki
orneklerinin toplanmasi, Rhizoctonia spp.’nin izolasyonu, anastomosis gruplarinin
klasik ve molekiiler yontemlerle teshislerinin yapilmasi ve Karadeniz Tarimsal
Aragtirma Enstitiisii'nden temin edilen beyaz bas lahana genotipleri ve yaygin
kullanilan ticari beyaz bag lahana gesitlerinin, patojenite denemeleri sonucu en yaygin
ve viriilent olarak belirlenen anastomosis gruplarina karsi reaksiyonlarin belirlenmesi
tizerine ¢alisilmistir.

Bazi tarlalarda fide doneminde bitkilerde ¢okerten belirtisi goriilmiistiir. Daha
ileriki donemlerde ise bitkilerde bodurlagsma oldugu goriilmiis, bu bitkilerin topragina
yakin kisimlarda koyu renkli enfeksiyon alanlar1 meydana gelmistir. Bas doneminde
ise Samsun ili Bafra ilgesinde birka¢ tarlada lahana baslarinda ciirtikliik belirtileri
oldugu gozlemlenmistir. Benzer belirtiler lahanagil bitkilerinde birgok aragtirici
tarafindan gozlenerek rapor edilmistir. Abavi ve Martin, (1985), ABD’nin New York
eyaletinde yaptiklari arazi siirveylerinde R. solani’nin beyaz bas lahanalarda kiigiik,
diizensiz ve kahverengi-siyah lezyonlara neden oldugunu gézlemlemislerdir. Gugel,
vd., (1987) Kanada’nin Alberta eyaletinde kolza ve kanola bitkilerinde Rhizoctonia
spp.’inin  kok  ciiriikliigline neden oldugunu bildirmislerdir. Baird, (1996),
Giircistan’da yaptig1 survey c¢aligmalarinda kanola bitkilerinde Rhizoctonia spp.’den
dolay1 fidelerde ¢iirime ve kok kisimlarinda kahverengi lezyonlar olustugunu
belirtmislerdir. Van, vd., (2001), Kuzey Vietnam’da yaptiklar1 ¢alismada, beyaz bas
lahana bitkilerinde bas ¢iriikliigii  belirtilerini  gézlemlemisler ve bizim
bulgularimizdan farkli olarak lahana yapraklari {izerinde agik ve koyu kahverenginde
sklerotlarin meydana geldigini bildirmislerdir. Cin’in Yunnan eyaletinde yapilan bir
calismada Yang, vd., (2007), lahana baslarinin dis yapraklarinda koyu renkli 1slak
clirimeler oldugunu iist kisimlarinda ise kahverengi sklerot ve misellerin oldugunu
belirtmislerdir. Kuramae, vd., (2007) Brezilya’da yaptiklari bir ¢alismada hipokotil ve
kok ciirtikligi belirtileri gosteren yaprak lahana bitkilerinden Rhizoctonia tiirleri izole
ettiklerini bildirmislerdir. Ireland, vd., (2014) Laos’da Cin brokolisinde yaptiklari
survey calismalarinda ¢okerten, govde ¢iiriikligii ve kok cliriikliigii simptomlarini
gozlemlemigler ve hastalikli bitkilerden Rhizoctonia tiirlerini izole etmislerdir.

Misawa ve Aoki, (2017), bizim bulgularimiza paralel olarak Japonya Hokkaida
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adasinda beyaz bag lahanalarda yaptiklari ¢alismalarda baglarin dis yapraklarinda tiim
bas1 kaplayan 1slak ciirtikliikler olusturdugunu ve yaptiklari izolasyonlar sonucunda
Rhizoctonia tiirlerini elde ettiklerini bildirmislerdir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda
ise Benli ve Tiirkkan, (2020) yaprak lahanalarda kok ¢iiriikliigii, ¢cikis sonrasi ¢okerten,
tel govde ve govde lezyonlar1 belirtilerine rastlamislar ve hastalikli bitkilerden
Rhizoctonia tiirlerini izole etmislerdir. Samsun ilinde kirmizi1 bag lahanalarda yapilan
bir ¢alismada Rhizoctonia tiirlerinin tel govde ve kok ciiriikligii belirtilerine sebep
oldugu bildirilmistir (Erper, vd., 2021). Yapilan bu c¢alismalardaki belirtiler bizim
caligmamizda elde ettigimiz bulgularla uyum gostermektedir.

Survey yapilan ilgeler incelendiginde genel olarak tiim ilgelerden Rhizoctonia
izolatlar1 elde edilmistir. Tokat ili Turhal ilgesinde yapilan survey calismalarinda ise
lic tarladan da hastalikli bitki 6rnegi alinmasina ragmen bitkilerin hig¢birinden
Rhizoctonia spp. elde edilememistir. Bu durumun hastalik belirtisi gosteren bitkilerde
Rhizoctonia spp.’nin degilde Fusarium spp. gibi diger kok ¢iiriikliigli patojenlerinin
bulunmasinin sonucu oldugu anlasilmaktadir. Bu duruma paralel olarak, Avct, (2019),
yiiksek lisans tez caligmasi kapsaminda Samsun ilinde kirmizi bas lahanalarda
Rhizoctonia tiirlerinin varligi ile ilgili yaptiklari ¢alismada Fusarium spp. etmenlerine
yogun olarak rastladiklarin bildirmislerdir. Diinya’da yapilan ¢calismalarda beyaz bas
lahana bitkilerinde bas ciirtikliigii belirtileri yogun olarak goériilmesine karsin bizim
calismamizda Bafra il¢esinde sadece iki tarladan baslardan Rhizoctonia izolatlar elde
edilebilmigtir (Abavi ve Martin, (1985), Kim, (1996), Van, vd., (2001), Yang, vd.,
(2007), Misawa ve Aoki, (2017)). Bunun nedeni olarak toprakta uzun siire yasayan
Rhizoctonia spp.’leri ile iireticilerin ya bilingli veya bilingsiz olarak miinavebe
yontemiyle miicadele edebilmis olabilecegi ya da hastalikli lahana baglarini tarlalardan
uzaklagtirmig olabilecekleri diisiiniilmektedir. Bolgemizde 6zellikle iiretimin en fazla
yapildig1 Bafra ilgesinde beyaz bas lahana bitkisi iiretiminin yapildig tarlalarda tiretim
oncesinde kavun, karpuz ve kabakgiller gibi sebzeler yetistirilmesinin yaninda bugday,
musir gibi bitkilerde yetistirilmektedir. Bu bitkilerde de Rhizoctonia spp. kok ve kok
bogaz1 ciirtikliigii yapmakta ayni sekilde beyaz bas lahana bitkilerinde de benzer
belirtileri olusturmaktadir. Ancak bu gruplar lahana bitkilerinin bas yapraklarinda
hastalik olusmasina yol agmadigi diisiiniilmektedir.

Diinyada birgok arastirici tarafindan yapilan ¢alismalarda hem MN R. solani
hem de BN Rhizoctonia’nin lahanagil bitkilerinden izole edildigi bildirilmistir.
Calismamizda elde edilen Rhizoctonia izolatlarinin %96.4’ti MN R. solani izolati
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olustururken, %3.6’stm1 BN Rhizoctonia izolatlar1 olusturmaktadir. Ulkemizde
lahanagil bitkilerinde Rhizoctonia tiirlerinin anastomosis gruplarinin belirlenmesine
yonelik yapilan bazi ¢alismalarda da MN R. solani izolatlarinin daha fazla oranda
oldugu tespit edilmistir. Tirkkan, vd., (2018a) Ordu ilinde yaprak lahanalarda
yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda 30 adet Rhizoctonia spp.’nin 17 tanesinin MN R.
solani, 13 tanesinin ise BN Rhizoctonia oldugunu bildirmislerdir. Erper, vd.,
(2021)’nin Samsun ilinde kirmizi bas lahanadan elde ettikleri 132 adet Rhizoctonia
spp.’nin 124 tanesinin MN R. solani, 8 tanesinin ise BN Rhizoctonia oldugunu
belirlemislerdir.

Bu arastirmada klasik ve molekiiler olarak yapilan teshis ¢aligmalart sonucunda
MN R. solani izolatlarinin AG 4 ve AG 2-1, BN Rhizoctonia izolatlarinin ise AG-A
ve AG-K anastomosis gruplarina ait oldugu belirlenmistir. Diinyada bu zamana kadar
yapilan ¢aligmalarda da lahanagil bitkilerinde bu gruplarin tespit edildigi bir¢ok
calisma rapor edilmistir. Stephens, vd., (1982) ABD’ nin Ohio eyaletinde yaptiklari
bir ¢aligmada icerisinde bas lahanalarinda bulundugu bitkilerden elde ettikleri toplam
46 adet Rhizoctonia izolatinin tamammin R. solani AG 4’¢ ait oldugunu
bildirmislerdir. Kaminski ve Verma, (1985)’nin hastalikli kolza bitkilerinden izole
ettikleri Rhizoctonia izolatlarinin 40 tanesinin R. solani AG 2-1, 41 tanesinin R. solani
AG 4 oldugunu belirlemislerdir. Kanada’nin Alberta eyaletinde kanola bitkilerinde
yapilan bir ¢alismada hastalikli bitkilerden 69 adet Rhizoctonia izolati elde edilmis bu
izolatlarin 22 tanesinin AG 2-1, 10 tanesinin ise AG 4’e ait oldugu tespit edilmistir
(Hwang, vd., 1986). Tewoldemedhin, vd., (2006) Giiney Afrika’nin Western Cape
eyaletinde yaptiklar1 calismada icerisinde kanolaninda bulundugu hastalikli
bitkilerden elde ettikleri izolatlarin igerisinde AG 4 HG-1l, AG 2-1, BN Rhizoctonia
AG-K ve AG-A gruplarinin yer aldigini bildirmislerdir. Hua, vd., (2014), Vietnam’da
lahanagil bitkilerinde yaptiklari ¢alismada elde ettikleri Rhizoctonia izolatlarinin
icerisinde AG 4 HG-1 ve AG-A grubuna ait izolatlarinda yer aldigini belirtmislerdir.
Ulkemizde lahanagillerde yapilan galigmalarda da AG 4, AG 2-1, AG-A ve AG-K
gruplarinin varligi tespit edilmistir. Tiirkkan, vd., (2018a) Ordu ilinde yaptiklari
survey c¢aligmasinda yaprak lahana bitkilerinden elde ettikleri gruplarin arasinda AG
4, AG 2-1, AG-A ve AG-K varligimt bildirmislerdir. Sonug¢ olarak, diinyada ve
ilkemizde lahanagil bitkilerinde bu gruplarin daha fazla tespit edildigi ve yapilacak

olan galismalarda bu gruplar tizerine odaklanmasi gerektigi sdylenilebilir.
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Bu tez ¢alismasinda elde edilen Rhizoctonia tiirlerine ait izolatlarin kiiltiir
gelisimleri incelenerek morfolojik olarak farkliliklart ortaya konmustur. Buna gore
Her AG’nu temsilen secgilen toplam 31 izolattan 23 adet AG 4 izolatinin alt
gruplarindan AG 4 HG-I’in koloni rengi kahverengi, AG 4 HG-11 ve AG 4 HG-III alt
gruplarinin koloni rengi ise grimsi kahverengi oldugu gozlemlenmistir. Her {i¢
grubunda havai hiflerinin olduk¢a zay1f, sklerotlarin genelde besiyerine gomiilii, petri
kenarinda bir araya toplanmis veya dagmik olarak farkli sekillerde oldugu
goriilmistiir. Buna paralel olarak Hwang, vd., 1986, kanola bitkilerinden elde ettikleri
AG 4’e ait olan izolatlarin ilk olarak beyaz misellere sahip oldugunu, sonradan
misellerin kahverengimsi gri rengine doniistiigiinii, besi ortami lizerinde de gomiilii
¢ok az sayida kiigiik agik kahverengi sklerotlarin oldugunu bildirmislerdir. Ireland, vd.,
(2014), Cin brokolisi bitkilerinden elde ettikleri AG 4’iin alt gruplarinin besi ortami
lizerinde kahverengi miseller ve koyu kahverenginde sklerotlar olusturdugunu
belirtmislerdir.

Calismamizda iki adet R. solani AG 2-1 izolatinin grimsi turuncu koloni rengine
ve olduk¢a kuvvetli havai hiflere sahip oldugu goriilmiistiir. Sklerotlar koyu renkli,
yuvarlak sekilli olup tek tek veya gruplar halinde besi yeri yiizeyinde veya petrinin
kenar kisimlarinda olustuklar1 gézlemlenmistir. Diinyada lahanagil bitkileri {izerinde
yapilan ¢alismalara bakildiginda Paulitz, vd., (2007)’ nin kanola fidelerinden elde
ettikleri AG 2-1 izolatlarmim PDA besi yeri lizerinde gelisen kiiltiirlerin koyu
kahverenginde miseller ve koyu kahverengi sklerotlar olustugunu bildirmislerdir.

Ug adet BN Rhizoctonia AG-A izolatmin koloni renginin beyaz renkte oldugu,
petri kenarlarinda kuvvetli havai misel olusturdugu gozlenmistir. Beyaz renkli, ¢cok
kiiclik sklerotlar, besi yeri iizerine dagilmis vaziyettedir. Buna paralel olarak Avecr,
(2019) kirmiz1 bag lahanadan elde ettikleri AG-A izolatlarin koloni renginin beyaz
oldugunu, ve havai misel olusumunun gézlemlendigini belirtmislerdir.

Bu ¢alismada ii¢ adet AG-K izolatinin koloni rengi grimsi sar1 renkte olup,
merkezde yogun koloni olusumu gézlenmistir. Petri ylizeyinde sarims1 beyaz renkte
gelisen kiiciik sklerotlar goriilmektedir. Paralel olarak Benli, (2020) nin yiiksek lisans
kapsaminda yaprak lahanada yapmis oldugu calismada elde ettikleri AG-K
izolatlarinin koloni renginin grimsi sar1 renkli gelisme, koloni merkezinde yogun misel
olusumu ve misellerin 1smsal olarak gelistigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak elde
ettigimiz biitlin gruplar diger ¢aligmalarda yapilan kiiltiir gelisimleriyle benzerlik

gostermektedir.
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Bu calismada elde edilen tlim anastomosis gruplarinin 25 °C’de en iyi gelisme
gosterdigi gozlenmis, izolatlarin bliylime hizlarinin bu sicakligin iizerinde azalmaya
basladigr belirlenmistir. 5-40 °C’ lerde ise izolatlarin hi¢ birinde gelisme
gbzlenmemistir. Bizim ¢alismamiza paralel olarak Kaminski ve Verma, (1985) AG 2-
1’in besi ortami lizerinde 24 °C’de, AG 4’iin ise 26 °C’de en 1yi gelisme gosterdigini
bildirmislerdir.

Calismamizda klasik yontemlerle teshis calismalari asamasinda 167 adet izolatin
cogunlugunun AG 4 grubuna dahil oldugu belirlenmistir. Ancak AG 4 grubunun alt
gruplart molekiiler ¢aligmalar sonucunda kesin olarak belirlenebilmektedir (Fenille,
vd., 2003). Bu yiizden ¢alisma kapsaminda elde edilen 167 izolatin tiimii molekiiler
yontemlerle yapilan teshis ¢alismalarina dahil edilmistir.

Yapilan c¢aligmalarda rDNA-ITS dayali DNA sekans analizleri, izolatlarin
multiniikleat ve biniikleat ayriminda oldukga etkili oldugu gibi bu gruplar igerisinde
daha ileri bir ayrim olan farklit AG’nin hatta alt gruplarinin ayrilmasinda oldukca
faydali bilgiler sagladig: tespit edilmistir. Benzer sekilde -DNA-ITS bdlgesine dayali
sekans analizlerinin anastomosis gruplarinin ayrilmasinda ve filogenetik iligkilerinin
belirlenmesi i¢in uygun oldugu farkli arastiricilar tarafindan bildirilmektedir
(Gonzales, vd., 2001, Carling, vd., 2002). Kuniniga, vd., (1997), ITS bolgesi sekans
sonuclarinin ayni alt gruptaki izolatlar icin %96 nin iizerinde, bir anastomosis grubu
igerisindeki  farkli alt gruplarda bulunan izolatlar i¢in %66-100 arasinda, farkl
anastomosis gruplarindaki izolatlar i¢in ise %55-96 arasinda oldugunu ve buna
istinaden ITS rDNA bolgesi sekans analizinin R. solani izolatlar1 ve anastomosis
gruplariin ayriminda kullanilabilecegini rapor etmislerdir (Bagbagci, 2020).

Calismamizda elde edilen 167 adet Rhizoctonia izolat1 ITS gen bolgesi sekans
analizi sonuglarina gére NCBI GenBank’ta yer alan referans izolatlar1 ile %100
oraninda benzerlik goriilmiistiir. Buna paralel olarak, Cin’in Yunnan eyaletinde
aralarinda Cin lahanasinin da bulundugu bitkilerden elde ettikleri izolatlarin
tanilanmasi icin yaptiklar1 ITS-5.8 S rDNA analizleri sonucunda izolatlarin AG-A
grubu referans izolatlari ile %97 oraninda benzerlige sahip oldugu bildirilmistir (Yang,
vd., 2005). Kuramae, vd., (2007), Brezilya’da bulunan yaprak lahana bitkilerinden
izole edilen Rhizoctonia tiirlerini molekiiler olarak tanimlamak amaciyla izolatlarin
ITS-5.8 S rDNA dizileri ile karsilastirmislar ve filogenetik analizler sonucunda ayni
tiiriin izolatlar arasinda %99.3 ile %99.8 oraninda degisen benzerlik olusturduklari ve

filogenetik olarak AG 7 referans izolatiyla %98.5 ve %98.7 oraninda benzerlik
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gosterdigi belirlemislerdir. Schroeder ve Paulitz, (2012)’in ABD’nin Washington
eyaletinde yaptiklar1 bir ¢aligmada kanola bitkilerinden elde edilen izolatlarin AG’leri
spesifik primerler kullanilarak qPCR ile R.solani AG 10 olarak belirlenmistir. Tim
sekans sonuglarmin daha 6nce bildirilmis olan R. solani AG 10 grubuna ait izolatlar
ile %99 benzerlige sahip oldugu bildirilmistir. Ireland, vd., (2014) Laos’da Cin
brokolisi bitkilerinden elde ettikleri Rhizoctonia izolatlarinin anastomosis gruplarinin
belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 ITS sekans analizleri sonucunda izolatlarin AG 4
grubunun ii¢ alt grubuna ayrildigini tespit etmislerdir. Sekans sonuglar1 referans
izolatlarinin sonuglariyla karsilastirildiginda AG 4 HG-I’e ait izolatlar arasinda %96
ila %99.5 oraninda, AG 4 HG-IIe ait izolatlar arasinda %93 ila %94 oraninda, AG 4
HG-III’e ait izolatlar arasinda ise %87 ila %88 oraninda benzerlik oldugu
belirlenmigstir. Gomez, vd., (2015) hastalikli sebboy bitkilerinden elde ettikleri
Rhizoctonia tiirlerini ITS-rDNA sekans analizleri sonuglarina gére AG 2-1 olarak
tanilamiglar ~ ve izolatlarin referans izolatlarla %100 benzerlik gosterdigini
bildirmislerdir. Japonya’nin kuzeyinde bulunan Hokkaida adasinda yapilan
caligmalarda beyaz bas lahana bitkilerinden elde edilen Rhizoctonia tiirlerinin yapilan
teshis calismalarinda tiire spesifik primerleri kullanilmis ve AG-1 IA, IB ve IC’yi
teshis edilmeye calisilmis ve yalnizca AG-1 IC’den bant elde edilebilmistir. Olusan
soy agacinda da AG 1-IC referans izolati ile mevcut izolatin ayni grupta yer aldigi
bildirilmistir (Misawa ve Aoki, 2017). Ulkemizde yapilan ¢alismalara bakildiginda ise
Benli, vd., (2021) Ordu ilinde yaprak lahana bitkilerinden elde ettikleri Rhizoctonia
izolatlarinin anastomosis gruplarinin belirlenmesi ¢alismalarinda rDNA ITS analizleri
sonucunda izolatlar AG 1-IB referans izolatlariyla %100 benzerlik gosterdigi
bildirilmiglerdir. (Erper, vd., 2021), Samsun ilinde kirmiz1 bas lahana bitkilerinden
elde ettikleri Rhizoctonia izolatlarinin tanilanmasi ¢alismalarinda ITS bdlgesinin
sekans analizi ¢alismalar1 sonucunda 132 izolat arasinda 107 adet izolati AG 4 HG-I,
dort adet izolatt AG 4 HGIII , 13 adet izolati AG 5 ve sekiz adet izolat1 i1se AG-A
olarak tanilamislardir. Ribozomal DNA ITS analizleri sonucunda izolatlarin referans
izolatlartyla %100 benzerlik gosterdigi bildirmislerdir. Yapilan ¢aligmalarin
sonuclarma dayanarak ileride yapilacak olan anastomosis gruplarmin belirlenmesi
caligmalarinda klasik teshislerin dogrulanmasi veya herhangi bir tester izolatina
ihtiya¢c olmadan da molekiiler tekniklerle dogrulanacagi kanisina varilmistir. Ayni
zamanda izolatlarin anastomosis gruplarinin alt grup tespitinde kullanilabilir bir metot

oldugu soylenebilir.
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Bu arastirmada, AG 4 HG-I izolatinin survey yapilan illerde en yaygin grup
oldugu belirlenmistir. Yapilan calismalar, diinyanin ¢esitli iilkelerinde lahanagil
bitkilerinde (beyaz bas lahana, kirmizi bas lahana, yaprak lahana, kolza, brokoli ve
kanola vd.) hem MN R. solani hem de BN Rhizoctonia etmenlerinin hastaliga neden
oldugunu gostermistir. Lahanagil bitkilerinden elde edilen bu etmenler arasinda en
yaygin ve en viriilent olan R. solani gruplarmin AG 2-1 ve AG 4 gorilmiistiir
(Yitbarek, vd., (1987), Keinath, vd., (1997), Khangura, vd.,(1999), Paulitz, vd.,
(2007), Tewoldemedhin, vd., (2006)). Ulkemizde lahanagillerde Rhizoctonia
etmenleri ile ilgili yapilan calismalara baktigimizda bizim ¢calismamizla paralel olarak
Erper, vd., (2021) Samsun ilinde 2018-19 yillar {iretim sezonu boyunca kirmizi bas
lahana alanlarinda yaptiklart survey calismalarindan elde ettikleri 132 adet
Rhizoctonia izolatindan en yaygin grubun AG 4 (%84) grubuna ait alt gruplarin (AG
4 HG-I (%81), AG 4 HGIII (%3)) oldugunu bunlar sirasiyla AG 5(%10) ve AG-A
(%6)’in takip ettigini bildirmislerdir. Ancak Tiirkkan, vd., (2018a)’nin Ordu ilinde
yaprak lahanalarda yaptiklari ¢alismada sinirli sayida alandan topladiklar1 30 adet
Rhizoctonia izolatlarinin %37’sinin AG 2-1, %20’sinin AG-A, %10’unun AG 4 HG-
I, %7’sinin AG 5, %7’sinin AG-Fb, %7’sinin AG-E ve %3’{linlin de AG-K oldugunu
tespit etmislerdir. Ordu ilinde yapilan bu ¢alismada AG 2-1’in yogun olmasinin nedeni
arastiricilarin survey caligsmalarini hava sicaklifinin 7-16 °C’lerde oldugu Kasim-
Nisan aylarinda gerceklestirdikleri diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
AG’nin yogunlugunun iklime bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin AG 4 HG-
I’in daha sicak donemlerde baskin oldugu, daha soguk donemlerde ise AG 2-1, AG 1-
IB ve AG- BI’'nin baskin oldugu birgok ¢alismada bildirilmistir (Balali, vd., (1995),
Harikrishnan, vd., (2004)). Ayrica Yitbarek, vd., (1988), AG 4’iin kanola bitkilerinde
26 ile 35 °C arasinda degisen sicakliklarda siddetli kok ¢iiriimesine neden oldugu buna
karsin AG 2-1’in patojenik aktivitesinin bu sicakliklarda 6nemli derecede azaldigi
gozlemlenmistir. Kataria ve Verma, (1992) kanola ve kolza bitkilerinden elde ettikleri
R. solani AG 2-1 izolatlarimin fidelerde enfeksiyon olusturmak igin soguk havalari
tercih ettigi buna ragmen AG 4 izolatlarinin 1lik havada viriilent oldugu bildirmislerdir.
Calismamizda survey caligsmalar1 6zellikle illere gore farklilik gostermekle birlikte
daha ¢ok Mayis-Kasim aylar1 arasinda sicakligin yiiksek oldugu donemlerde
gergeklestirilmistir. AG ve sicaklik iliskisinin bizim ¢alismamizdaki izolatlar i¢in de

ayni olabilecegi diislinlilmektedir.
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Samsun, Tokat, Amasya, Ordu ve Corum illerinde yapilan bu caligmada
izolatlarin anastomosis gruplari tespit edildikten sonra her grubu temsilen ve her il,
ilce ve koyli temsilen sansa bagli olarak segilen izolatlarin viriilensliklerini belirlemek
amaciyla patojenite testleri yapilmistir. Rhizoctonia izolatlarinin patojenitelerinin
belirlenmesinde beyaz bas lahana Yalova 1 ¢esidi kullanilmistir. Degerlendirmeler
inokulasyon islemlerinden 21 giin sonra yapilmistir. Ancak patojenite denemelerinde
kullanilan AG 4 HG-I alt gruplariin ¢ogunda inokulasyondan 5-7 giin sonra bitkilerde
cokerten meydana getirmistir. Hastaliktan etkilenen bitkilerde genel bir solgunluk,
gelisme geriligi, list kisimlarda sararma ve kurumalar meydana gelmistir. Bitkiler
sokiildiigiinde koklerde kisalma, kok bogazinda belirgin bir sekilde incelme ve tel
govde bazi bitkilerde ise govde kismina dogru nekrotik alanlar olustugu gézlenmistir.

Patojenite c¢alismalar1 sonuglarinda, izolatlar arasindan en fazla sayida elde
edilen AG 4 HG-I grubu izolatlar en tahripkar grubu olusturmustur. Buna paralel
olarak Rollins, vd., (1999) R. solani AG 4 ve AG 2-1 gruplarina kars1 ti¢ haftalik beyaz
bas lahana fideleri iizerinde patojenite testleri yapmislardir. Sonu¢ olarak kok
clirtikliigii, hipokotil ¢iirtikliigli ve tel govde belirtileri gozlenen bitkilerde bitki yas
agirhigr tizerine etkileri degerlendirilmis, AG 4’ e ait izolatlarin AG 2-1’e oranla daha
yiiksek derecede virlilent oldugunu bildirmislerdir. Hua, vd., (2014), Vietnam’da
beyaz bas lahana ve Cin lahanasi bitkilerinden elde ettikleri izolatlarin patojenite
denemeleri sonucunda sera kosullarinda yapilan testlerde sadece AG 4 HG |, AG 2-2
ve AG-Fc izolatlarinin bitkilerde siddetli enfeksiyon olusturdugunu belirtmislerdir.
Ulkemizde yapilan galigmalara bakildiginda Tiirkkan, vd., (2018a) yaprak lahana
bitkilerinde yaptiklar1 patojenite testleri sonucunda AG 2-1 ile AG 4 HG-I izolatlarinin
viriilensliginin en yiiksek seviyede oldugunu belirlemislerdir. Avci, (2019), Samsun
ilinde kirmizi bas lahana alanlarindan elde ettigi Rhizoctonia tiirlerinin patojenite
caligmalarinda AG 4 ve AG 5 grubuna dahil olan izolatlarin AG-A grubu izolatlarina
oranla viriilensliklerinin yiiksek oldugunu bildirmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda lahanagil bitkileri lizerinde patojenite denemeleri
lizerine ¢alismis olan aragtiricilarin patojenlerin bitkilerde olusturduklar1 hastalik
siddeti degerleriyle birlikte bitki gelisim parametrelerini de degerlendirdikleri
belirlenmistir. Genel olarak anastomosis gruplarinin kontrole gore bitkilerin yas ve
kuru agirliklarinda azalmalara sebep oldugu bildirilmistir (Rollins, vd., 1999;
Schroeder ve Paulitz, 2012; Babiker, vd., 2013; Benli, 2020; Erper, vd., 2021) . Bu
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calismada da patojenitede kullanilan biitiin izolatlarin bitki biiylime parametrelerinde
kontrole oranla azalmalara sebep oldugu yapilan dl¢iimlerle belirlenmistir.
Calismamizda Rhizoctonia tiirlerine karst dayanikli gesitlerin belirlenmesi
amaciyla yapilan gesit reaksiyonu ¢aligmalarinda, patojenite ¢alismalari sonucunda en
virtilent olarak belirlenen izolatlar (AG 4 HG-I (TR55Rs5), AG 4 HG-1l (TR19Rs54),
AG 4 HG-III (TR60Rs82)) secilerek invivo kosullarda beyaz bas lahana genotipleri ve
ticari gesitleriyle deneme yapilmistir. AG 4 HG-I ile inokule edilen 49 adet genotip ve
ticari g¢esitten 36 adedinin biiyilk ¢ogunlugunda inokulasyondan 5-7 giin sonra
cokerten meydana geldigi, hipokotilde enfeksiyondan kaynakli dliimler olustugu
goriilmistiir. Bu bitkilerin hastalik siddeti degerleri %100 olarak degerlendirilmistir.
Ayn1 zamanda biitiin bitkilerde tel gévde belirtileri olugsmustur. Calismada kullanilan
tim bitkilerin AG 4 HG-I’e karsi reaksiyon tipleri hassas olarak degerlendirilmis ve
bu alt gruba ait TR55Rs5 kodlu izolat ¢alismada kullanilan 49 genotipin %73.5’inde
Oliimlere neden olmustur. AG 4 HG-II alt grubuna ait TR19Rs54 kodlu izolat
genotiplerin %8.2’sinde 6limlere neden olmustur. AG 4 HG-III alt grubuna ait
TR60Rs82 kodlu izolat ise genotiplerin %51’inde 6liimlere neden olmustur. Yapilan
calisma sonucunda biitiin genotip ve ticari ¢esitler calismada kullanilan izolatlara karst
duyarl olarak bulunurken W5 genotipi AG 4 HG-II"ye ait TR19Rs54 izolatina karsi
diisiik diizeyde dayanikli olarak belirlenmistir. Bu izolata karsi W5 genotipinin
hastalik siddeti %56 oraninda olup kok olusumunu ve bitki boyunu kontrole gore
belirgin bir sekilde azaltmistir. Biitiin genotip ve gesitlerin bitki ve kok gelisimi 6nemli
oranda azalmistir. Baz1 cesitlerde tel govde meydana gelmistir. Calismalarimiza
paralel olarak Keinath ve Farnham, (1997), farkli lahanagil bitkilerinin dayanikliligin
belirlemek amaciyla yaptiklar ¢alismada R. solani AG 2-1 ve AG 4 gruplarina ait
izolatlarn hem tarla sartlarinda hem de in vitro sartlarda reaksiyonlarini
belirlemislerdir. AG 4 grubuna ait izolatlarin, hem tarla hem de iklim odasi sartlarinda
biitiin fidelerde tel govde cliriikliigline neden oldugu goriilmiistiir. Buna karsin AG 2-
1 grubuna ait izolatlar iklim odasinda yapilan ¢alismalarda AG 4 grubuna oranla daha
az hastaliga sebep olmus, bu gruba ait izolatlarin tarla denemelerinde ise etkisinin
olmadig1 gozlemlenmistir. Ayni sekilde Hua, vd., (2014) ‘nin hem in vitro hem de in
vivo sartlarda beyaz bag lahana ve Cin lahanasi ¢esitleri {izerinde yaptiklar1 reaksiyon
caligmalarinda ¢esitlerin AG 4 HG-I’e karst olduk¢a hassas oldugunu ve siddetli
enfeksiyonlar olusturdugunu bildirmislerdir. Ulkemizde yapilan calismalarda ise

Tiirkkan, vd., (2018a) Arzuman yaprak lahana ¢esidi tizerinde yaptiklari ¢alismada R.
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solani AG 2-1 ve AG 4 HG-I izolatlarina kars1 bu ¢esidin olduk¢a duyarli oldugunu
belirlemislerdir. Erper, vd., (2021)’nin Karadeniz Bolgesi’nde en yaygin olarak
kullanilan kirmizi bas lahana ticari gesitlerinde yaptiklari reaksiyon caligmalar
sonucunda, kirmizi bas lahana i¢in en agresif olanlarin AG 4 gruplar izolatlari
oldugunu ortaya koymustur. Calismamizdan elde ettigimiz AG 4 grubu izolatlarinin
bitkilerde  olusturdugu reaksiyonlarin  bu ¢aligmalarla uyumlu  oldugu

distiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Samsun, Tokat, Amasya, Ordu ve Corum illerine bagli ilgelerde beyaz bas
lahana yetistiriciligi yapilan iiretim alanlarinda Rhizoctonia grubu funguslarin varligi
tespit edilmistir. Yapilan survey ¢alismalarinda toplam 921.7 da alandaki 202 tarladan
toplanan bitkilerden 167 adet Rhizoctonia izolat1 elde edilmistir. Calisma kapsaminda
bulunan illerde Rhizoctonia izolatlarinin tarlalardaki yayginhigi %82.6 olarak
belirlenmistir. Izolasyon calismalar1 sonucunda elde edilen izolatlarn morfolojik ve
molekiiler yontemlerle teshisleri yapilmis, anastomosis gruplart MN R. solani AG 4
(HG-1, HG-II, HG-III) ve AG 2-1, BN Rhizoctonia AG-A ve AG-K olarak
tanilanmigtir. Elde edilen Rhizoctonia grubu funguslar arasinda R. solani AG 4 HG-
I’in diger gruplara gore daha yaygin olarak bulundugu belirlenmistir. Patojenite
calismalarinda AG’lart arasindan temsili olarak secilen 49 adet izolat arasinda en
viriilent grubun MN R. solani AG 4 alt gruplar1 oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak
MN R. solani AG 2-1, BN Rhizoctonia AG-A ve AG-K’nin beyaz bas lahana bitkisi
tizerinde orta derecede hastalik siddeti gosterdigi belirlenmistir. AG 4 alt gruplan
arasinda hastalik siddeti skala degeri en yiiksek olarak belirlenen ¢ izolata karsi (AG
4 HG-I (TR55Rs5), AG 4 HG-Il (TR19Rs54), AG 4 HG-III (TR60Rs82)) bolgede
yaygin olarak kullanilan ticari ¢esitler ile Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii
biinyesinde bulunan beyaz bas lahana genotiplerinin reaksiyonlar belirlenmistir. Cesit
reaksiyonu testlerine tabi tutulan biitiin genotip ve gesitler kullanilan izolatlara karsi
duyarl olarak bulunurken W5 genotipi AG 4 HG-II"ye ait TR19Rs54 izolatina kars1
diisiik diizeyde dayanikli olarak tespit edilmistir.

Rhizoctonia spp. izolatlariin genis konukgu ¢evresine sahip olmasi ve neden
olduklart belirtilerin farkli olmasindan dolay1 anastomosis gruplarinin belirlenmesi
oldukg¢a 6nemlidir. Rhizoctonia tiirlerinin siiflandiriimasinda genellikle izolatlarin
referans izolatlar ile eslestirme yapilarak gruplandirma yontemleri kullanilmaktadir.
Anastomosis gruplarmin belirlenmesinde sadece morfolojik yontemlerin kullanilmasi
hem ¢ok zaman alict hem de Rhizoctonia grubu funguslarin heterojen o6zellikte
olmalarindan dolay1 yapilan ¢alismalarda bazi belirsizlikler ortaya ¢ikmaktadir. Oysa
molekiiler yontemlerden daha giivenilir ve daha hizli sonuglar alinmaktadir. Yapilan
caligmalarin sonuclarma dayanarak ileride yapilacak olan anastomosis gruplarinin
belirlenmesi ¢alismalarinda molekiiler yontemlerin kullanilmasinin yararli olacagi

kanisina varilmistir.
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Bolgede beyaz bas lahana iiretim alanlarinda iiretimi kisitlayan bir ¢ok faktor
bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda bazi fungal hastaliklarin 6nemli bir yere sahip
oldugu goriilmektedir. Kok ciiriikliigi hastaliklarinin yaygin oldugu bolgemizde beyaz
bas lahana tiretimini etkileyen 6nemli toprak patojenlerinden bir tanesi de Rhizoctonia
spp.” dir. Rhizoctonia spp. etmenlerinin toprakta birka¢ yil canli kalmasindan dolay1
ve c¢esitli bitkilerde hastalik olusturan farkli AG’lerin toprakta bulunabilmesi
nedeniyle Rhizoctonia spp.’ni kontrol altina almak i¢in sadece iirlin rotasyonunun
yapilmasi yeterli degildir. Diinyada farkli konukgularda Rhizoctonia spp.’nin kimyasal
miicadelesinde tohum ilaglar1 kullanilmaktadir. Kimyasal maddeler uzun siire
kullanildiginda bir ¢ok sorun ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar, patojenlerin kimyasallara
kars1 dayaniklilik kazanmasi, iriinlerde kalinti meydana gelmesi, canlilar lizerinde
toksik etki olusturmasi ve ¢evre kirliligi gibi sorunlardir. Bu nedenlerden dolay1 beyaz
bas lahanada Rhizoctonia etmenlerinin etkin kontrolii igin toprak kosullarmin
iyilestirilmesi ve bitki artiklarinin toplanmasi gibi kiiltiirel 6nlemler, biyolojik
fungusitlerin uygulanmasi, {iriin rotasyonu ve hastaliga karst direngli ¢esitlerin
yetistirilmesi  gibi entegre miicadele yontemlerinin  birlikte uygulanmasi
gerekmektedir.

Toprak kokenli patojenlerin miicadelesinde kimyasal miicadeleye alternatif
olarak kullamlan ydntemlerden bir tanesi de biyolojik miicadeledir. Ozellikle R.
solani’ ye karsi etkili olabilecek biyolojik miicadele ajanlarmin belirlenmesi ve
etkinliklerinin in-vitro ve in-vivo kosullarda incelenmesi yararli olacaktir. Bu grup
funguslarin biyolojik miicadelesinde patojen olmayan Rhizoctonia izolatlari yaninda
Trichoderma spp. gibi biyolojik miicadele ajanlarinin kullanilmasi onerilebilir.
Trichoderma harzianum, T. hamatum, T. virens ve T. viride biyolojik miicadelede en
sik kullanilan tiirlerdir. Ornegin iilkemizde T. harzianum R. solani’ye kars1 tohum ilaci
olarak T-22 ticari adiyla kullanilmaktadr.

Toprak patojenlerine kars1 kimyasal miicadelede kullanilan fungusitlerin hem
ekonomik hem de yeterince etkili olmamasi bu etmenlere karsi dayanikli ¢esit
kullantminin  6nemini artirmaktadir. Calismamizda yaptigimiz c¢esit reaksiyon
denemesi sonuglarinda test edilen genotip ve ticari gesitlerin R. solani’ye kars1 oldukga
duyarli oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda 6zellikle gelistirilecek ticari
cesitlerin 1slah c¢alismalar1 esnasinda gerekli hastalik gozlemlerinin yapilmasi,
dayaniklilik ¢caligmalarinin sadece fenotipik olarak degil de hastalik yoniinden uzman

kisiler ile isbirligi icerisinde ¢alisilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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Bu caligmada hastalikli bitki orneklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda
onemli toprak patojenlerinden biri olan Fusarium spp.’ne de yogun olarak
rastlanilmistir. Bu etmenler ¢alismamiz kapsaminda olmadigindan dolayi, ileride
yapilacak olan ¢alismalarda beyaz bas lahana iiretim alanlarinda Fusarium spp.’nin
hastalik olusturmadaki roliiniin incelenmesi onerilmektedir.

Genel olarak galisma alanimiz igerisinde beyaz bas lahanada kok ¢iirtikligi ve
tel govdeye neden olan Rhizoctonia izolatlarinin varligi ortaya konulmustur. Bu
caligma, llkemizde Orta Karadeniz Bolgesi beyaz bas lahana yetisticiligi yapilan
alanlarda Rhizoctonia spp.’nin varliginin belirlenmesiyle ilgili yapilan ilk kapsamli
caligma olmustur. Bundan sonraki asamada lahanagillerde Rhizoctonia spp.’ye karsi
farkli miicadele olanaklarinin arastirilmasi ile ilgili ¢aligmalar iilkemiz tarimi

acisindan yararli olacaktir.
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